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Resumo

A Toxocarose ¢ uma parasitose com elevada expressao a nivel mundial. Estudos recentes
estimam que 1,4 mil milhdes de pessoas estardo infetadas ou foram expostas ao parasita
Toxocara spp.

A doencga apresenta principal incidéncia na idade pediatrica, estando frequentemente
associada a deficit cognitivos e a baixa performance escolar em criangas. Apesar de pouco
frequentes, podem ocorrer sinais clinicos mais graves, contribuindo para situagdes de
morbilidade devastadoras.

A infe¢do no Homem ocorre maioritariamente por ingestdo de ovos embrionados,
presentes no solo, contaminado por fezes de cdo ou gato e em alimentos ndo lavados. A
ingestdo de larvas encapsuladas nos tecidos de hospedeiros paraténicos ¢ também uma
possivel forma de infe¢ao.

Os benzimidazois sdo, at¢ ao momento, os farmacos de elei¢do no combate a esta
parasitose, quer em animais de companhia quer em seres humanos.

A resisténcia aos antihelminticos tem sido descrita nos varios continentes desde ha alguns
anos, com particular incidéncia na ultima década. Este fato, agravado pelo
desenvolvimento limitado de novas moléculas, coloca em risco o controlo desta zoonose.
Fatores genéticos, bioldgicos, mas principalmente fatores operacionais (como as
desparasitagdes em massa associadas a doses sub-terapéuticas) determinam o
desenvolvimento da resisténcia dos parasitas a estes fArmacos.

A maior acessibilidade e a utilizacdo cada vez mais recorrente a técnicas de biologia
molecular vieram permitir uma nova abordagem a origem dos mecanismos envolvidos
no processo de resisténcia, bem como na identificagdo molecular das espécies.
Polimorfismos de Nucledtidos Simples nos coddes 167,198 e 200 no gene da B tubulina
sdo identificados em varios trabalhos cientificos publicados, como sendo os principais
responsaveis pela resisténcia aos antiparasitdrios, entre os quais se encontram o0s
benzimidazdis. Estes marcadores genéticos tém sido descritos em varias espécies de
nematodes e constituiram a base deste estudo: identificar alteracdes genéticas associadas
ao fendmeno da resisténcia, em parasitas adultos e ovos, encontrados na pratica clinica
comum.

A analise molecular realizada neste estudo, em amostras de ovos e vermes adultos de
Toxocara spp. mostrou que existe uma heterogeneidade genética nos genes NAD e
COX/COI utilizados comumente para identificagdo filogenética de Toxocara canis e
Toxocara cati.

As alteragdes identificadas no alinhamento das bases na sequéncia dos genes analisados,
resultantes de mutagdes ao longo de geracdes de parasitas, podem indiciar uma maior
probabilidade de resisténcias a firmacos.

Os genes mitocondriais, como o caso do NAD, COX/COI apresentam uma probabilidade
de mutac¢do reduzida, pelo que a sua existéncia nestes parasitas revela que podemos estar
perante uma pressao de fArmaco algures nos seus ascendentes. No entanto ndo foi possivel
determinar a sequéncia completa do gene da B-tubulina, fato que limita a evidéncia de
resisténcia destes parasitas aos compostos benzimadazolicos, sendo fundamental
continuar a investigagdo no sentido de associar carateristicas fenotipicas de resisténcia
(em animais de companhia e/ou seres humanos) aos marcadores genéticos estudados no
gene da B3 tubulina.

Palavras chave: Benzimidazois, Resisténcia, Toxocara sp. NAD, COX, COI



Abstract

Toxocarosis is a highly prevalent parasitic disease worldwide. Recent studies estimate
that 1.4 billion people are infected or have been exposed to the Toxocara spp parasite.
The disease has a higher incidence in pediatric age and is often associated with cognitive
deficits and poor school performance in children. Although uncommon, more severe
clinical signs may occur, contributing to devastating morbidity situations.

Human infection occurs mostly due to embryonated egg intake, present in soil
contaminated by dog or cat feces and in unwashed food. Ingestion of encapsulated larvae
in the tissues of paratenic hosts is also a possible way of infection.

Benzimidazoles are, so far, the drugs of choice in fighting this parasitosis, both in pets
and in humans.

Resistance to anthelmintics has been described in several continents for some years, with
particular incidence in the last decade. This fact, aggravated by the limited development
of new molecules, puts the control of this zoonosis at risk. Genetic, biological, but mainly
operational factors (such as mass deworming associated with sub-therapeutic doses)
determine the development of parasite resistance to these drugs.

The increased accessibility and use of molecular biology techniques has allowed a new
approach to the origin of the mechanisms involved in the resistance process, as well as
the molecular identification of species. Single nucleotide polymorphisms at codons
167,198 and 200 in the B-tubulin gene have been identified as being primarily responsible
for resistance to antiparasitic drugs, among which are benzimidazoles. These genetic
markers have been described in several species of nematodes and were the basis of this
study: to identify genetic changes associated with the phenomenon of resistance, in adult
parasites and eggs, found in common clinical practice.

The molecular analysis performed in this study showed that there is a genetic
heterogeneity in the nad COX and COI genes commonly used for phylogenetic
identification of Toxocara canis and Toxocara cati.

The changes identified in the alignment of bases in the sequence of the analysed genes,
which are the result of mutations over generations of parasites, may indicate an increased
likelihood of drug resistance.

Mitochondrial genes such as nad COX and COI have a low probability of mutation so,
their existence in these parasites reveal we may be facing a drug pressure somewhere in
its ascendants. However, it was not possible to determine the complete sequence of B3-
tubulin gene, a fact that limits the evidence of resistance of these parasites to
benzimidazoles being essential to continue further research to associate phenotypic
characteristics of resistance (in pets and/or humans) with the genetic markers studied in
the B-tubulin gene.

Key words: Benzimidazoles, Resistence, Toxocara sp. NAD, COX, COI
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1. Introducao

1.1. Distribuicio e Epidemiologia — Fatores de risco

A Toxocarose encontra-se distribuida por todos os continentes (1) (Fig 1).
Aproximadamente um quinto da populagdo humana apresenta seropositividade para
Toxocara spp. (2,3). A seroprevaléncia em Africa atinge 37% da populagdo (2),
constituindo um crescente problema de satide publica com especial relevancia na regido

subsariana (4). Em Portugal, a seropositividade encontra-se nos 18,8 % (5,6).

Seroprevaléncia
global de Toxocarose
humana (%)

CJo-s
[Je6-15
16-25
[ 2640
I 41-60

=] .
O Sem dados publicados

Figura 1- Seroprevaléncia (estimada) de Toxocara no mundo.

Adaptado de Ma ,2020 (6)

A infegdo por Toxocara spp. esta frequentemente associada a condigdes socioecondmicas
desfavoraveis, entre as quais se destacam habitos de higiene precarios e deficientes
condi¢des sanitarias (4). A habitagdo em zonas rurais, o contato direto com o solo e a
convivéncia com animais de estimagdo (cdo e gato) sdo os fatores de risco mais
importantes desta zoonose (4,7).

Em zonas urbanas, os parques infantis, de acesso livre a animais, sdo muitas vezes
utilizados como zonas de passeio de cdes, observando-se uma elevada prevaléncia de
ovos de Toxocara spp. (8,9). Em zonas tropicais e subtropicais o problema reside no
elevado nimero de cdes e gatos errantes, que excretam os ovos do parasita com as fezes,

em qualquer lugar, contribuindo para a disseminacdo generalizada da infegado (9).
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A geofagia, frequentemente observada em criangas (4,10), esta diretamente associada a
infecdo por Toxocara spp. (7). A contaminagdo ambiental, corroborada pela elevada
prevaléncia de ovos (extremamente resistentes a condi¢des ambientais severas) presentes
em espacos publicos em todo o mundo, contribui para este fato (1, 8, 11).

Uma outra possivel e descrita via de infecdo, ¢ a presenca de ovos no pélo dos animais
domésticos (cdo e gato). Os reconhecidos beneficios para a satde (desenvolvimento
cognitivo nas criangas, aumento de atividade fisica exterior e diminui¢ao de stress pos-
traumatico) resultam no estreitamento da relagdo entre animais de companhia e 0 Homem,
aumentando assim o numero de animais que convivem diretamente connosco. Este
crescente nimero de animais de companhia nos ultimos anos, torna a relacdo de
proximidade Homem - cdo/gato um risco crescente de infecdo por Toxocara spp. (12).
Em 2018, 471 milhdes de cades e 373 milhdes de gatos eram animais de companhia no

mundo (13).

1.2. O parasita — classificacio e caracteristicas morfologicas

O género Toxocara pertence ao filo Nemathelmintes, classe Nematoda, ordem
Ascaridida, superfamilia Ascaridoidea, familia Ascarididae e subfamilia Toxocarinae
(14). Pelo seu potencial zoondtico e pela sua distribui¢do cosmopolita, Toxocara canis e
Toxocara cati sdo consideradas as espécies de maior relevancia clinica, quer em Medicina

Veterinaria quer em Medicina Humana (11).

Morfologicamente os ovos de Toxocara spp. sdo oblongos, possuem capsula espessa e
rugosa com dupla membrana medindo 85-90 x75 micrémetros no caso do T.canis e 65-
75 micrometros no caso do T.cati, apresentando uma forma mais esférica nesta espécie
(14) (Figs. 2 e 3).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual evidente. O corpo esbranquigado, nao
segmentado e cilindrico, ¢ revestido por uma cuticula de quitina que os torna muito
resistentes. A extremidade anterior € caracterizada pela existéncia de umas expansdes
cuticulares de diferentes tamanhos e formas, segundo a espécie, que se assemelham a
asas, um bulbo glandular esofagico, denominado ventriculo, localizado na jun¢do do

esofago com o intestino e trés labios bem definidos (11). Os machos sdo mais pequenos
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que as fémeas, possuem uma bolsa copulatéria incompleta com espiculas na extremidade
posterior. Toxocara canis (Fig.5) tem a sua extremidade anterior com uma caracteristica
forma eliptica, com asas estreitas e semi lanceoladas. Na extremidade posterior possui
uma cauda com um processo digitiforme e as respetivas espiculas com 0,75-1.3mm,
desiguais, curvas e em forma de asa. Os oOrgdos genitais da fémea estendem-se
anteriormente e posteriormente a regido vulvar. Os machos medem 4-10cm e as fémeas
5-18cm. Toxocara cati de dimensdes mais reduzidas (Fig. 4), os machos com 3-6¢m e as
fémeas com 4-10cm, tém na sua extremidade anterior asas largas, estriadas e em forma

de seta. Os machos tém um apéndice terminal estreito e digitiforme e as espiculas, que

medem cerca de 1,6-2mm de comprimento. A extremidade posterior ¢ semelhante a de 7.

canis (15).

Figura 2- Ovo de Toxocara canis (10x)

Figura 3 — Ovo de Toxocara cati (10x)
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Figura 4 — Parasita adulto (extremidade posterior) em fezes de gato

Figura 5 — Parasita adulto (extremidade posterior) em fezes de cao

(fotografias originais de R.Calouro)
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1.3. O ciclo de vida do parasita

ODPDx Toxocara spp.

m Migragdo de L3 em tecidos

4
N o

Ingestdo do hospedeiro paraténico

Ovo em fezes de

L3 em gato

tecndo

Toxocara canis

a Toxocara cati
@ Adultos no intestino
T L delgado do hospedeiro
ransmissac Hospedeiro paraténico  definitivo
alimentar

e Transmissdo vertical

9 ’Q‘ Adulto no
9 Ingestdo do ovo intestino
Ingestdo do ovo delgado de

recém
nascidos

@ Fase de infegdo

J Fase de diagnéstico

Figura 6— Ciclo de vida: Toxocara canis e Toxocara cati

Adaptado CDC 2021

Os parasitas adultos vivem no intestino delgado do hospedeiro definitivo (cdo ou gato)
entre 4 a 6 meses. Apds este periodo de tempo sdo na sua maioria eliminados
espontaneamente. A fémea produz cerca de 200 000 ovos por dia, muito resistentes nas
mais adversas condi¢des ambientais e viaveis por longos periodos de tempo nos solos.
Estes ovos, ndo embrionados aquando da sua excre¢do nas fezes (possuindo um embrido
unicelular) (11), necessitam de condi¢des de temperatura e humidade adequadas (15 a
35°C) para se tornarem infetantes. Isto acontece em 85% dos mesmos num periodo entre
2 a 6 semanas. Durante a sua maturacdo o embrido desenvolve-se até ao estadio L3

constituindo esta a forma infetante (16,17).
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O HD pode infetar-se de varias formas diferentes (9):

° Ingestdo de ovos embrionados, diretamente do solo.
° Ingestdo das larvas presentes nos tecidos de hospedeiros paraténicos
° Migragao transplacentaria (apenas em 7. canis).

° Transmissao lactogénica.

Num periodo de tempo entre 2 a 4 h apds a ingestdo do ovo embrionado pelo HD, a L3
eclode no estdmago e intestino delgado, migrando através da parede intestinal. Apods
atingir o figado pelo sistema porta, chega ao coracdo através da veia cava caudal e pela
artéria pulmonar atinge os capilares pulmonares (em apenas 36h). A partir desta fase
existem duas possiveis rotas, dependendo da idade e do estado imunitdrio do animal: a
migra¢ao traqueal, em que a larva ¢ deglutida e atinge novamente o intestino delgado pelo
esofago; ou a migragdo somatica para os mais diversos 6rgaos, como o figado, coracio
musculos e cérebro permanecendo enquistada sob uma forma latente e infetante.

Os seres humanos (principalmente as criangas) infetam-se pela contaminagao direta das
maos e dedos com ovos presentes nos solos ou pelo contato com o HD (principalmente
em caes e gatos até aos 6 meses de idade (8,10). Neste caso, como no caso de outros
hospedeiros paraténicos, a unica via possivel das larvas ¢ a migracdo somatica. Nestes
hospedeiros o ciclo ndo se completa e as larvas permanecem nos diferentes tecidos
podendo ou ndo causar complicagdes clinicas. Ao serem ingeridas, as larvas enquistadas
dos HP, podem constituir uma fonte de infe¢do, quer para os seres humanos, quer para os
proprios Hospedeiros Definitivos. Esta via de infe¢do dos HD ¢ extremamente importante
e exclusiva no cdo aquando da gravidez. Por a¢do hormonal, as larvas L3 enquistadas
regressam a circulacdo realizando uma migracao transplacentdria atingindo os fetos, com
uma eficécia de cerca de 100% (16,18). Nos fetos a migracdo traqueal ¢ completada e os
parasitas atingem a sua forma adulta no intestino delgado dos mesmos. Os cachorros

comecam a excretar ovos nas fezes apos as 3 a 4 semanas de vida.
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1.4. Analise Filogenética

Toxocara spp. € considerado até a data, como sendo hospedeiro especifico. Toxocara cati
tem como Hospedeiro definitivo exclusivo o gato e Toxocara canis tem como Hospedeiro
definitivo exclusivo o cdo. H4, no entanto, referéncias a gatos infetados com 7. canis em
que adultos desta espécie foram encontrados em necropsias de gatos (19). A presenca de
ovos de 7. cati nas fezes de cdes ¢ mais comum, fato que se explica pelo habito frequente
de coprofagia em caes, sendo a eliminacdo destes ovos resultante de uma passagem
intestinal (20).

A classificagdo dos nematodes do género Toxocara baseia-se tradicionalmente nas
carateristicas morfoldgicas do parasita adulto e ovos. As estruturas identificadas e com
maior relevancia para a classificacdo sdo as estruturas labiais, esofago, ceco, sistema
excretor ¢ a cauda do macho (21). A presenga de bulbo esofagico bem como o
comprimento e a forma das asas cervicais s3o frequentemente utilizados para a sua
identificacdo (22). Esta classificagdo mostrou-se imprecisa e limitada ao longo do tempo,
principalmente no que diz respeito a ovos e formas larvares, de mais dificil identificacdo.
A biologia molecular, através da técnica de PCR, permite uma analise e identificagdo
precisas, possibilitando a dete¢do da diversidade genética tao caracteristica dos parasitas
em geral e que ¢ fundamental para a sua adaptagao e sobrevivéncia (15).

Na Malasia, em 2001, foi identificada uma nova espécie de Toxocara em gatos,
identificada primeiramente como Toxocara cati. A anélise genética permitiu perceber
tratar-se de uma nova espécie denominada a posteriori Toxocara malayiensis (23).
Clinicamente relevante, esta descoberta podera ter fortes implicagdes, uma vez que se
acredita que a mesma poderd também ser capaz de desenvolver a forma da larva migrante
visceral, as formas ocular e neuroldgica e ainda a covert/common Toxocarose.

A identificacdo dos parasitas associada a Hospedeiro especifico podera levantar algumas
questdes relativamente a espécie, sendo cada vez mais importante a caracterizacio

genética das mesmas.
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1.4.1. Caracterizacio molecular

Para a caracterizacdo molecular das diferentes espécies do género Toxocara ¢ utilizado
DNA ribossémico nuclear ¢ DNA mitocondrial (24).

A primeira e a segunda regido espacadora transcrita interna (ITS-1 e ITS-2,
respetivamente) marcadores genéticos do rDNA, sdo frequentemente utilizadas para a
identificacdo e diferenciacdo de espécies de Toxocara, nomeadamente, Toxocara canis,
Toxocara cati.

No entanto, parece haver maior sensibilidade no que diz respeito a analise do mDNA quer
para a analise genética da relacdo inter-espécies como intra-espécies, dos diferentes
ascarideos (25). O gene mitocondrial, citocromo c oxidase I (COI), com um comprimento
aproximado de 650 pares de bases, ¢ comumente usado para identificagdo de espécies,
em estudos evolutivos e ecoldgicos (26). A subunidade 1 e 2 da regido do mDNA,
citocromo ¢ oxidase (COX1 e COX2 respetivamente) bem como a subunidade 1 e 4
NADH desidrogenase (NAD1 e NAD 4) também do mDNA, sdo determinantes no
estabelecimento de relagdes entre Toxocara spp. € Toxascaris spp. de caes, gatos e
ruminantes. Foi a andlise destes genes que permitiu a identificagdo do Toxocara

malayensis como sendo uma nova espécie (15,25).

1.5. Aspetos clinicos

A Toxocarose ¢ uma zoonose com significante importancia clinica quer nos animais
domésticos de companhia (cdo e gato) quer em humanos.

Em caes e gatos os sintomas sdo maioritariamente do foro gastrointestinal, enquanto que
que no Homem, a migragdo larvar pode resultar em alteragdes graves em varios sistemas:
visceral, ocular e neurologico com significativa mortalidade.

1.5.1. Aspetos clinicos em animais de companhia

A infe¢do por Toxocara canis no cao, Hospedeiro Definitivo, é responsavel por sinais

clinicos moderados a graves como diarreia intermitente ou obstipacdo, em que
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principalmente os cachorros apresentam tipicamente o aspeto de “pot belly”. Estes sinais
sdo resultantes de caquexia, distensdo abdominal e atrasos no crescimento. Podem
também ser observados sinais respiratdrios, como consequéncia de pneumonia provocada
pelo enquistamento das larvas no tecido pulmonar. Em algumas situagdes de maior carga
parasitaria, pode mesmo ocorrer a morte por invagina¢do ou estrangulamento intestinal.
Em gatinhos, os sinais clinicos provocados pelo Toxocara cati, parasita do qual sdo
Hospedeiro Definitivo, geralmente sdo semelhantes, mas de menor gravidade. As

infe¢cdes em animais adultos sdo tendencialmente menos severas (11).

1.5.2. Aspetos clinicos em humanos

Clinicamente, ambos os parasitas Toxocara canis € Toxocara cati podem ser responsaveis
pelas diferentes formas de toxocarose humana: larva migrante visceral, toxocarose ocular,
neurotoxocarose ¢ as formas assintomatica ou subclinica (covert/common). No entanto,
as manifestagdes clinicas da doenca sdo raras, apesar da infecdo ser bastante comum. A
duragdo das migragdes larvares, a carga parasitaria e a imunidade do hospedeiro

determinam a severidade da doenga (5,27).

Larva migrante visceral (LMV)

Descrita pela primeira vez em 1952 por Beaver, sindrome LMV, surgiu na sequéncia de
sinais clinicos apresentados por trés criancas, resultantes da migracdo da larva de
Toxocara canis por varios 6rgdos internos. A importancia clinica desta forma de
toxocarose, estd diretamente relacionada com as migragdes somaticas do parasita, como
¢ o caso mais comum do figado e pulmdes. Assim, febre, anorexia,
hepatoesplenomegalia, tosse, sibilos pulmonares e dor abdominal sdo frequentemente
descritos na presenca da LMV. Outros sinais como polimiosite eosinofilica com mialgias,
miocardite e nefrite, podem surgir, refletindo a capacidade migratoria da larva, em atingir
qualquer 6rgao. Estdo também descritas alteragdes dermatologicas, como “rash”, prurido,
eczema, paniculite, urticaria e vasculite. A LMV ocorre maioritariamente em criangas
entre os 2 e os 7 anos de idade, em situacdes de elevada carga parasitiria ou em

exposigodes repetidas ao parasita (28,29,30).
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Toxocarose Ocular

A toxocarose ocular ocorre pela resposta inflamatdria resultante da migragao larvar até
ao olho, originando diminuida acuidade visual, edema macular, uveite ou na sua forma
mais grave, cegueira unilateral que pode ou ndo, estar associada a estrabismo.
Anteriormente confundida com retinoblastoma, resultava muitas vezes na enucleagao,

sendo por isto impreterivel o seu correto diagnostico (31).

Neurotoxocarose

A neurotoxocarose, resulta de lesdo cerebral provocada pala migragdo parasitaria através
da barreira hematoencefélica. Apesar de frequentemente assintomatica, esta migracao
larvar pode resultar numa forma mais grave com comprometimento do sistema nervoso
central (10, 30). S3o sintomas carateristicos: cefaleias, febre, fraqueza muscular e
convulsdes que resultam de meningite, encefalite, mielite, vasculite cerebral e
paraparesia. Os sintomas refletem a localiza¢do das lesdes no SNC. NT é uma condigdo
rara que afeta maioritariamente adultos, contrariamente 8 LMV que atinge principalmente

criangas (32).

Toxocarose Assimptomatica (Covert/ Common Toxocarose)

A forma assintomatica da toxocarose, ¢ talvez a sindrome mais comum. De expressao
clinica menos grave ou subclinica, na maioria das vezes ¢é, por consequéncia,
frequentemente subdiagnosticada. Em adultos ¢ designada por common toxocarose € em
criangas por covert toxocarose, onde os principais sintomas encontrados sio

linfadenopatias, alteragdes dermatologicas (como urticaria), artralgia e asma (5,33).
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1.6. Tratamento

1.6.1. No Hospedeiro Definitivo, o cio e o gato.

Segundo a ESCAAP, os cachorros devem ser tratados com antihelmintico desde as duas
semanas de idade e quinzenalmente até aos 14 dias depois de desmamados. Apos este
tratamento, devem ser feitas desparasitacdes mensais até aos 6 meses. Nos gatinhos o
esquema ¢ semelhante, mas inicia-se apenas as 3 semanas de idade, uma vez que nio
ocorre transmissao transplacentéria.

Nas cadelas gestantes e por forma a reduzir a transmissdo aos fetos podem ser
administradas lactonas macrociclicas no dia 40 e no dia 55 de gestag¢do ou fenbendazole
desde o dia 40 continuando por mais dois dias pos-parto. Para cdes e gatos adultos a
ESCAAP recomenda a avaliacdo individual do risco, sendo aceite um tratamento de
quatro vezes por ano. Um tratamento mensal em situacdo de elevado risco (animais com
acesso ao exterior € com contato muito préximo com criangas) esta descrito. O periodo
pré patente do Toxocara sp. ap6s ingestao das larvas por predagdo (HP) ou por ingestao
de ovos infetantes no solo ¢ de aproximadamente 4 semanas.

Como alternativa para este esquema de tratamentos podem realizar-se testes
coprologicos, em intervalos de tempo adequados, seguidos de desparasitagdo apenas em

casos positivos.

1.6.2. No Homem

No que diz respeito ao tratamento da toxocarose ndo existe consenso; a terapéutica deve
ser instituida em doentes sintométicos, mas a gravidade dos sintomas deve determinar a
decisdo clinica e neste aspeto existem algumas divergéncias. Seropositivos saudaveis ndo
devem ser tratados com antihelminticos. As formas oculares e neuroldgicas devem
receber tratamento sintomatico (anticonvulsivantes ¢ corticoides) ou uma combinagao
com o tratamento antiparasitario (31).

Para a larva migrante visceral sintomatica o albendazol ¢ o tratamento de elei¢do, na dose

de 400mg duas vezes por dia para adultos; 200mg uma vez por dia durante cinco dias,
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para criangas entre um e dois anos; 400mg uma vez por dia, cinco dias com mais de dois
anos (34).

Para a Toxocarose ocular e neurotoxocarose, albendazol na dose de 400mg duas vezes
por dia, em criangas e 400-800mg duas vezes por dia em adultos; durante 5 a 28 dias.

(34)

1.7. Benzimidazois (BZs)

Os benzimidazois s@o uma classe de compostos organicos, heterociclicos e aromaticos
com grande aplicabilidade na farmacologia. Hoje em dia, enquanto potentes inibidores
enzimaticos, sdo amplamente utilizados nas mais diversas terapéuticas. Sao
antidiabéticos, anticancerigenos, antimicrobianos, antivirais, antiparasitarios, analgésicos
e antihistaminicos, mas também utilizados em doengas cardiovasculares, neurologicas,
endocrinas, oftalmologicas entre muitas outras (34).

Os benzimidazois mais utilizados como antiparasitarios sdo o oxibendazol, o
fenbendazol, o flubendazol, o mebendazol e o albendazol, sendo os dois ultimos,
recomendados pelo CDC para o tratamento das formas de Toxocarose Humana (35).
Em Medicina Veterinaria o mebendazol (Telmin®Ecuphar), o fenbendazol
(Panacur®Intervet ou em associa¢do) e o flubendazol sdo frequentemente utilizados em
caes e gatos (ESCAAP). No entanto, nestes animais, a desparasitacdo enquanto medida
profilatica de saide (ESCAPP), implica, por condicionantes vdarias, que a mesma seja
frequentemente feita “as cegas” (36,37). A elevada prevaléncia de parasitas de varias
classes em caes e gatos, principalmente em animais jovens (37,38,39,40,41), determina o
seu uso por vezes indiscriminado, na tentativa de se aumentar o espetro de a¢do. Em
animais de producdo a situagdo ¢ semelhante (42). Por tudo isto sdo frequentemente
utilizadas, em Medicina Veterinaria, associa¢des de farmacos, que incluem também os
benzimidazois.

A sua frequente utilizacdo também em Medicina Humana, esta diretamente relacionada
com as suas caracteristicas apelativas como, o baixo custo, o largo espectro e a facilidade
de administra¢do, sendo por isso a primeira op¢do em campanhas de desparasitacdo em

massa, sobretudo para geohelmintoses em paises tropicais e subtropicais (fig 7).
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Figura 7- Desparasita¢do em massa (Sdo Tomé e Principe Fevereiro de 2019-fotografia original de R.

Calouro)

A introdu¢do dos benzimidazois enquanto antiparasitarios, remonta a 1961, sendo que o
albendazol e o mebendazol surgiram nos anos 70, séc. XX (43). A sua utilizagdo, tem sido
amplamente difundida quer em Medicina Veterinaria quer em Medicina Humana no
combate nao s6 a helmintoses, como a Toxocarose, mas também a outras classes de
parasitas (34,44).

Relativamente ao seu mecanismo de acdo, os BZs apresentam alta afinidade para a 8-
tubulina, uma proteina membranar, presente nos microtiibulos das células, inibindo a sua
polimerizacdo (45). Os microtibulos, enquanto constituintes do citoesqueleto, possuem
funcdes fundamentais para a sobrevivéncia das células eucarioticas estando igualmente
presentes na membrana mitocondrial e no citoplasma. Participam na mobilidade, divisdo
(fuso mitotico), transporte de substancias e secrecdo de organismos vivos. A formacao

dos microtubulos ¢ um processo dindmico, em que ocorre polimerizacdo numa das suas
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extremidades enquanto que na outra ocorre despolimerizacgdo. A inibi¢do deste processo
impede a absorcao e excre¢ao de nutrientes e o bloqueio da entrada de glucose nas células,
levando a morte do parasita.

A ligacao entre os Bzs e a B-tubulina apresenta uma afinidade 25-400 vezes superior para
os nematodes, comparativamente aos mamiferos. Esta caracteristica faz com que o
farmaco seja seletivo para os parasitas ndo causando toxicidade no Hospedeiro, quer seja
Homem, cdo ou gato. Existem, no entanto, efeitos teratogénicos descritos no primeiro

trimestre de gestacdo, pelo que a sua utilizagdo esta desaconselhada neste periodo.

1.8. Farmaco-resisténcias

Apesar da sensibilizacdo junto das comunidades em geral (médica, cientifica e utentes) e
das diversas tentativas de solu¢do para a problematica da resisténcia a medicamentos, esta
esta cresce de forma galopante e preocupante a nivel global (46).

Virios fatores estdo associados ao aparecimento de resisténcias dos antiparasitarios em
geral, como (19):

* 0 uso abusivo e muitas vezes desnecessario, de anti-helminticos, em desparasitagdes
periddicas e sem recurso a confirmagao de diagndstico laboratorial;

* desparasitacdes em massa (Fig.7)

* doses sub-terapéuticas, doses tinicas e ndo adequadas ao peso;

* diagndsticos incorretos;

* auséncia de alternancia de farmacos eficazes em tratamento;

A pressdao do farmaco na populagdo parasitiria estd diretamente associada ao
desenvolvimento de resisténcias. Este parece ser um fendmeno hereditario, em que o gene
ou genes responsaveis, se encontram previamente presentes na populacdo de parasitas.
Sendo considerado um fendémeno pré adaptativo, a resisténcia ocorre mesmo antes da
utiliza¢do de qualquer antiparasitario, resultando de um processo de selecao.

Em determinadas condi¢des, apos a exposicdo a um anti-helmintico, os helmintas que
transportam os genes responsaveis pela resisténcia sdo os que irdo sobreviver a agdo do
farmaco. Ao reproduzirem-se, estes parasitas vao consequentemente aumentando o

conjunto de genes que conferem resisténcia numa populagao.
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A identificacdo da resisténcia aos anti-helminticos surge pela primeira vez no inicio da
década de 60, séc XX (22). Sabe-se hoje em dia, que a B-tubulina é o principal alvo
molecular para a resisténcia dos nematodes aos antihelminticos, apesar de ndo ser o Uinico
(46). Esta proteina membranar, desempenha um papel vital em inimeros processos
celulares e o comprometimento dos mesmos promove a ineficacia dos referidos fArmacos.
A existéncia descrita de SNPs em nematodes Trichostrongylideos, no gene da pB-tubulina
isotipo-1 (16) determina a substituicdo da Tirosina pela Fenilalanina no coddo 200
(F200YSNP). Varios estudos posteriores ao longo do tempo, tém revelado a existéncia
de outros polimorfismos de nucledtido inico, nos coddes 167 (F167Y) e 198 (E198A) no
isotipo 1 da B-tubulina em varias espécies de nematodes (47): Haemonchus contortus
(48), Ancilostomideos (Necator americanus e Ancylostoma brasiliense com SNPs no
codao 198 ¢ 200), Trichuris trichiura (mutagao no codao 200) e mais recentemente em

Ascaris lumbricoides (codao 200) (48).

1.9. Co-infe¢cdo com outros parasitas

Os nematodes gastrointestinais, chamados de “vermes redondos” pela sua forma circular
no corte transversal do seu corpo, infetam caes e gatos sob a forma de varios géneros e
espécies distintas.

As familias com maior interesse no cdo, pela sua patogenicidade para o Hospedeiro
Definitivo e potencial zoonético sdo as familias Trichuridae (7richuris vulpis),
Ancylostomatidae (com as espécies Ancylostoma caninum, Ancylostoma tubaeforme e
Uncinaria stenocephala), e familia Ascarididae (com destaque para as espécies Toxocara
canis, Toxocara cati ¢ Toxascaris leonina) (25).

Relativamente aos gatos, as duas familias de nematodes gastrointestinais com particular
relevancia sdo: Ancylostomatidae e Ascarididae.

No decorrer da presente investigacdo foram identificados ovos de Trichuris vulpus e
Ancylostoma sp. como resultado de infe¢cdes mistas, nas fezes dos animais analisadas.

A familia Trichuridae (representada em clinica de animais de companhia por Trichuris
vulpus) ndo apresenta potencial zoonoético e o “verme em forma de chicote” ¢ facilmente
distinguido de outros nematodes. Os seus ovos, presentes nas fezes de caes infetados sdo

caracteristicamente em forma de limdo, também facilmente distinguiveis de outros ovos
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de nematodes. Trichuris trichura, desta mesma familia, parasita do Homem, ndo infeta
caes (60).

Na familia Ancylostomatidae, as espécies mais comuns sdo Ancylostoma tubaeforme,
Ancylostoma braziliense e Uncinaria stenocephala, (com potencial zoondtico). O
consideravel menor tamanho dos parasitas adultos (3-12mm) desta familia, permite uma
facil distingdo macroscopica relativamente a familia Ascarididae ndo havendo
possibilidade de incorreta identificagdo. Os ovos, de Ancylostoma spp. sdo do tipo
estrongilideo, medem entre 30-45 x 55-76pum e os de Uncinaria spp. medem cerca de 70-
90 x 40-50um. A sua forma ¢ oval com uma parede lisa e fina bem distinta dos ovos de
Toxocara sp.

Os adultos da superfamilia Ascaridoidea, a qual pertence a familia Ascarididae, tém boca
trilabiada, dimensdes até 45 cm e o macho sem bolsa copuladora; os ovos sdo muito
resistentes, com uma membrana espessa € com 3 camadas. Nesta familia, encontramos 2
subfamilias: Toxocarinae (a qual pertence o género Toxocara, objeto deste estudo e
também os géneros Toxascaris e Lagochilascaris) e a subfamilia Ascaridinae (& qual
pertencem, entre outros, os géneros Ascaris € Parascaris) cujo HD nao sdo o cdo nem o
gato e, portanto, sem relevancia para o presente estudo. A tabela 2 mostra algumas

caracteristicas relevantes utilizadas para identificag¢do, quer dos parasitas adultos quer dos

ovos (14).

Classificagao Espécie Adultos Ovos HD Potencial
Subfamilia/género (cm) zoonotico
Toxocarinae

Toxocara T. canis 4-10 85-90 x 75um esféricos | Cao Sim
T. cati 3-6 65-70 um; ovais Gato Sim
T. malayiensis 8-10 Gato Sim (?)
.. Toxascaris T. leonina 5-10 70-80um; ovais e | Gato Nao
translicidos
..Lagochilascaris | L. minor 6-15 75-85um (semelhantes aos | Felideos Sim (?)
(68) de Ascaris lumbricoides) silvestres
Ascaridinae Ovais/redondos
Ascaris A. lumbricoides | 15-40 Membrana espessa Homem Nao aplicavel
A. suum 15-45 3 camadas Porco Acidentalmente
Parascaris P. equorum 75-85um Cavalo Exclusivo de cavalo

Tabela 2 Superfamilia Ascaridoidea, familia Ascarididae
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2. Objetivos

Segundo a OMS, a toxocarose, enquanto STH, faz parte da lista das 17 doencas que
afetam mais de mil milhdes de pessoas no mundo. O CDC identifica a toxocarose larvar
como uma das doengas parasitarias negligenciadas Neglected Parasitic Infections (NPI)
(49).

Apesar dos esfor¢os da comunidade cientifica, investigadores, clinicos e agentes de Satde
Publica na diminui¢do da prevaléncia e consequente diminuicdo de morbilidade e
mortalidade por toxocarose, existe ainda muito por fazer. Acredita-se que o crescente
nimero de resisténcia aos farmacos disponiveis estd diretamente relacionado com
alteracdes genéticas parasitarias presentes em determinadas populacdes.

O objetivo deste estudo consistiu na identificagdo molecular das espécies Toxocara canis
e Toxocara cati e de possiveis mutacdes genéticas pré-determinadas, com
responsabilidade na resisténcia aos benzimidazois, famacos utilizados no combate a esta

parasitose.

2.1 Objetivo geral

Avaliar a diversidade genética em amostras de Toxocara canis e Toxocara cati de caes e
gatos que permitam a sua identificacdo, bem como dos genes envolvidos na resisténcia

aos Benzimidazois,

2.2 Objetivos especificos

e Isolar o maximo de estirpes de Toxocara sp. de diferentes Hospedeiros Definitivos
(caes e gatos) com diferentes origens e ambientes: casa; rua; meio rural e meio urbano
ou ambientes mistos.

e Identificar e analisar filogeneticamente as espécies do género Toxocara encontradas
em caes e gatos. Identificar pelo menos um dos genes: ITS2 NAD, COX, COI, 18S

nas amostras obtidas, por forma a confirmar a identidade dos parasitas isolados.
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Identificar mutagdes previamente descritas, como as existentes nos coddes 167,198 e
200 do gene da B tubulina associadas a resisténcia a benzimidazois e potenciais

resisténcias.
Caraterizar os Hospedeiros definitivos conforme o seu habitat, identificar possiveis

resisténcias aos antiparasitarios e relaciona-las com as mutagdes genéticas

encontradas determinando potenciais causas de resisténcia.
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3. Material e métodos

3.1 Local e periodo de estudo

Foram realizadas colheitas de fezes, em caes e gatos, através do Hospital Veterinario de

Santarém (HVS) entre os meses de julho e outubro de 2020.

3.2 Metodologia

As amostras de fezes foram observadas macroscopicamente para a identificacdo das
formas parasitarias adultas e microscopicamente para a identificagdo de ovos.

Ap0s colheita, os parasitas adultos foram lavados com agua destilada e conservados em
etanol a 70%, em recipiente de plastico e mantidos a 4°C no frigorifico, até
processamento. As fezes foram mantidas no recipiente de colheita (frascos de plastico ou
sacos de pléstico), também no frigorifico a 4°C, sem qualquer adi¢do de conservante.
Todas as amostras foram posteriormente tratadas no INIAV (Instituto Nacional de

Investigacdo Agréria e Veterinaria).

3.2.1 Colheita de amostras

Com inicio em julho de 2020, foram solicitadas amostras de fezes a todos os detentores
de animais atendidos no HVS (caes e gatos). A area geografica abrangida compreende
todo o distrito de Santarém, Portugal. Duas amostras (de 2 parasitas adultos)
encontravam-se no laboratério de Parasitologia do INIAV (uma de um gato outra de um
ledo).

Sempre que possivel (dependendo da colaborag@o do tutor) foram realizadas colheitas de
fezes (identificados, macroscopicamente, parasitas adultos e microscopicamente, ovos de
Toxocara spp.) do mesmo animal, antes da desparasitagdo com pamoato de pirantel e

apos a sua administragao.

O pamoato de pirantel ¢ um antiparasitario, antihelmintico, com diminuta absorc¢ao

intestinal: mais de 85% da dose passa inalterada pelo intestino, sendo libertado nas fezes.
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Isto torna-o num medicamento praticamente inofensivo para o hospedeiro. Em nematodes
gastrointestinais causam a paralisia do parasita, agindo diretamente no recetor nicotinico
da acetilcolina, na superficie do mtsculo somatico. Através da despolarizagao das juncdes
neuromusculares o Pirantel origina a paralisia irreversivel dos parasitas, sendo os mesmos
expulsos nas fezes, de forma natural. Uma dose tnica ¢ suficiente para a desparasitacdo

eficaz (50,51).

3.2.2 Tratamento das amostras

As fezes foram analisadas por dois métodos diferentes, integrando o protocolo de estudo
da Disserta¢do de Mestrado da Dra. Susana Cunha, a decorrer na Faculdade de Medicina
Veterinaria de Lisboa. Foi feita a identificagdo dos ovos pelo método qualitativo de
flutuagdo Willis-Mollay, e pela técnica Mini-Flotac, qualitativa e quantitativa. Optou-se

pela realizagdo de ambos os métodos para aumentar a sensibilidade da analise.

Técnica de Flutuagdo de Willis-Mollay-baseada no principio de que os ovos de

nematodes flutuam numa solugdo salina a 1:130 e aderem a superficie de vidro apds

contato com a mesma (52).

Pesaram-se 2 a 5g de fezes, misturaram-se 20 ml de solu¢@o hipersaturada de cloreto de
sodio (NaCl) a 35% (D = 1.20g/dL) e homogeneizou-se a suspensdo, com a ajuda de um
bastdo. De seguida, através de um tamis, o material foi filtrado para um tubo de ensaio,
completando-o, até formar um menisco na superficie do mesmo. Foi colocada uma lamela
sobre 0 menisco e deixou-se em repouso por 15 minutos. Retirou-se a lamela e esta foi
sobreposta sobre a lamina. A amostra foi observada ao microscopio 6tico, em objetiva

10x.

Mini-Flotack (53) — Técnica de flutuacao de maior precisdo, baseada na técnica de Flotac

mas de maior rapidez e simplicidade de execugdo .
Pesaram-se 2-5g de fezes, adicionou-se cerca de 15ml de dgua e homogeneizou-se a

solucdo. Filtrou-se a amostra com uma compressa dobrada em 4 e transferiu-se a mesma

para um tubo que foi centrifugado a 1500 r.p.m. durante 3 minutos. Descartou-se o
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sobrenadante e preencheu-se o tubo com FS. Encheu-se a cadmara Mini-Flotac e

procedeu-se a contagem dos ovos com a ajuda do microscopio 6tico.

Apos a identificag@o de ovos de Toxocara spp. nas fezes, os animais foram tratados com
pamoato de pirantel para libertarem os adultos nas fezes e proceder-se a sua analise
filogenética.

3.3 Extracdo de DNA

As extracgdes de DNA foram feitas a partir dos dois tipos de amostras colhidas: ovos e

adultos de Toxocara spp. de Cao e Gato.

3.3.1 Preparacio das amostras

Fezes — Purificacdo e conservacdo dos ovos de Toxocara sp.

1) Pesou-se 5g de fezes num copo de vidro.

2) Num volume de 45ml de solucdo saturada de NaCl, homogeneizou-se a suspensao.

3) Através de um crivo, transferiu-se a suspensao para um tubo de Falcon.

4) Centrifugou-se a 2000 r.p.m. durante 3 minutos.

5) Através de um filtro de 25 um passou-se o sobrenadante e lavaram-se os ovos retidos
no filtro (com 4gua corrente da torneira).

6) Colheram-se os ovos do filtro com a ajuda de uma pipeta de Pasteur descartavel,
aspirando-os com pequenos volumes de 4gua para um tubo de Falcon de 15ml.

7) Centrifugou-se a suspensao de ovos a 200 r.p.m. durante 3 minutos.

8) Aspirou-se parte do sobrenadante, deixando o sedimento contendo os ovos com 5Sml
do sobrenadante no tubo.

9) Ressuspendeu-se e transferiu-se a suspensdo para um gradiente de agucar, para
purificar os ovos.

10) Centrifugou-se o gradiente de actcar a 1500 r.p.m. durante 5 minutos.

11) Colheram-se os ovos do filtro com uma pipeta de Pasteur descartavel, aspirando-os

com pequenos volumes de dgua para um tubo de Falcon de 15ml.
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12) Centrifugou-se a suspensao dos ovos a 200 r.p.m. durante 3 minutos.

13) Retirou-se o sobrenadante até aproximadamente 1,5ml, ressuspendeu-se o sedimento
e transferiu-se a suspensdo com 0s ovos para criotubos.

14) Centrifugaram-se os ovos nos criotubos e retirou-se o sobrenadante de modo a ficar
o equivalente a um volume de 200 ul.

15) Conservou-se no congelador.

Parasitas Adultos

Os parasitas adultos foram colocados individualmente em tubos eppendorf de 2ml.
Foram fragmentados com a ajuda de um bisturi para facilitar a digestdo enzimatica dos

mesmos e macerados com uma “seta de plastico”.

As técnicas moleculares, baseadas fundamentalmente em PCR (Polymerase Chain
Reaction) requerem o isolamento de DNA gendémico, com o maior grau de pureza
possivel. As técnicas de extracdo devem evitar a degradagdo do DNA pelas DNases
(pH7), eliminar polissacarideos, ou outros compostos secundarios que possam danificar
o DNA (54).

Estdo descritos varios métodos de extracdo de DNA, com protocolos que permitem a
obtenc¢do de um DNA puro e intacto (55,56). Neste estudo foi usado o protocolo CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide), frequentemente utilizado na extracdo de DNA em
tecidos vegetais (57). A extragdo de DNA nas células vegetais ¢ mais dificil do que na
maioria das células animais, pelo fato de possuirem parede celular (com componentes
como, celulose, peptidoglicanos e quitina). Em neméatodes a presenga de colagénio na
rigida cuticula externa (58) pode dificultar a extragdo de DNA, pelo que se optou pela
utilizagdo de um método mais eficiente, para estruturas de maior rigidez.

O CTAB (pH8) ¢ um detergente catiénico que solubiliza as membranas celulares (e
também as paredes celulares vegetais), formando um complexo com o DNA que facilita
a sua precipitagdo diferencial. E utilizada também neste método de extragdo, a proteinase
K cuja fungdo consiste na separacdo do DNA das proteinas da cromatina. Para a separacdo
entre 4cidos nucleicos e proteinas usa-se o cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) que, ao

desnaturar as proteinas, torna-as insoliiveis em fase aquosa (onde se encontram os acidos
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nucleicos). Por ultimo, o etanol a 70%, por desidratacdo do DNA, promove a sua
precipitagdo. O TrisEDTA dissolve o precipitado para leitura por espectofotometria.

Ap6s os processos fisico de fracionamento dos parasitas adultos procedeu-se a extragao:

1) A cada tubo eppendorf, adicionou-se 600 ul de tampao CTAB.

2) Adicionou-se 10 pul de proteinase K.

3) Homogeneizou-se (Vortex).

4) Incubou-se a amostra no termomixer a 70°C, com agitacao permanente por 2h.
5) Congelou-se a amostra por 24h.

6) Adicionou-se 600 pl de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), apds
descongelamento ao ar.

7) Agitou-se 2 minutos no Vortex.

8) Centrifugou-se12000 r.p.m. 5" e retirou-se sobrenadante para novos tubos.

9) Adicionou-se 200 pl de etanol absoluto gelado (precipitacdo da amostra).

10) Congelou-se 2-24h.

11) Centrifugou-se durante 20 minutos a 1300 rpm.

12) Descartou-se sobrenadante.

13) Lavou-se o pellet com 500 pul de etanol gelado 70%.

14) Centrifugou-se durante 10 minutos a 1300 r.p.m.

15) Retirou-se e rejeitou-se o sobrenadante.

16) Incubou-se na estufa a 55°C durante pelo menos 10 minutos (até secar
completamente).

17) Adicionou-se 50 pl de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.4).

18) Congelaram-se as amostras.

3.4 Quantificacio de DNA — Concentragio e grau de pureza

As amostras de DNA extraidas no laboratério do INIAV foram avaliadas quanto a sua
concentragdo e ao seu grau pureza por meio da analise da densidade optica (DO) através
da técnica da espectrofotometria. Os 4cidos nucleicos absorvem luz no comprimento de
onda 260nm; a quantidade de luz absorvida permite-nos quantificar o DNA. As proteinas

absorvem luz no comprimento de onda 280nm, assim a relagdo entre A260/A280 permite-
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nos avaliar a qualidade do DNA das amostras (valores inferiores a 1,8 indicam
contaminacao).

Diluiu-se, na dilui¢do de 1:50, 10 uL de cada amostra de DNA com 490 puL de agua ultra
pura.

As leituras realizadas no espetrofotometro (Nanodrop 2000), no comprimento de onda
260nm e 280nm contam da tabela 4, em anexo.

A relagdo: 1 DO260 = 50 ug de DNA (o valor de absorvancia 1 no comprimento de onda
260 corresponde a 50 pg/ml de DNA de dupla hélice) ¢ usada para estimar a concentragao

de DNA em cada amostra, utilizando o calculo seguinte:

Concentragdo de DNA = leitura da DO260 x 50 pg x fator de dilui¢ao

usado na leitura.

3.5 PCR amplificacio de DNA

A Polymerase Chain Reaction (PCR) tem como fundamento a multiplicagdo de pequenos
fragmentos de DNA, permitindo a obtencdo de milhdes de copias semelhantes, para a
realizagdo de analises genéticas e moleculares.

Para a sua realizagdo sdo necessarios: a amostra de DNA (que contém o segmento a
amplificar); nucledtidos (para a sintese de novas cadeias de DNA); a enzima DNA
polimerase (catalisadora da reagdo); o magnésio (co-fator da reagdo) e os primers,
pequenas sequéncias de nucledtidos, conhecidas e complementares a regido alvo de DNA.
A reacdo resulta de combinagdes de temperatura e tempo adequadas, existindo trés fases
distintas no processo: desnaturagdo, anelamento e extensao.

Na primeira fase (desnaturagdo) por acao do calor, a cadeia dupla de DNA separa-se em
duas cadeias simples, a 94°C / 95°C. Esta fase possibilita a ligacao dos primers a regido
complementar a sua sequéncia, na amostra de DNA.

Na fase de anelamento a temperatura ¢ reduzida (sendo especifica para cada par de
primers), dependendo principalmente do tamanho do primer e da sequéncia de

nucledtidos. Esta temperatura deve ser previamente determinada.
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Em seguida, na fase de extensdo, com um aumento da temperatura (para cerca de 72°C)
a Taq polymerase, uma enzima, sintetiza duas novas fitas de DNA, usando a fita original
como modelo. Isto resulta na duplicacdo do DNA original.

Todo o processo ¢ repetido cerca de 40 vezes possibilitando a obten¢do das vérias copias

de DNA necessdrias as andlises respetivas (59,60).

No presente trabalho, todas as amostras foram submetidas a técnica de PCR. As regides
relevantes para o estudo filogenético do rtDNA e do mDNA anteriormente descritas,
foram amplificadas.

Assim, foram desenhados os seguintes primers de acordo com as respetivas referéncias
ITS2, nad, coxl, coi, 18S, B tubulina (coddao ASC 167,198,200) identificados com as
letras A a H para amplificacdo do DNA (59,60). Sucessivas amplificagdes foram
realizadas para otimizagdo das temperaturas de reacdo, na fase de anelamento (de acordo
com a tabela 1).

As reacdes foram realizadas num volume total de 25 ul num mix com a seguinte
composi¢do: 11,75 ul de dgua pura; Sul de tampao 200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM
KClI; 2 ul de Mg 2*; 3ul de ANTP(ACGT); lul de T5" (PRIMER); 1ul T3’ (PRIMER); 0,25
ul Taq; 1ul de DNA a analisar. Para cada primer foi preparado um mix diferente. Foram
realizados 30 ciclos com o termociclador T gradient, Biometra, com as seguintes
condigoes:

- 95 °C durante 5 min; 94 °C durante 30 s, seguidos de 51 °C durante 30 s (temperatura
variavel consoante o primer utilizado), por fim 72 °C durante 30 s e finalmente 72 °C
durante 5 min.

Para cada amplificacdo foram incluidas amostras sem DNA (controlos negativos) para
detetar possiveis contaminagoes.

Ap0s a primeira tentativa da utilizagdo da temperatura de 51°C para todos os primers a
selecdo das temperaturas de anelamento, baseou-se na média das temperaturas
recomendadas pelo fabricante para cada primer (front e reverse). Assim foram utilizadas
as seguintes temperaturas (por ordem cronoldgica de realiza¢do) descritas na tabela que

SC seguc:
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primers Temperaturas  experimentadas | Temperaturas | Temperaturas
(°C) médias(°C) finais(°C)
ITS gato 51;59;55;49 47,30 51
ITS cao 51;56;50;59 55,42 59
nad 51;49;56;55 50,63 55
coxl 51;45;49;56;55 45,42 55
coi 51;49;56 46,36 49
18S 51;53;54;55;49;56;59 57,28 59
3 Tubulina 51:;55;58;59:;49;54;56;53 61,87 59
codao ASC 167 51;54;59 54,93 59
coddo ASC 198 51;54;59 56,64 59
coddo ASC 200 51;54;59 55,91 59

Tabela 1 — Otimizacdo das temperaturas na fase de anneling no processo de PCR.

3.6 Electroforese em Gel de Agarose— analise da amplificacio

Utilizou-se a electroforese em gel de agarose para separagdo e identificacdo dos
fragmentos do DNA.

Pela passagem da corrente eléctrica através do gel de agarose, que contém as moléculas
de DNA (de carga eléctrica negativa e diferente peso molecular), ocorre a separagdo das
mesmas. Os acidos nucléicos, por possuirem carga total negativa (devido ao grupo
fosfato), migram sempre em dire¢@o ao polo positivo sendo que os fragmentos com menor
peso molecular, deslocam-se mais rapidamente, permitindo a sua separagdo e
subsequente identificacao.

Procedimento

1) Preparou-se a tina (suporte do gel) de acordo com o numero de amostras de DNA a
analisar (nimero de pogos igual a nimero de amostras +1).

2) Pesaram-se 4 g de Agarose numa balancga digital.

3) Mediram-se 200ml de tampdo tris—borato—-EDTA 1 X (TBE1x) numa proveta e
transferiu-se para um baldo de Erlenmayer

4) Aqueceu-se 3 minutos no micro-ondas (até ficar translicido).
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5) Adicionaram-se 8 ul de Cybergreen ou green safe premiun (que emitem fluorescéncia
quando ligado ao DNA) e agitou-se.

6) Depositou-se na tina e aguardou-se 30 minutos até que o gel solidificasse.

7) Transferiu-se para a cdmara.

8) Encheu-se a cdmara com tampao TBE 1x até cobrir o gel por completo e iniciou-se o
enchimento dos pocos com as diferentes amostras (o primeiro poco foi cheio com um
marcador Ladder que consiste num padrdo de referéncia que contém fragmentos
conhecidos de DNA e que permite a comparagcdo com a amostra).

9) Colocaram-se as amostras da esquerda para a direita para a correta identificagdo das
mesmas aquando da leitura adicionam-se a cada uma 8 pl de marcador Loading que
confere peso e cor.

10) Foi aplicada uma corrente de 120V durante 30 minutos.

11) Procedeu-se a leitura.

3.7 Purificacdo das amostras

A purificagdo das amostras consiste na remoc¢do de contaminantes como lipidos,
proteinas, hidratos de carbono, oligoelementos e RNA (61).

No presente estudo utilizou-se 0 QTAGEN® PCR Purification Kit. Este Kit comercial,
permite a passagem da amostra por uma coluna de purificagdo (carregada positivamente),
onde o DNA fica retido pela atragdo da sua carga negativa. A eluicdo do DNA retido ¢
conseguida através de um tampao EB (10mM Tris CL,pH 8.5) e a amostra ¢ transferida
para um tubo, sendo assim desprezados os contaminantes existentes.

Este protocolo permite a purificacdo de 10 pg de produtos de PCR (com tamanho de 100
bp a 10Kb). Ao tampao PE deve ser adicionado etanol (90-100%). Ao tampao PB deve
ser adicionado um indicador de pH (1:250).

Procedimento

1) Identificaram 2 tubos eppendorf de 1,5ml por cada amostra.

2) Marcaram-se as respetivas colunas.
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3) Adicionou-se 80 pl de tampao PB a 16 ul de cada amostra.

4) Transferiram-se as amostras para os tubos contendo as colunas de purificagdo.

5) Centrifugou-se a 13000 r.p.m., 2 minutos a temperatura ambiente.

6) Adicionou-se 750 pl de Tampao PE e centrifugou-se novamente (13000 r.p.m. a
temperatura ambiente).

7) Descartou-se o liquido que passou através do filtro e que encontrava na parte de
baixo do tubo.

8) Centrifugou-se a 13000 r.p.m., 2 minutos a temperatura ambiente.

9) Descartou-se novamente o residuo e o respetivo tubo da coluna.

10) Em novos eppendorfs ja identificados (passol), foram colocadas as colunas de
purificacdo e foi adicionado 50 pul de tampao EB para eluicdo do DNA.

11) Centrifugou-se a 13000 r.p.m., 2 minutos a temperatura ambiente.

12) Obteve-se a amostra de DNA purificada.

3.8 Eletroforese

O processo foi repetido, como descrito anteriormente para analise das amostras apos

purificagao.

3.9 Sequenciacgio

Apoés a realizagdo dos procedimentos supra descritos, procedeu-se ao envio para
sequenciacdo de 25 amostras, no Instituto de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa. As
amostras foram selecionadas com base em critérios de valor analitico e relevancia para o
assunto em estudo.

Apoés a extracdo de DNA, quantificacdo, purificagdo e amplificagdo do mesmo, com
resultados considerados aceitaveis, comprovados pela electroforese em gel de agarose,
foram sequenciados os genes/regido genomica ITS2 gato, ITS2 cdo, 18S, e B Tubulina
(codao ASC 167,198,200) provenientes de seis amostras de gatos e duas de cdes pelo

laboratorio Stab Vida - Sequencia¢do automatica.
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3.10 Repeti¢do de procedimentos
Foram repetidos todos procedimentos acima descritos para novas amostras apos a

impossibilidade de sequenciagdo das amostras anteriores (catorze amostras de 9 animais

diferentes, 5 gatos e 4 caes, foram submetidas a novos PCRs)
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4. Resultados

43



4.Resultados e discussao

4.1 — Amostras obtidas de caes e gatos

Foram obtidas noventa e seis amostras (numeradas de / a 96 - parasitas adultos e ovos),
que no total, correspondiam a dezanove animais (quinze gatos e quatro cdes, numerados
de 7 al9).

Das noventa e seis amostras, 91 correspondiam a parasitas adultos e cinco a ovos do
parasita.

Apenas uma amostra foi proveniente do vomito de um animal (gato ndo desparasitado),
sendo as restantes noventa e cinco provenientes de fezes.

Relativamente a desparasitacao: dez formas parasitarias foram obtidas, antes da toma de
qualquer desparasitante (nove parasitas adultos e uma amostra de ovos); em 80 amostras
houve desparasitacdo anterior as colheitas e em seis amostras nao foi possivel determinar
se existia ou ndo desparasita¢do prévia.

Das 80 amostras pertencentes a animais desparasitados, sessenta e cinco correspondem a
parasitas libertados nas fezes de cdes e gatos apds a toma de Pamoato de Pirantel na dose
de 10mg/kg para ambas as espécies (de acordo com “Veterinary Drugs”, Bsava 2021),
sendo sessenta e uma amostras de adultos e quatro amostras de ovos. Dez amostras de
parasitas adultos foram provenientes de um animal desparasitado com febendazol e cinco
de um animal tratado com uma associagao de febendazol e milbecina (tabela 3 em anexo)
Foi realizada uma primeira identificagdo/selecdo parasitaria, pelas caracteristicas
fenotipicas, Hospedeiros Definitivos e também através da observagdo microscopica dos

OoVvos.

4.3 — Caraterizagao filogenética

O conhecimento do Hospedeiro Definitivo permite uma maior sensibilidade na
identificacdo da espécie, pela “especificidade de hospedeiro” existente, no que diz
respeito a Toxocara spp. A baixa prevaléncia dos géneros Toxascaris ou mesmo de

Lagochilascaris (ndo descrita sequer em Portugal) diminuem muito a probabilidade de
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serem encontrados nestas amostras (14). No entanto a especificidade da identificagdo s6

foi possivel apds andlise molecular.

Todas as 96 amostras foram amplificadas pela técnica PCR. Destas, 25, foram
selecionadas para sequenciacdo, ndo sendo, no entanto possivel a sua realizacdo pela
complexidade dos primers. Posteriormente repetiu-se a sequenciagdo para 14 amostras,
correspondentes a 9 animais e por condicionantes varias, inerentes ao proprio trabalho
experimental sequenciaram-se 6 amostras (2,4,62,45,35,51), 3 com 3 genes/subunidades
de genes completos (amostras 2, 4 e 51).

Para a anélise filogenética, procurou-se identificar pelo menos um dos genes (ITS, NAD,
COX1/COI, 18S) nas formas parasitarias recolhidas, de cada um dos Hospedeiros
Definitivos.

A sequenciacdo genética dos genes NAD, COX I/COI permitiu-nos concluir que o DNA
proveniente das amostras numeros: 2 (ovos), 62 (adulto), 35 (adulto) e 45 (adulto)

corresponde a Toxocara cati de acordo com as respetivas arvores genéticas.

A arvore genética seguinte corresponde a amostra nimero 2, gene NAD (representada na

figura como amostra 1c).

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more

BLAST RID XNMKCBWO1 Query ID Icl|Query_37975 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Neighbor Joining v 0.05 v Sequence Title (if avail: v

Mouse over an intemnal node for a subtree or alignment, C ree lab ock sequernt - Hide legend

Find all - +

it 1 (COX1) gene. partial ¢
X1

X1

Success Nodes 95(0 selected )

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine

Fig 8 -Arvore genética amostra 2, gene NAD
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Novamente a amostra nimero 2, mas agora relativamente ao gene COX, representada

na arvore genética subsequente como 1 gene D, ¢ também evidenciada a sua

proximidade a 7.cati.

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more..

Reset Tree
BLAST RID (XSAC0ZGO013 Query ID Icl|Query_37371 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.05 v Sequence Title (if availi v
Mouse over an internal node for & subtree or alighment. Click on tree label to select sequence to download Hide legend
Find: an| - +
> Toxocara cati isolate Teat INad NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene. partial cds: mitochondrial
Q@ ? Toxocara cati isolate Tcat 17 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
i Toxocara cati isolate Tcat 34 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
Toxocara cati isolate Tcat28 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
& —#Toxocara cati isolate Tcat 15 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
¢ Toxocara cati isolate Teat 13 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene. partial cds; mitochondrial
—* Toxocara cati isolate Tcat23 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
9 S “ Toxocara cati isolate Tcat ] NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
“ Toxocara cati isolate Tcat25 NADH dehydrogenase subunit | (nad 1) gene, partial cds: mutochondrial
° [ “Toxocara cati isolate Tcat29 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene. partial cds: mitochondrial
2 2 Toxocara cati isolate Teat 11 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
¥ Toxocara cati isolate Tcat3nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial cds; mitochondrial
° 4 * Toxocura cati isolate Teat 10 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitoc!
l§ " Toxocan cati isolate Tcat 19 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad 1) gene
1 % Toxocara cati mitochondrial partial nadhl gene for NADH dehydrogenase
* Toxocara cati isolate Tcat3 NADH dehydrogenase subunit | (nadl) gene. partial cds: mitochondrial
“ Toxocara cati isolate Tcat4 NADH dehydrogenase subunit | (nadl) gene. partial cdss mitochondrial
*Toxocara cati isolate Tcat20 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
= F 4 Toxocara cati isolate Tcat2nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NADI) gene, partial cds: mitochondrial
3 “Toxocara cati isolate Tcats NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
r > Toxocara cati mitochondrial partial nadh
Ti *Toxocara cati strain AlexEgy NADH dehydrogenase subunit | (nd1) gene. partial ods: mitochondrial
° “Toxocara cati complete mitochondrial genome
s $ * Toxocara cati isolate Tcat27 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochor
3 Toxocara cati isolate Tcat14 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochot
> 2 amostralgeneD
8 § Toxocara cati isolate Tcat 18 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochs
s % Toxocara cati isolate Tcat35 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene,
9 *Toxocara cati NADH dehydrogenase subunit | (nadl) gene, partia
* Toxocara cati isolate Tcat2 NADH dehydrogenase subunit | (nad 1) gene. partial cds: mitochondrial
Success Nodes 59(0 selected )
BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine

Fig 9 -Arvore genética amostra 2, gene COX
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Na proxima arvore genética podemos ver a representagdo do gene COI, também da

amostra 2.
Blast Tree View
This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more...
Reset Tree
BLAST RID CXNMKCBWO16 Query ID Icl|Query_37975 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Neighbor Joining v 0.05 v Sequence Title (if avail: v
Mause over an internal node for a subtree or alignment, Click on tree label to select sequence to download Hide legend
| Find: an| - + |
~¥ Toxocara cati isolate CMLI_1 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX1) gene, partial ods: mitoc hondrial
7 Toxocara cati isolate CJA3 | cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX 1) gene, partial cds: mitochondrial
Toxocura cati isolate CJAZ | hmmcnnﬁunuhmll((‘oxl){tnt partial cds: mitochondrial
< 1 Toxocara cati isolate CDE!_3 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene. partial ods: mitochondrial
9 S Toxocara cati isolate ﬂ:l l4 cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene. partial ods: mitochondrial
Toxocara cati isolate Tcat2 cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene, partial eds: mitochondrial
a4 Toxocara cati complete mitochondrial genome
S Toxocara cati isolate Tcat24 cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene. partial ads: mitochondrial
[ damostralc
[ % Toxocara cati isolate Tcat26 cytochrome oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial cds; mitochondrial
—_— Tl ¥ Toxocara cati isolate Tcu28 cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene, partial ods: mitochondrial
L - jToum cati isolate ERUT cat3 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX 1) gene, partial cds: mitochondrial
) ¥ Toxocara cati isolate ERUT cat 30 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene, partial cds;
¥ Toxocara cati isolate CDEI 2 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene. partial cds: mitochondrial
[ 2 Toxocan cati isolate Tcat3 cytochrome oxidase subunit | (cox1) gene, p
*’3Toxa=n cati isolate Tcat32 cytochrome oxidase subunit 1 (cox1) gene, partial ods; mitochond:
? Toxocara cati isolate ERUTcat 12 cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene. partial cds;
9 “ Toxocara cati isolate Teat 10 cytochrome oxidase subunit 1 (cox 1) gene, partial cds: mito
] T “Toxocara cati isolate CDK6_1 cytochrome ¢ oxidase
1 Toxocara cati isolate CRU2_I cytochrome ¢ oxidase subunit I (COXI) ge
T | nematodes | 2 leaves
9 ? 3 Toxocara cati isolate CDK9_I cytochrome ¢ oxi
| Toxocara cati isolate CDK 7”1 cytochrome ¢ oxi
Tom:-a cati isolate CDKS_ 1 cytochrome ¢ oxi
L9 <ml-a.k: |2 leaves
nematodes H leaves
cati isolate CDKS 1 ¢y
rToxocm cati nolat:(‘lwl l cyio:hmwc ¢ oxidase uﬁuml 1 1(‘0Xn3¢
Toxocara cati isolate CRU3 _2 cytochrome ¢
\i‘,— Toxocara cati isolate CRU3” 1 cytochrome ¢
Hmoﬂu |4 leaves
' 2 Toxocara cati isolate Tcat2 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX1) ge
@ " Toxocara cati isolate Tcat 13 cytochrome oxi
b ‘3 “Toxocara cati isolate Tcat5 cytochrome oxid
““ll nematodes | 4 leaves
nematodes |2 leaves
Success Nodes 95(0 selected )
PLAST is a regi di rk of the i Library of Medicil |

Fig 10 -Arvore genética amostra 2, gene COI
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Passando para a amostra 62, na arvore adjacente, observa-se também a proximidade a

T.cati aquando da andlise do gene COX (na arvore identificada como amostra 3 gene D)

Blast Tree View
This tree was produced wsing BLAST pairwise alignments. mace..
Rused Tree
BLASY RID CxSf0wa1016 Query ID 1¢)|Query 32155 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 00s v Sequence Title (¢ avaik v
Moute ower an intormal node for 8 MBEoe or alignment. Cick 0n tree bel 50 BEOCE SOQUEncE 50 Gownicad Mide leggnd
Finc: an| - +

* Tonocars cats molate Tost I Nad NADH debydrogenune sebunt | (NAD) pese, partial ods; mitoc hondrial
¥ Tonocars outs molate Tout 17 NADH dedydroponase subundt | (nndl) pene, partial o, mtochonden )
|® Tonocara cats molate Tt dad NADN debydrogonass subcnt | (NADI) pone, partial s, = o hondeal
* Tonocars cots nolate Tomt M NADH debydropenase sebond | (sl 1) pone, partial cde. st ochondeinl

¥ Tonocas cath imotate Tout 10 NADH dedydroponse subun | (nad ) pene. pamisl o swtochor

': * Tonocars catl inolate Teat 19 NADH debiydropenase schusi | (nadl) pone

.  Tosocara ol misochondnial partial radh| pene for NADH debrydrogonas
@ Touocars oot inclate Teat 1S NADH debydrogonase wobuet | (sad 1) pose, pactial cdi, mitochondnial
. * Tonocara Gl olate Tom 13 NADN debydroponace subend | (nadl) pone, partial cde e ochaondrial
¢ * Touocars catd olate T 11 NADH debydroponass sebent | (nad1) gone, partial cde miochondrial
* Tonocars cots nolate Tom 28 NADH debydrogenuse sobant | (sad 1) pese, pactial cde. mitochondonl

) P Tonocara Gt mokate Tom29 NADH debiydroponase sabsnd | (nadl) pose, partial cde. s ochondral
3 * Tonocars catd olate Teat) NADH debydoogonase wbonit | (sadl) gone, partial cdxc mitochond-al
&7::\-.'4‘1 nodate Yot & NADH debydropenuse subund | (nnd 1) pene, partial cde. st ochondrial
§ Tonoara cati imotase Teat | NADH debydropenane sobons | (nadl) pone. parsal cd; st oxchondrial
9 *Tonocars cati imolate Tcat2$ NADN debydsoponase subunit | (mad!) pene, partial céx miochondeial
[ * Tonocars cath molate Tcat 20 NADH dedydrogenane subus | (nad]) gene, partial odx mtochondrial
2 “ 37«-.-_- coli molate Tt 2ad NADH debydoopenuse st | (NADE) pone. partind ods. s o boedoul
S Tonocars osth molate Toat S NADH dediydroponane subune | (nadl) pone, parial cde. sstochomdrial
— @ Touocars cati mtochondrial partisl aad
Tosocwes cati solate Tet 23 NADH debrpdropenuse sebust | (nad 1) pene. partal ods, st ochondrial
9 +Tonocan catl strma Adesligy NADI dobydrogenase ssbant | (ad1) pene, partil ods: misochondrial
° * Tonocars cati olate Tat 1S NADH debrydropenane sabenit 1 (nad1) gone. parial cdi; sstochondrial
Y * Vornonars oo 1 complere ok Pawndod pe e
1 $  Tonocars cath otate Tcae27 NADN dedydooponase subunk | (nadl) pone, partial odc mitochandrial
* Tonocara cati molate Toat 14 NADH debydoogonase subust | (nadl) pene, partial ol mitochondral
-
Is'hmu- ot molate Tost2 NADH debrydropenuse sebund | (nad 1) pone. partial cdn. sstochondoial
" * Tonoxars catd NADN debydroponase widnss | (sad1) pene, partal cde: misoctondsial
S Tonocara cati imolate Tat 1§ NADH debydooponase subusit | (aadl) gene, partial cdx. mitochondrial

Nodes SH0 sedected

Fig 11 -Arvore genética amostra 62, gene COX
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Ainda na amostra 62, gene COI, a arvore genética, representado como amostra 3 gene

E.

Reset Tree

BLAST RID

Tree method
Fast Minimum Evolution v

BL Success

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more..

CXVIV )13 Query ID Icl|Query 37639 Database nt
Max Seq Difference Sequence Label
0.1 v Sequence Title (if avail v

. Hide legend

ower an internal nod

subtree or

an - +

Toxocara cati isolate 623711523 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds; mitochondrial
Toxocara cati isolate Pb2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene. partial cds; mitochoadrial
Toxocara cati isolate Pb3 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds: mitochondrial
Toxocara cati isolate 623711524 cytochrom
Toxocara cati isolate Fe2 cytochrome oxida
S amostradgencE

Toxocara cati complete mitochondrial ge

Nodes 13(0 selected )

Fig 12 -Arvore genética amostra 62, gene COI
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Passando para a amostra 35 gene COI, na a arvore genética como amostra 5 gene D.

Blast Tree View
This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more,.,

Reset Tree
BLAST RID CXSSUSEY016 Query ID Icl|Query_58109 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.05 v Sequence Title (if avail: v
Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select s2quence to download Hide legend
I | Find: al - + | |
T % Toxocara cati isolate Teat INad NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial ods; mitochondrial
? 1 Toxocara cati isolate Teat 17 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
3 “Toxocara cati isolate Tcat34 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene, partial cds; mitochondrial
& Toxocara cati isolate Tcat28 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene, partial cds: mitochondrial
¢ “Toxocara cati isolate Tcat 15 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
4  Toxocara cati isolate Tcat 13 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondral
? Toxocara cati isolate Tcat23 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondral
b $ “ Toxocara cati isolate Tcat | NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mtochondrial
< ““Toxocara cati isolate Tcat25 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad 1) gene, partial cds: mitochondrial
9 :)Tmun;aﬂ cati isolate Tcat2nd NADH dehydrogenase subunit | (NAD1) gene, parntial eds: mitochondrial
9 “Toxocara cati isolate TcatS NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
Toxocara cati isolate Tcat20 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
& *Toxocara cati strain AlexEgy NADH dehydrogenase subunit 1 (nd1) gene, partial ods: mitochondrial
—e [t *Toxocara cati mitochondrial partial nadh
_Toxocara cati isolate Tcat2 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
3 9 Toxocara cati NADH dehydrogenase subunit
r $ “ Toxocara cati isolate Tcat27 NADH dehydrogenase subunit | (nadl) gene, partial cds: mitochondria
“’ J [ ’ “ Toxocara cati isolate Tcat 14 NADH dehydrogenase subunit | (nad 1) gene, partial cds; mitochondris
?Toxocara cati complete mitochondrial genome
T sTomun cati isolate Tcat 18 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
* Toxocara cati isolate Tcat 35 NADH dehydrogenase subunit | (nad 1) gene, partial cds
T “ Toxocara cati isolate Tcat3 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
e 4 Toxocara cati isolate Tcat29 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
9 Toxocara cati isolate Tcatd NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene, partial cds. mitochondrial
} “ Toxocara cati isolate Tcat 11 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
Toxocara cati isolate Teat 3nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial cds: mitochoodrial
amostraSgeneD
1 7 Toxocara cati isolate Tcat 10 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial eds: mito
@ Toxocara cati isolate Tcat 19 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad 1) ger
Toxocara cati partial nadh! gene for NADH dehydrogena
Success Nodes 59(0 selectec
BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine [

Fig 13 -Arvore genética amostra 35, gene COX

50



O gene COX da amostra 35, amostra 5 gene E.

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more,..

Reset Tree
BLAST RID CXVJB8UJO13 Query ID Icl|Query_4341 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.15 v Sequence Title (if avail: v
Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to downioad Hide legend
| Find: al| - + | | |

Toxocara cati isolate 623711525 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds: mitochondrial
%3 - Toxocara isolate C13 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods: mitochondrial
Toxocara cati isolate C12 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods; mitochondrial

Success

Toxocara cati isolate 623711523 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods; mitochondrial
§'¢ ochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds; mitochondrial
Toxocara cati isolate Pb3 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds; mitochondrial
“» Ascaris suum isolate PUK2_2 mitochondrion, complete genome
5% Ascaris suum isolate PTZ2_3 mitochondrion, complete genome
~ Ascaris lumbricoides cywd\m oxidase subunit 2 (cox-2) gene
¥ Ascaris isolate G17 ete genot
*‘* Ascaris suum complete mitochondrial genome
[l nematodes | 5 leaves
‘t)mm sp. mitochondrion, complete genome
el nematodes | 18 leaves

-l

9

L
|4 leaves
g is isolate M4 ¢ oxidase subunit 2 (Cox:
~ Bayli is procyonis mi ion, complete genome
isolate C1 < oxidase subunit 2 (Cox2)
s is isolate MS < oxidase subunit 2 (Cox:
' 'i’omuxuleomm isolate 623711530 cytochrome oxidase subunit 2 (cc
$ uoHeU‘cyllx‘hmvleonducmhluu 2 (cox2) gen
Tomu:m Ienmnn isolate L12 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gen
oxidase subunit 2 (cox-2) gene, partial cds; mite
$ “Toxocara malaysiensis complete mi ial genome
Toxocara vi partial genome

¥ Toxocara canis mitochondrion, complete genome
~ Toxocara canis mitochondrion, partial genome
L | Toxocara canis isolate 623711522 cytochrome oxidase subunit 2 (c0x2) gene, partial cds; mitoct
" Toxocara canis isolate Vv2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) nne. partial ods; mitochondria
‘Toxocara canis isolate 623711522 cytochrome ¢ oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds; mitoch
L ‘Toxocara canis isolate Al3 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods: mitochondrial
I “Toxocara canis isolate Al2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds: mitochondrial

QTomurl canis mitochondrial DNA, complete Flmlt
—4 Toxocara canis cytochrome oxidase subunit 2 (cox-2) gene, partial eds; mitochondrial gene for
9 Toxocara canis mitochondrial genome, complete sequence
 Toxocara cati isolate 623711524 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods; mitochondrial
Toxocara cati isolate Fe2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds: mitochondrial

$

> Toxocara cati complete mitochondrial genome

Nodes 125(0 select

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine |

Fig 14 -Arvore genética amostra 35, gene COI
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Na amostra 45, gene COX (na arvore respetiva como amostra 4 gene D) também

voltamos a observar a maior proximidade a 7. cati.

Blast Tree View

Reset Tree

Fast Minimum Evolution v 0.05

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more...

BLAST RID CXSHUP8J013 Query ID Icl|Query 48979 Database nt

Tree method Max Seq Difference Sequence Label

v Sequence Title (if avail: v

Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to download Hide I

Find: all

- + |

*Toxocara cati isolate Tcat INad NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial eds: mitochondrial
# Toxocara cati isolate Tcat3nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial cds: mitochondrial
Toxocara cati isolate Tcat4 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
»Toxocara cati isolate Tcat29 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
& *Toxocara cati isolate Tcat3 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial

Success

© Toxocara cati isolate Tcat 17 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
- Toxocara cati isolate Tcat] NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partil eds: mitochondrial
d * Toxocara cati isolate Tcat25 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
“ Toxocara cati isolate Tcat23 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
| *Toxocara cati mitochondrial partial nadh
r > Toxocara cati strain AlexEgy NADH dehydrogenase subunit 1 (nd1) gene. partial ods: mitochondrial
r o Toxocara cati complete mitochondrial genome
Lo 4 4 C >Toxocara cati isolate Tcat27 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
? I s »Toxocara cati isolate Tcat 14 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, parial cds; mitochondrial
‘T Toxocara cati isolate Tcat2 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
ﬁJTumxa cati isolate Tcat 18 NADH dehydrogenase subunit | (nad 1) gene, partial cds: mitochondrial
* ~4Toxocara cati NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial ods; mitochondrial
—“Toxocara cati isolate Tcat35 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
2 Toxocara cati isolate Tcat2nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial cds; mitochondrial
L € *Toxocara cati isolate Tcat5 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
* Toxocara cati isolate Tcat20 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
*Toxocara cati isolate Tcat 11 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
9 * Toxocara cati isolate Tcat 13 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
9> ? Toxocara cati isolate Tcat28 NADH dehydrogenase subunit 1 (nadl) gene. partial cds: mitochondrial
9> Toxocara cati isolate Tcat 15 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
9 Toxocara cati isolate Tcat34 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
VamostradgeneD
b4 ? Toxocara cati isolate Tcat 10 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad 1) gene, partial cds: mitochondr
* Toxocara cati isolate Tcat 19 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, pi

~
~>Toxocara cati mitochondrial partial nadh1 gene for NADH dehydrogenase su

Nodes 59(0 selected

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine |

Fig 15 -Arvore genética amostra 45, gene COX
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E tal como na arvore genética anterior, a proximidade a 7cati ¢ mais uma vez evidente
(amostra 4 gene E).

Blast Tree View

This tree was using BLAST pairwi more..,
Reset Tree
BLAST RID CXVEECPRO13 Query ID Icl|Query 64585 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.1 v Sequence Title (if avail: v
Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to download Hide legend
Find: an| - +

Toxocara cati isolate 623711523 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial ods: mitochondrial

Toxocara cati isolate Pb2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds; mitochondrial

Toxocara cati isolate Pb3 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2) gene, partial cds. mitochondrial

? Toxocara cati isolate 623711524 cytochrom
Toxocara cati isolate Fe2 cytochrome oxida
9
@ amostradpencE
9
Toxocara cati complete mitochondrial ge
Success

Nodes 13(0 selected )

RI AQT ic a ranictarad tradamark af tha Natianal | ihrans af Madicina I

Fig 16 -Arvore genética amostra 45, gene COI
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A sequéncia amplificada da amostra 51 (verme adulto) apresenta uma maior proximidade

de Toxocara canis, para NAD, como observamos na arvore genética seguinte.

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more...

Reset Tree

BLAST RID CXM9V217016 Query ID Icl|Query_57465 Database nt

Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.75 v Sequence Title (if avail: v

Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select s2quence to download Hide legend

Find: al - +

<l nematodes | 17 leaves
<=l nematodes | 2 leaves
% Toxocara canis mitochondrial COI gene for cytochrome oxidase subunit 1, par
s Toxocara canis isolate CL3 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX1) gene, partial ods: mi
o Toxocara canis isolate CL2 cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COX1) gene, partial ods: mi
Toxocara canis isolate CLI cytochrome ¢ oxidase subunit I (COX1) gene, partial ods: mi
Toxocara canis mitochondrial partial COI gene for cytochrome oxidase subunit 1, isolal
»Toxocara canis cytochrome ¢ oxidase I mRNA, partial cds; mitoo
<l nematodes | 3 leaves
ol nematodes | 2 leaves
Toxocara canis isolatle DBRBH1_2 cytochrome ¢
Toxocara canis isolate DRU6_1 cytochrome ¢ oxidase subui
Pl nematodes | 10 leaves
|8 nematodes |6 leaves
> nematodes |4 leaves
-9 f Toxocara canis isolate DRU3_2 cytochrome ¢ oxi
Toxocara canis isolate DBRU17_1 cytochrome ¢
“ nematodes | 3 leaves
Toxocara canis iso
] nematodes | 20 leaves
<« nematodes |2 leaves
3 «ll] nematodes | 16 leaves
*Toxocara canis mitochondrial partial COI gene for

T.can] cytochrome oxidase subunit 1 (cox1) g

“amostrabe
9o s Toxocara canis isolale DDK4_8 cytochrome ¢ oxidase subuni
Toxocara canis isolate DDK4_6 cytochrome ¢ oxidase subun
Toxocara canis isolate DDK4_S cytochrome ¢ oxidase subuni

Success Nodes 201(0 selected )
BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine ‘

Fig 17 -Arvore genética amostra 51, gene NAD
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A sequenciacdo da amostra 51 coloca-a mais proxima de Toxocara cati para COX I

(amostra 6 gene D).

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more..,
Reset Tree
BLAST RID CXSXGT18016 Query ID Icl|Query_8397 Database nt
Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.05 v Sequence Title (if availi v
Mause over an internal nade for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to download Hide legend
’ | Find: | an| - + |
“ Toxocara cati isolate Tcat INad NADH dehydrogenase subunit | (NAD1) gene, partial ods; mitochondrial
L4 7 Toxocara cati isolate Tcat 17 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
“Toxocara cati isolate Tcat34 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
I “Toxocara cati isolate Tcat28 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
P ) *Toxocara cati isolate Tcat 15 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene,
q‘ Toxocara cati isolate Tcat 13 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, ls. mitochondrial
A 2 Toxocara cati isolate Tcat23 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
T 5 * Toxocara cati isolate Teat | NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial eds: mitochondrial
@ ““Toxocara cati isolate Tcat25 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial c¢ds; mitochondrial
9 2 Toxocun cati isolate Tcat2nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial ods: mitochondrial
| > ““Toxocara cati isolate Tcats NADH dehydrogenase subunit 1 (nad 1) gene, partial cds; mitochondrial
‘ 2 Toxocara cati isolate Tcat20 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
| 3 | >Toxocara cati strain AlexEgy NADH dehydrogenase subunit 1 (nd1) gene, partial cds: mitochondrial
Y *Toxocara cati mitochondrial partial nadh
2 Toxocara cati isolate Tcat2 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
LR S * “Toxocara cati NADH dehydrogenase subunit
T y = Toxocara cati isolate Tcat27 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondri
3 ’ I - Toxocara cati isolate Tcat 14 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondriz
= »Toxocara cati complete mitochondrial genome
r JTmmara cati isolate Tcat 18 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
7 Toxocara cati isolate Tcat35 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds:
r * Toxocara cati isolate Tcat3 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds; mitochondrial
s, * Toxocara cati isolate Tcat29 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
"Toxocara cati isolate Teat4 NADH dehydrogenase subunit | (nad1) gene. partial cds: mitochondrial
“Toxocara cati isolate Tcat 11 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial cds: mitochondrial
OToxocara cati isolate Tcat3nd NADH dehydrogenase subunit 1 (NAD1) gene, partial cds: mitochondrial
DamostrabgeneD
9 7 Toxocara cati isolate Tcat 10 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) gene, partial ¢ds; mito
5 2 Toxocara cati isolate Tcat 19 NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1) ger
2 *Toxocara cati mitochondrial partial nadh 1 gene for NADH dehydrogena
Success Nodes 59(0 selectec
BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine

Fig 18 -Arvore genética amostra 51, gene COX
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Nesta arvore também observamos a maior proximidade para 7.canis (amostra 6 gene E)

na amostra 51, gene COL

Blast Tree View

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more,,,
eset Tree

BLAST RID DOT9SAVMO16 Query ID Icl|Query 50669 Database nt

Tree method Max Seq Difference Sequence Label
Fast Minimum Evolution v 0.1 v Sequence Title (if avail: v
Mouse over an internal node for a subtree or alignment. Click on tree label to select sequence to download Hide legend

Find: an - +

Toxocara malaysiensis complete mitochondrial genome

Toxocara vitulorum mitochondrion, partial genome
e Toxocara canis mitochondrion, complete genome
Toxocara canis mitochondrial genome, complete sequence
Toxocara canis mitochondrial DNA, complete genome
Toxocara canis cytochrome oxidase subunit 2 (cox-2) gene
# amostrabgencE
Toxocara canis mitochondrion, partial genome
Toxocara canis isolate 623711522 cytochrome oxidase subur
,  Toxocara canis isolate Vw2 cylochrome oxidase subunit 2 (e
) Toxocara canis isolate 623711522 cytochrome ¢ oxidase subunit

|

J Toxocara canis isolate Al cytochrome oxidase subunit 2 (cox2)

Toxocara canis isolate Al2 cytochrome oxidase subunit 2 (cox2)
Success Nodes 25(0 selected )

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine

Fig 19 -Arvore genética amostra 51, gene COI
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Existe alguma controvérsia na literatura existente no que diz respeito a infe¢do por
Toxocara spp. em humanos. Alguns autores consideram que a maioria dos casos sio da
responsabilidade de Toxocara canis (62) enquanto que outros acreditam que a prevaléncia
de Toxocara cati é subestimada, uma vez que os gatos t€ém acesso mais facilitado a zonas
onde existe maior contato com criangas € por isso, t€ém maior responsabilidade nos casos
de larva migrante visceral (63).

Existe também a possibilidade de diferentes animais selvagens, quer canideos (como o
caso da raposa, do chacal e do lobo) quer felideos (como o lince) estarem na origem da
infecdo, como Hospedeiros definitivos de Toxocara canis e Toxocara cati (48). A infecio
patente nestes animais, associada a completa auséncia de tratamento, poderd ser
determinante na existéncia de de ovos de Toxocara spp. no ambiente. Analises
filogenéticas serdo determinantes para clarificar o papel destes carnivoros na
contamina¢cdo de ambientes urbanos, através do seu movimento pelas fronteiras das
cidades e o seu potencial para infetar gatos e caes de rua.

Estudos epidemiolédgicos auxiliados pela biologia molecular sdo necessarios para

esclarecer esta davida.

Numa mostra de ovos foi identificada uma infecdo mista (Toxocara cati e

Aerulostrogylus sp.).

Alteracgdes na sequenciacio

As tabelas 5, 6 ¢ 7 mostram a percentagem de identidade dos genes das amostras

analisadas, permitindo-nos encontrar as semelhancas vs diferengas entre as respetivas

bases.
Gene NAD
Amostra Amostra 4 Amostra 2 Amostra51
Amostra 4 83.52 86.07
Amostra 2 83.52 87.33
Amostra 51 86.07 87.33

Tabela 5 Identidade do gene nad para as amostras 4,2 ¢ 51
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Gene subunidade COX

N°Amostra 4 2 62 45 35 51
4 97.30 99.16 98.33 98.38 98.37
2 97.30 100.00 99.16 97.30 97.29
62 99.16 100.00 99.17 99.16 99.16
45 98.33 99.16 99.17 100.00 100.00
35 98.37 97.29 99.16 100.00 100.00
51 98.37 97.29 99.16 100.00 100.00

Tabela 6 Identidade do gene/subunidade COX para as amostras 4, 2, 62, 45,35 ¢ 51

Gene subunidade COI

N°Amostra 4 35 45 2 62 51
4 100 98.87 98.39 97.16 90.48
35 100.00 98.87 98.39 98.39 90.48
45 98.87 98.87 98.57 96.84 89.52
2 98.39 98.39 98.57 98.42 89.52
62 98.39 98.39 96.84 98.42 88.89
51 90.48 90.48 89.52 89.52 88.89

Tabela 7 Identidade do gene COX/subunidade para as amostras 4,35,45,2,62 ¢ 51

Relativamente as amostras em questdo, a diversidade mais notoria encontra-se no gene
NAD, onde a percentagem de identidade entre os genes ndo ultrapassa os 87.33%,
encontrando -se este valor maximo de identidade por comparagdo entre a amostra 2 ¢ a
amostra 51. A diferenca chega ao valor de 16,48% entre as amostras 2 e 4.

