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É o tempo da travessia 

E, se não ousarmos fazê-la, teremos ficado, 

para sempre, à margem de nós mesmos. 

(Fernando Pessoa) 
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Resumo 
 
A Toxocarose é uma parasitose com elevada expressão a nível mundial. Estudos recentes 
estimam que 1,4 mil milhões de pessoas estarão infetadas ou foram expostas ao parasita 
Toxocara spp. 
A doença apresenta principal incidência na idade pediátrica, estando frequentemente 
associada a deficit cognitivos e a baixa performance escolar em crianças. Apesar de pouco 
frequentes, podem ocorrer sinais clínicos mais graves, contribuindo para situações de 
morbilidade devastadoras.  
A infeção no Homem ocorre maioritariamente por ingestão de ovos embrionados, 
presentes no solo, contaminado por fezes de cão ou gato e em alimentos não lavados. A 
ingestão de larvas encapsuladas nos tecidos de hospedeiros paraténicos é também uma 
possível forma de infeção. 
Os benzimidazóis são, até ao momento, os fármacos de eleição no combate a esta 
parasitose, quer em animais de companhia quer em seres humanos.  
A resistência aos antihelmínticos tem sido descrita nos vários continentes desde há alguns 
anos, com particular incidência na última década. Este fato, agravado pelo 
desenvolvimento limitado de novas moléculas, coloca em risco o controlo desta zoonose. 
Fatores genéticos, biológicos, mas principalmente fatores operacionais (como as 
desparasitações em massa associadas a doses sub-terapêuticas) determinam o 
desenvolvimento da resistência dos parasitas a estes fármacos. 
A maior acessibilidade e a utilização cada vez mais recorrente a técnicas de biologia 
molecular vieram permitir uma nova abordagem à origem dos mecanismos envolvidos 
no processo de resistência, bem como na identificação molecular das espécies. 
Polimorfismos de Nucleótidos Simples nos codões 167,198 e 200 no gene da ß tubulina 
são identificados em vários trabalhos científicos publicados, como sendo os principais 
responsáveis pela resistência aos antiparasitários, entre os quais se encontram os 
benzimidazóis. Estes marcadores genéticos têm sido descritos em várias espécies de 
nemátodes e constituíram a base deste estudo: identificar alterações genéticas associadas 
ao fenómeno da resistência, em parasitas adultos e ovos, encontrados na prática clínica 
comum. 
A análise 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 identificação filogenética de Toxocara canis e 
Toxocara cati.  
As alterações identificadas no alinhamento das bases na sequência dos genes analisados, 
resultantes de mutações ao longo de gerações de parasitas, podem indiciar uma maior 
probabilidade de resistências a fármacos.  
Os genes mitocondriais, como o caso do NAD, COX/COI apresentam uma probabilidade 
de mutação reduzida, pelo que a sua existência nestes parasitas revela que podemos estar  
perante uma pressão de fármaco algures nos seus ascendentes. No entanto não foi possível 
determinar a sequência completa do gene da β-tubulina, fato que limita a evidência de 
resistência destes parasitas aos compostos benzimadazólicos, sendo fundamental 
continuar a investigação no sentido de associar caraterísticas fenotípicas de resistência 
(em animais de companhia e/ou seres humanos) aos marcadores genéticos estudados no 
gene da ß tubulina.  
Palavras chave: Benzimidazóis, Resistência, Toxocara sp. NAD, COX, COI 
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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 ß-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 ß-
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 ß-tubulin gene. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key words: Benzimidazoles, Resistence, Toxocara sp. NAD, COX, COI  
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1. Introdução 

 
1.1. Distribuição e Epidemiologia – Fatores de risco  

 

A Toxocarose encontra-se distribuída por todos os continentes (1) (Fig 1). 

Aproximadamente um quinto da população humana apresenta seropositividade para 

Toxocara spp. (2,3). A seroprevalência em África atinge 37% da população (2), 

constituindo um crescente problema de saúde pública com especial relevância na região 

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

 

 

 
 

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

Adaptado de Ma ,2020 (6) 
A infeção por Toxocara spp. está frequentemente associada a condições socioeconómicas 

desfavoráveis, entre as quais se destacam hábitos de higiene precários e deficientes 

condições sanitárias (4). A habitação em zonas rurais, o contato direto com o solo e a 

convivência com animais de estimação (cