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1. INTRODUCAO

A toxocariase € uma helmintose subdiagnosticada sendo as principais
espécies relacionadas a infeccdo, Toxocara canis (LEE et al., 2010) e Toxocara
cati (FISHER, 2003). A infeccdo em humanos ocorre principalmente através de
ovos embrionados que sao ingeridos junto a agua e alimentos contaminados
(VIEIRA et al., 2013).

No hospedeiro acidental (homem) as larvas de T. canis ndo impetram o
intestino delgado, desta forma podem atingir varios 6rgdos (CHEN et al., 2012).
Os quadros clinicos sdo muito variaveis (SMITH et al, 2009), podendo ser
assintomaticos ou mais graves. Alguns fatores podem ser responsaveis pela
manifestacéo clinica da parasitose, dentre os quais, idade, condi¢cdo imunoldgica,
quantidade de larvas nos 0Orgaos, duracdo da infeccdo, dentre outros fatores
(ROLDAN et al., 2010; DESPOMMIER, 2003; CHIEFFI et al., 2009).

Atualmente as técnicas soroldgicas utilizando antigeno de secrecdo e
excrecao de larvas (TES) sdo as mais eficazes para o diagnostico laboratorial da
toxocariase, porém podem ocorrer diversas reacdes cruzadas com outros
parasitos da superfamilia Ascaroidea (JIN et al., 2013). Testes imunoldgicos que
garantem maior especificidade quanto ao Toxocara utilizam antigenos de
excrecdo e secrecdo de larvas (TES) e sdo realizados por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) com a confirmacdo feita por Western blotting
(MAGNAVAL et al., 1996), mas mesmo assim existe a possibilidade de ocorrer
reacfes cruzadas com outros antigenos (SAHU et al., 2013). Em vista disto é
necessario buscar métodos mais especificos para o diagnostico da toxocariase.
Dessa maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da técnica de PCR
para identificar DNA de larvas de T. canis no figado de camundongos com
infec¢do experimental, aguda e cronica.

2. METODOLOGIA

Os ovos de T. canis foram coletados da tuba uterina de fémeas adultas do
parasito, apos foram mantidos em cultivo em solugdo de formalina a 2% e
incubados em estufa BOD a 28° C, por 30 dias, sob aerac¢fes diarias para haver o
embrionamento. Estes ovos posteriormente foram inoculados através de sonda
gastrica nos animais.

Neste estudo foi utilizado um total de 11 camundongos swiss fémeas com
idade entre 4-8 semanas. Nove camundongos foram inoculados com 1.500 ovos
embrionados de T. canis cada e divididos em dois grupos: G1, com 5 animais e
submetidos a eutanasia 48h apds a inoculacao (infeccdo aguda) e G2 com 4
animais e submetidos a eutanasia 30 dias ap0s a inoculacao (infeccéo cronica). O
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grupo controle foi formado por 2 animais que ndo foram inoculados. Durante a
necropsia foi coletado o figado de cada animal, que posteriormente foi macerado
mecanicamente, sendo que uma fracao foi pesada e aliquotada em quintuplicata
contendo 20mg para posteriormente realizar a extragdo de DNA, o restante do
tecido foi utilizado para técnica de digestdo tecidual, para avaliar a intensidade de
infeccdo presente no tecido (WANG, 1998). A extracdo de DNA deu-se através do
kit comercial WizardGenomic DNA Purification (Promega®), de acordo com o
protocolo recomendado pelo fabricante com modificacdes. Para amplificacdo de
DNA foram utilizados dois oligoiniciadores da regido inter gene (ITS-2) de DNA
ribossémico, construido por Jacobs et al. (1997). As reacdes de amplificacdo
foram realizadas em um volume final de 50uL, sendo 25uL de Master Mix 2X
(Promega®), 1,5 de cada primer (20 uM), 300ug de DNA gendmico e 7,0uL de
agua livre de DNase/RNase (Promega®). As temperaturas utilizadas foram: 95 °C
por 5 min, seguida de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 30 s,
extensdo a 72 °C por 30 s, seguido por mais 7 min, usando um termociclador
(Amplitherm — ThermalCycles), mantendo, apés os ciclos, a temperatura de 4 °C.
A eletroforese foi realizada com volume final de 6 uL em gel de agarose a 2%.

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA — 7921).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar a amplificacdo de DNA de T. canis em todos os
animais dos grupos G1 e G2 e ndo se obteve amplificacdo de DNA do parasito no
grupo controle, sendo demonstrada assim a especificidade do oligoiniciador
utilizado por JACOBS et al., (1997). Assim como PINELLI et al., (2013) que
identificaram DNA de T. canis em lavado pulmonar de camundongos
experimentalmente infectados, nossos resultados contribuem com a hipotese de
gue esta técnica pode ser uma alternativa diagnostica a toxocariase em animais.

Estes resultados sao corroborados por ZIBAIEI et al., (2016), que
detectaram DNA de larvas de Toxocara canis em figado de frangos de corte,
indicando que esse tipo de método pode ser utilizado na pratica, identificando a
presenca das larvas em hospedeiros paraténicos com potencial de infeccéo
humana (DUTRA et al, 2014; MORIMATSU et al. 2006).

A avaliagcdo da intensidade da infeccao foi realizada através da técnica de
digestdo tecidual, na qual se pode observar um maior niumero de larvas nos
figados dos animais do grupo G1 do que nos animais do grupo G2, conforme
tabela 1. Este resultado ja era esperado devido a intensidade da infeccao ser
maior no figado durante a infeccdo aguda, quando comparado a animais
submetidos a infecgdo cronica, pois, 0s ovos ap0s serem ingeridos, chegam ao
intestino delgado e liberam as formas larvarias, que atravessam a mucosa
intestinal e através da circulagé@o porta atingem o figado primeiramente (AIRES et
al., 2008).

A recuperagdo de poucas larvas neste tecido (3, 2 e 1 larvas) também
indica que a técnica de PCR empregada pdde detectar pequenas quantidades de
DNA do parasito junto ao tecido do hospedeiro.

Tabela 1: Amplificacdo do DNA de Toxocara canis no figado de camundongos
experimentalmente infectados, através da PCR e numero de larvas recuperadas
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PCR / N° de Larvas recuperadas
G1 (48 h apds inoculacao) G2 (30 dias apos
inoculagao)
Identificacéo
camundongos | Al A2 A3 A4 A5 Bl B2 B3 B4
Figado + [+ [+ [+ [+ [|+/3 +/2 + [+ ]
135 72 77 75 45 26 1

4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo foram pertinentes em relacdo ao objetivo
proposto, pois demonstraram uma adequada amplificacdo de DNA de T. canis
nos figados dos animais infectados, indicando, dessa maneira, um grande
potencial da técnica de PCR para diagnéstico neste tecido, embora ainda sejam
necessarios outros estudos em relacdo aos outros 6rgaos acometidos por esta
zoonose.
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