Quando comparamos a subunidade COX entre as amostras podemos observar
percentagens maiores de identidade. Neste caso, as amostras 2 e 62 sdo idénticas entre si,
bem como as amostras 35, 45 e 51, no que diz respeito a subunidade COXI1, o que
significa que ndo sofreram quaisquer mutagdes.

Ja a subunidade COI ¢ semelhante (100%) nas amostras 4 ¢ 35.
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A figura 20 mostra as mutag¢des na sequéncia do gene NAD, relativamente as amostras

analisadas:

13/07/22, 16:02

amostra2c
amostralc
amostraéc
0OM867298.1

amostra2c
amostralc
amostrabc
OMB867298.1

amostra2c
amostralc
amostraéc
0M867298.1

amostra2c
amostralc
amostraéec
0M867298.1

amostra2c
amostralc
amostraéc
OM867298.1

amostrac
amostralc
amostraé6¢
0OM867298.1

amostrac
amostralc
amostraé6e
0OM867298.1

amostra2c
amostralc
amostraéc
0MB867298.1
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

==TTTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATGTATTGATTTTACCTGCTTTTGGTATTGTTAGT
==TTTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATATTTTGATTTTACCTGCCTTTGGTATTATTAGT
TTTTTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATATTCTTATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGG
---TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTATATTCTTATTTTACCTGCTTTTGGTATTATTAGG

AR RRER R R R R AR R Rk ke % X EEEREEERREE R ERREE Rk

CAGTCTACTTTGTATTTGACGGGGAAGAAGGAAGTTTTTGGTTATTTAGGGATAGTTTAT
CAAAGTAGTTTATATTTAACTGGTAAGAAGGAGGTTTTTGGTTCTTTGGGTATGGTCTAT
CAAAGTAGTTTGTATTTGACTGGTAAAAAGGAGGTTTTTGGTTCTTTGGGCATGGTCTAT
CAAAGTAGTTTGTATTTAACTGGTAAAAAGGAGGTTTTTGGTTCTTTGGGTATGGTCTAC

** *E KEE KEXEE KE Kk Fk FEEXE FAXTXEEFEE XXX EFE EF k¥ k¥

GCTATTATAAGTATTGGTTTAATTGGTTGTGTTGTTTGGGCTCATCATATATATACTGTT
GCTATTTTGAGTATTGGTTTGATTGGTTGTGTGGTGTGAGCTCACCACATGTATACTGTT
GCTATTTTAAGTATTGGTCTGATCGGTTGTGTGGTTTGGGCTCATCATATGTATACGGTG
GCTATTTTAAGTATTGGTCTGATTGGTTGTGTGGTTTGGGCCCATCATATGTATACGGTG

EXEKEEE X KXFKEXREE X Kk FEEXREXX XK Xk ¥ XX EF XF EXXEE k¥

GGTATAGATTTGGATTCTCGTGCTTATTTTACGGCGGCTACGATGGTTATTGCTGTGCCA
GGTATAGACTTGGATTCTCGGGCTTATTTTACTGCGGCTACTATGGTTATCGCTGTGCCT
GGCATGGATTTGGATTCTCGTGCTTATTTTACTGCGGCAACGATGGTTATTGCTGTGCCT
GGCATGGATTTGGATTCTCGTGCCTATTTTACTGCGGCAACGATGGTTATTGCTGTGCCT

X XX FF FEFAEFFEFFE KE FEETFFEFF FHETE FF EFFERERET EXEFEEHER

ACGGGTGTTAAGGTTTTTAGTTGGTTGGCTACTTTATTTGGAATGAAGATAGTGTTTCAG
ACGGGTGTTAAGGTTTTTAGTTGGTTGGCTACTCTTTTTGGTATAAAAATGGTTTTTCAA
ACGGGGGTTAAGGTTTTTAGTTGGCTAGCCACTCTTTTTGGTATGAAGATGGTGTTTCAA
ACGGGGGTTAAGGTTTTTAGTTGGTTAGCCACTCTTTTTGGTATGAAGATGGTGTTTCAA

EEEEE FERRERREFRETRRRRRE K ok FRE K FREEF EF FF EF R R RER

CCGGTTTTGTTGTGGGTTTTGGGTTTTATTTTTTTGTTTACTATTGGGGGGT TAACTGGG
CCTTTGCTTTTGTGAGTGTTGGGTTTTATTTTTTTGTTTACTATTGGTGGGCTTACTGGA
CCTTTGCTTTTGTGGGTGTTGGGTTTTATTTTTTTATTTACTATTGGGGGGTTGACTGGT
CCTTTGCTTTTGTGGGTGTTGGGTTTTATTTTTTTATTTACTATTGGGGGGTTGACTGGT

e - RRRolR ok ok RO ERORRE RO ROk R ROE ok ROk Rk % kR ke

GTTATGCTTTCGAATTCTAGTTTGGATATTATTTTGCATGATACTTATTATGTGGTTAGT
GTTATGCTTTCTAATTCTAGTTTGGATATTATTTTGCATGACACCTATTATGTTGTAGAA
GTTATGTTATCTAATTCTAGGCTGGACATTA-CTTGCATGATACTTATTATGTTGTTAGT
GTTATGTTATCTAATTCTAGGCTGGATATTATCTTGCATGATACTTATTATGTTGTTAGT

EXEEEERE X KE AEXREERE KRR AREE FRETREEF EF ERREEREE k¥

CATTTTCATTATGTTCTTTCTTT----AA- 443
GTGCATGTTTCATTATGTTCTTTCTTTAA- 447
CATTTTCAT----TATGTTCTTTCTTTAAA 445
CATTTTCAT----TATGTTCTTTCTTTA-- 441

118
118
120
117

178
178
180
177

238
238
240
237

298
298
300
297

358
358
360
357

418
418
419
417

Fig 20 sequéncia gene NAD para as amostras 4, 2 e 51 (que correspondem na figura aos ntimeros 2, 1 e 6

respetivamente)

Na posicdo 26 encontramos a primeira alteracdo identificada com a seta a negro:

encontramos uma guanina na amostra 4 ¢ uma adenina nas amostras 2 e 51. As restantes

alteracdes ao longo da sequéncia estdo identificadas com a auséncia do asterisco (*)
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

mutacoes das bases identificadas também com a auséncia de asterisco (*).

amostra2geneD ~TTTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 59
amostralgeneD STTTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 59
amostra3geneD TTTTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 60
amostradgeneD TITTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 60
amostraSgeneD “TTTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 59
amostra6geneD ~=TTCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 58
MW129965.1 ~==TCTTATGAGATTGCTTTTTCTTTGTATTTGTTGGTGGTTATTATTCATGTTAACATG 57
AR R R R R R R R R A A A R A R A A R A R R R A R R R
amostra2geneD TITTGTTTTTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTGATTTATTTGCCATTTTTATTT 119
amostralgeneD TITTGTTTITTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTGCCATTTTTATTT 119
amostra3geneDd TITTGTTTITTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTGCCATTTTTATTT 120
amostradgeneD TITTGTTTITTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTACCATTTTTATTT 120
amostraSgeneD TITTGTTTITTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTACCATTTTTATTT 119
amostra6geneD TITTGTTTITTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTACCATTTTTATTT 118
MW129965.1 TITTGTTTTTCTCCGGTTTTTAATTTGAGTTTGTTGGTAATTTATTTACCATTTTTATTT 117
AR A RS R A R A A R R R A R A A A R A R R A A A A N A R A R N A L R A R R A R R ]
amostra2geneD ATGGTTTTAGCTGAGTTGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAGCTT 179
amostralgeneD ATGGTTTTAGCTGAGT TGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAGCTT 179
amostra3geneD ATGGTTTTAGCTGAGT TGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAGCTT 180
amostradgeneDd ATGGTTTTAGCTGAGTTGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAACTT 180
amostraSgeneD ATGGTTTTAGCTGAGT TGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAACTT 179
amostra6geneD ATGGTTTTAGCTGAGT TGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAACTT 178
MW129965.1 ATGGTTTTAGCTGAGTTGAATCGTGCTCCTTTTGATTTTGCTGAAGGAGAGAGTGAACTT 177
AR A AR R R R R A A A R A R R A R A A A R R R R A L L L
amostra2geneD GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 239
amostralgeneD GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 239
amostra3geneD GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 240
amostradgeneDd GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 240
amostraSgeneD GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 239
amostra6geneD GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 238
MW129965.1 GTTAGAGGTTATAATGTTGAATATTCTAGAGTGGCTTTTGTTTTGTTGTTCTTGGGGGAA 237
AR R R R R L R R R L R R R R ]
amostra2geneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTTTTTGGTTTTAATTTT 299
amostralgeneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTGGTTTTAGTTTT 299
amostra3geneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTIGGTTTTAGTTTT 300
amostradgeneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTIGGTTTTAGTTTT 300
amostraSgeneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTGGTTTTAGTTTT 299
amostraégeneD TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTGGTTTTAGTTTT 298
MW129965.1 TACGGGGCTTTGTTGTTTTTTAGTACTTTAACTTCTGTGTTATTCTTTGGTTTTAGTTTT 297
LR R L N L R L L )
amostra2geneDd TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAATGCTTACCCTCGTTTT 359
amostralgeneD TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAATGCTTACCCTCGTTTT 359
amostra3geneD TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAATGCTTACCCTCGTTTT 360
amostradgeneD TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAGTGCTTACCCTCGTTTT 360
amostraSgeneD TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAGTGCTTACCCTCGTTTT 359
amostraégeneD TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAGTGCTTACCCTCGTTTT 358
MW129965.1 TTGGTTATTTATCTTATGTTTACTTTGTTAGTTTTTATCCGTAGTGCTTACCCTCGTTTT 357
LR R L I R R R R R R )
amostra2geneD CGTTATGATAA- 37@
amostralgeneD CGATTATGATAA 371
amostra3dgeneD = cecccccceees 360
amostradgenedD = secececccaan 360
amostraSgeneD CGTTATGATAAA 371
amostra6geneD CGTTATGATAA- 369
MW129965.1 CGTTATGAT- -~ 366

As figuras 21 e 22 representam as sequéncias das subunidades COX e COI, com as

Fig 21 sequéncia COX para as amostras 4, 2, 62, 45, 35 e 51 (que correspondem na figura aos numeros 2,

1, 3,4, 5 e 6 respetivamente)
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amostralgeneE
amostra3genet
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AM411622.1

amostra2genet
amostraSgenet
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AM411622.1

amostrazgenek
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amostradgenet
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amostra3genet

amostrabgeneD
AM411622.1

amostra2geneE
amostraSgeneE
amostradgeneE
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amostrabgened
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amostralgeneckE
amostraSgencE
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TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGT TAGAACTAGGTGAACCGCGTCTG 368
TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGT TAGAACTAGGTGAACCGCGTCTG 369

FERRE PRI RRAIINRE 40 AP RAIIIRAIEE 0 & 2 RN 20 e

TTGGAAGT TGATAATCGTTGTGTTGTACCTTGTGATACTAATATTCGGTTTTGTATTACT 427
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 8340
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 427
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 427
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 428
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 428
TTGGAAGTGGATAATCGTTGTGTGGTTCCTTGTGATACTAATATTCGTTTTTGTATTACT 429

AR R A AR L R A A R R A A A R R R R R R A R A R R R R A

TCTGGGOATGTGATTCATTCTTGGGCTTTACCTAGTATGGCTATTAAGT TGGATGCTATG 487
TCTGGAGACGTAATCCACTCTTGGGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGT TGGATGCTATG 8400
TCTGGAGATGTAATCCACTCTTGAGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGTTGGATGCTATG 487
TCTGGAGATGTAATCCACTCTTGAGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGTTGGATGCTATG 487
TCTGGAGATGTAATCCACTCTTGAGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGTTGGATGCTATG 488
TCTGGAGATGTAATCCACTCTTGGGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGTTGGATGCTATG 488
TCTGGAGATGTAATCCACTCTTGGRGCTTTGCCTAGTATGGCTATTAAGTTGGATGCTATG 489

BARRE AR 40 BR A0 RAAEE AANEE AR RAAAEEAAAEEAAAERRAAE TR

AGTGGTATTTTGACCACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGGCAG 547
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 8468
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 547
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 547
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 548
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 548
AGAGGTATTTTGACTACTTTGTCTTATAGTTTTCCTGTAGTAGGTGTTTTTTATGGTCAA 549

B SA000200000 0020002 BPRABEBAIIEBAAIEBANNERRNNEBR

TGTTCTGAGATTTGTGGTGCTAATCATAGTTTTATGCCTATTGTTTTGGAGGTTACTTTG 607
TGTTCTGARATCTGTGGTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 8528
TETTCTGAAATCTGTGGTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 687
TGTTCTGAAATCTGTGGTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 687
TGTTCTGATATCTGTGGTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 688
TGTTCTGAAATCTGTGOTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 608
TGTTCTGAAATCTGTGGTGCTAACCACAGTTTCATGCCTATTGTTTTAGAGGTTACTTTG 609
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amostra6geneD AGNTATATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGGCTTTTGTTTGGGGTTTTGTCCTTT 67
AMA11622.1 AGTTATATGGATTGATTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGAGTTTTGTCTTTT 7988
amostrazgenet AGTTATATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGGGTTTTGTCTTTT 67
amostraSgenek AGTTATATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGGGTTTTGTCTTTT 67
amostradgeneE GGGTTTATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGGGTTTTGTCTTTT 68
amostralgeneE GGTTATATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGAGTTTTGTCTTTT 68
amostra3geneE GGTTATATAGATTGGTTTCATAATTTTAATTGTAGTCTTTTATTTGGAGTTTTGTCTTTT 63
X OAEFE EAEEE AAFAEIAEAEAAEARERAEERE AEEEE XEAEES A ERREERE NEN
amostraégeneDd GTGTCGACTAGGTTTGTTTATTTGTTGTTGAGTAAATTTTATTTTAAAAGTAAGAAGATT 127
AMA11622.1 GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGTTGAGTAAGTTTTATTTTAAAAGTAAAAAAATC 8040
amostra2geneE GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGTTGAGCAAGTTTTATTTTAAAAGTAAAAAAATC 127
amostrasgenet GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGT TGAGCAAGT TTTATTTTAAAAGTAAAAAAATC 127
amostradgeneE GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGTTGAGCAAGTTTTATTTTAAAAGTAAAAAAATC 128
amostralgeneE GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGTTGAGTAAGTTTTATTTTAAAMMGTAAAAAAATC 128
amostra3geneE GTGTCGACCAGTTTTGTGTATTTGTTGTTGAGTAAGTTTTATTTTAAAAGTAAAAAAATC 129
AXEXEAXEE ¥ FAEEX AXFATAXIAEAXESE IX AXXAXAXIAEAXEAEER ¥% X%
amostraégeneDd GAGTACCAGTTTGGTGAGTTGTTGTGTAGTGTTTTTCCTACTTTGATTTTGGTGATACAG 187
AMA11622.1 GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 8100
amostra2geneE GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 187
amostrasgeneE GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 187
amostradgenek GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 188
amostralgeneE GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 188
amostra3geneE GAGTATCAGTTTGGGGAGTTGTTGTGTAGTGTATTTCCTACTTTGATTTTGGTAATACAA 189
AESIEE EXATAEIS SEFAEIAIAEIATAELS SEAFAESATAEIATAEIAELE A5
amostra6gened ATGGTGCCTTCCTTGAGTTTGCTTTATTATTATGGT TTAATAAATTTGGATAGTAACTTG 247
AM&11622.1 ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGT TTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 8160
amostra2geneE ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGTTTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 247
amostrasgeneE ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGT TTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 247
amostradgenet ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGT TTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 248
amostralgeneE ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGT TTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 248
amostra3geneE ATGGTACCTTCTTTGAGTTTATTGTATTATTATGGTTTAATGAATTTAGATAGGAATTTG 249
AEAAE B4R AR B BB AEIABAAIABLIAL AL 2AEAE AE A
amostraégened ACTGTTAAGGTGACGGGTCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAGT T TAGTGACATCCCCGGT 387
AM811622.1 ACTGTTAAGGTTACGGGCCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCAGGA 8220
amostra2geneE ACTGTTAAGGTTACGGGTCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCTGGA 387
amostraSgeneE ACTGTTAAGGTTACGGGTCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCTGGA 387
amostradgeneE ACTGTTAAGGTTACGGGTCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCTGGA 308
amostralgenek ACTGTTAAGGTTACGGGCCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCAGGA 388
amostra3geneE ACTGTTAAGGTTACGGGCCATCAGTGGTATTGAAGT TATGAATTTAGTGATATCCCAGGA 389
BRAABARRANS AR AR ARARIARARIARAAIARIAL AR ARES AR A
amostra6gened TTGGAGTTTGATTCTTATATAAAATCTTTGGATCAGT TGGAATTGGGGGAACCTCGTTTG 367
AM&11622.1 TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGT TAGAACTAGGTGAACCGCGTCTG 8280
amostra2geneE TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGTTAGAATTAGGTGAACCGCGTCTG 367
amostraSgeneE TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGTTAGAATTAGGTGAACCGCGTCTG 367
amostradgeneE TTGGAATTTGATTCTTATATGAAGTCTTTGGATCAGTTAGAATTAGGTGAACCGCGTCTG 368
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Fig 22 Sequéncia COX para as amostras 4, 35, 45, 2 e 62 (que correspondem na figura aos ntimeros 2, 5,

4, 1 e 3 respetivamente)

A NADH desidrogenase catalisa o transporte eletronico do NADH para a Coenzima Q10
(fundamental para a producdo de energia nas mitocondrias das células). A citocromo C

oxidase estd envolvida no processo de produgdo de ATP.
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Ambas as enzimas, codificadas pelos genes respetivos analisados, estdo diretamente
envolvidas no processo de obtengdo de energia das células, que podera sofrer alteracdes
resultantes da ocorréncia de mutacdes ao logo de varias geracdes.

Para mutagdes identificadas nestes genes encontramos varios exemplos de resisténcia a
farmacos, como no caso a isoniazida no combate a Mycobacterium smegmatis, em que
um defeito na NADH desidrogenase condiciona a eficacia do medicamento.

O fato de encontrarmos divergéncias na sequéncia gendémica leva-nos a assumir a
probabilidade de outras mutacdes ocorrerem noutros genes, diretamente implicados no

mecanismo de resisténcia aos benzimidazois.
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5. Conclusoes
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5.Conclusoes

A identificagdo molecular de Toxocara canis e Toxocara cati foi realizada com sucesso
em todas as amostras possiveis de sequenciacdo. Foi confirmada a identidade dos
parasitas estudados. Numa mostra de ovos foi identificada uma infecdo mista
(Aerulostrogylus sp.).

Os resultados encontrados revelam uma evidente heterogeneidade genética dos parasitas.

A pressdao do farmaco na populagdo parasitiria estd diretamente associada ao
desenvolvimento de resisténcias. Este parece ser um fendmeno hereditario, em que o gene
ou genes responsaveis, se encontram previamente presentes na populacdo de parasitas.
Sendo considerado um fendémeno pré adaptativo, a resisténcia ocorre mesmo antes da
utiliza¢do de qualquer antiparasitario, resultando de um processo de selecdo.

Em determinadas condi¢des, apos a exposicdo a um anti-helmintico, os helmintas que
transportam os genes responsaveis pela resisténcia sdo os que irdo sobreviver a agdo do
farmaco. Ao reproduzirem-se, estes parasitas vao consequentemente aumentando o
conjunto de genes que conferem resisténcia numa populacao.

As alteragdes no alinhamento das bases na sequéncia dos genes analisados resultantes de
mutacdes ao longo de geragdes, que indicam uma maior probabilidade de resisténcias a
farmacos.

Os genes mitocondriais apresentam uma probabilidade de mutacdo reduzida, pelo que a
sua existéncia nestes parasitas revela que podemos estar perante uma pressao de farmaco

algures nos seus ascendentes.

A emergéncia da resisténcia aos anti-helminticos e, especificamente aos compostos
benzimadazdlicos, constitui um problema de maior importancia, considerando a limitagdo
de antiparasitarios disponiveis para o tratamento e controlo destas parasitoses, nos
animais de companhia e na infecdo humana, medida integrada numa abordagem One

Heath
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7.Anexos
AMOSTRAS PROVENIENTES DE TODOS OS ANIMAIS INTERVENIENTES ESTUDO

Animal Amostras para Nome-Género Idade Ambiente Desparasitacao Carterizacdo
sequenciar
1 54 ?X(ASP) F Adulto  casa Nao (sem desp. De casa mas com acesso a
regulares) rua (data colheita - dc
18/7/2020)
2 8,63,64,65,66 ?Y(ASP)F Adulto Casa Nao (sem desp. De casa, mas com acesso a
Regulares) rua (dc18/7/20)
3 89 ?7X(ARM)F «3 Abrigo Nao dc7/8/2020
meses Rio Maior
4 5,90,91,92 ?7Y(ARM)F >6 Abrigo Pirantel Ap0s desparasitagdo, sem
meses Rio Maior dados posteriores
5 67,68,85,86, 88 APACCF «3 Canil Febendazol+Milbemicina  Apos desparasitagdo
meses APAAC 14/8/20
6 94 Boneco(HVS)F 3 HVS- Telmin Apbs desparasitagio; gato
meses consulta de rua infestagdo por
pulgas/coriza
7 95 INIAV F Iniav22952
8 10,27,28,29,30,31,32,55, King F Casa Strongid a 21/9/20 Ap0s desparasitagio dc
56,57 encontrado 29/9/20 fez caniquantel a
na rua 29/9/20
9 MIM2M3 Marelinho F «6 Casa Pirantel (fev) strongid Gato de casa que veio da
meses maio rua; amostra depois do
strongid em Maio
9" 9,69 Marelinho «6 Casa Strongid (mai) 8/8/20 esta amostra ¢ antes
meses do novo strongid
9" 49,50,51,52,53,73,74,75, Marelinho «6 Casa Strongid 8/8 Ap6s 30h de strongid, dc
76,77, meses 10/08/20
78,79,80,81
10 2 FaF 4 Rua Nao 230 OGF com amostra
meses (campo)
10° 3 Fa larvas vivas e ovos 1
semana ap6s desparasitagio
11 11 D6 F 1 adulto sem ovos 1 semana
apos 1* desparasitagdo, dc
8/10/20
117 62 Do 19/10 1 adulto

imediatamente apds a 2a
desparasitagdo com strongid

12 23,24,25,26,33,34,35,36, Sol F Dc 06/10/20
37,38,
39,40,41,42,43
12° 1,6 (fezes),7(fezes), Sol adultos e ovos (tenho
12,18,19,20,21,22 amostras de fezes)l semana
apos desparasitagdo dc 7/10
1277 72 Sol 1 adulto imediatamente
apos a 2a desparasitacdo
13 14,15,44,45,46,47,48,59 ReF 8/10adultos sem ovos 1
semana ap6s desparasitagio
14 16,17,58,60,61 Mi F Strongid a 7/10/20 2 adultos sem ovos amostra
de 8/10
14" 84 Mi 19/10 imediatamente apds a
2a desparasitagdo
15 83 Ciao 2 apaac nao despasitado 24/09 1 adulto (vomitou o
meses parasita)
16 93 Vito 4 HVS sem desparasita¢do Cio de casa
meses consulta
17 13,70,71,79 ? cdo dc18/07/20
18 82 ? Cao «6 Canil Nao Sem dados
meses APAAC
19 96 Sem dados

Tabela3- Caraterizagdo das amostras colhidas
Legenda - A ITS2 cat; B ITS 2 can; C nad; D cox; E coi; F 18S; G tubulina; H codao 167; I codao 198;J
codao 200.
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QUANTIFICACAO DE DNA DAS AMOSTRAS EM ESTUDO

Sample ID Nucleic Acid A260 A280 260/280 260/230 Factor
Conc.( ng/pl)

1A 9,7 0,193 0,205 0,94 -0,06 50
1B 12,6 0,252 0,262 0,97 -0,08 50
1C 2,7 0,055 0,022 2,49 0,06 50
1D 288,6 5,772 3,872 1,49 1 50
5A 4,9 0,099 0,103 0,96 -0,03 50
5B 6,1 0,122 0,091 1,34 0,23 50
5C 8,7 0,173 0,208 0,83 -0,05 50
5D 17,4 0,347 0,362 0,96 -0,12 50
SE 22,5 0,449 0,456 0,99 -0,16 50

8 1615,1 32,303 15,516 2,08 1,56 50

9 402,7 8,054 4,266 1,89 1,05 50
10 5,9 0,118 0,115 1,03 0,17 50
10 6 0,12 0,122 0,98 0,17 50
11 6,4 0,127 0,101 1,26 0,23 50
12 234,6 4,693 2,386 1,97 1,07 50
13 3574,1 71,483 37,417 1,91 0,79 50
14 66,1 1,322 0,769 1,72 0,5 50
15A 15,7 0,314 0,329 0,95 -0,1 50
15B 1,8 0,036 0,032 1,13 0,17 50
15C 19 0,38 0,373 1,02 -0,13 50
15D 1408,3 28,167 15,303 1,84 0,69 50
16 14,3 0,286 0,225 1,27 0,28 50
17 80,5 1,609 1,37 1,17 0,31 50
18 -758,2 -15,164  -13,313 1,14 1,55 50
19 76,6 1,531 1,248 1,23 0,17 50
20 177,3 3,547 3,128 1,13 0,27 50
21 58,1 1,163 1,004 1,16 0,12 50
22 122,7 2,454 2,171 1,13 0,2 50
23 440,9 8,817 7,692 1,15 0,7 50
24 334,1 6,682 5,775 1,16 0,15 50
25 164,2 3,284 2,468 1,33 0,35 50
26 1072,3 21,446 16,626 1,29 0,5 50
27 171 3,42 1,644 2,08 1,37 50
28 56,4 1,127 0,72 1,57 0,67 50
29 8 0,16 0,125 1,28 0,16 50
30 22,1 0,441 0,368 1,2 0,22 50
31 9,9 0,197 0,159 1,24 0,14 50
32 132,6 2,652 1,262 2,1 1,02 50
33 7252,7 145,054 73,46 1,97 1,89 50
34 10,1 0,202 0,206 0,98 0,12 50
35 159,5 3,191 1,53 2,09 1,14 50
36 534,5 10,69 5,049 2,12 1,64 50
37 213,4 4,268 2,072 2,06 1,14 50
38 251,7 5,034 2,381 2,11 1,41 50
39 164,4 3,288 1,551 2,12 1,33 50
40 233 0,467 0,368 1,27 0,26 50
41 149,1 2,982 1,408 2,12 1,66 50
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

5.8
92,3
125,8
56,6

1,2

5.1
27,6
428,9
109,1
55,4

2305,6
163,8
2070

4,9
12,4

55
576,9
248,8
274,1
449
702,3
1354,8
1166,2
240,8
28,9
87,8
326
655,9
830,1
783,2
694,1
452
1088,6
4.5
49,7
195,9
83,3
59
49,6
570,5
430,9
132,6
53,2
334
113,5
26,5
214
701,2
476,1
573,4

0,117
1,847
2,515
1,133
0,025
0,102
0,552
8,577
2,181
1,108

46,113
3,276

41,399
0,098
0,248
0,081

0,11

11,538
4,976
5,481
8,979
14,047

27,097

23,325
4,816
0,578
1,756
6,521
13,118
16,601
15,663
13,883
9,041

21,772
0,851
0,993
3,918
1,666
1,181
0,992
11,41
8,618
2,652
1,065
0,668

2,27
0,529
4,281

14,025
9,522
11,469

0,114
0,876
1,227
0,591
0,011
0,07
0,274
4,098
1,056
0,55
31,021
1,564
23,669
0,055
0,117
0,05
0,087
6,981
2,608
2,684
4,85
6,954
13,308
11,801
2,298
0,284
0,859
3,109
8,083
11,026
8,163
6,859
4,854
10,503
0,611
0,679
2,151
0,947
0,697
0,59
9,095
8,031
1,697
0,758
0,493
1,305
0,319
3,504
8,997
4,99
6,097

1,02
2,11
2,05
1,92
2,34
1,47
2,01
2,09
2,06
2,01
1,49
2,09
1,75
1,79
2,13
1,61
1,26
1,65
1,91
2,04
1,85
2,02
2,04
1,98
2,1
2,03
2,05
2,1
1,62
1,51
1,92
2,02
1,86
2,07
1,39
1,46
1,82
1,76
1,69
1,68
1,25
1,07
1,56
1,4
1,36
1,74
1,66
1,22
1,56
1,91
1,88

0,1
1,25
1,24
0,99
0,04
0,28
0,67
1,7
1,22
0,99
1,34
1,59
0,79
0,09
0,43
0,09
0,11
0,91
0,95
1,22
0,94
1,3
1,36
1,02
1,34
0,61
0,89
1,26
0,59
0,65
0,92
0,98
0,78
1,27
0,17
0,08
0,54
0,2
0,17
0,14
1,08
0,72
0,31
0,14
0,1
0,11
0,09
0,33
0,93
0,83

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
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93
94
95
96
L1
L2

Tabela 4 Quantificagdo de DNA das 96 amostras (05-05-2021)

342,3
221,5
101
0,6
202,6
174,7

6,846
4,43
2,019
0,012
4,052
3,493

4,389
3,674
1,131
0,006
2,012
1,911

1,56
121
1,79
1,92
2,01
1,83

0,64
0,47
0,63
0,12
1,89
1,29

50
50
50
50
50
50
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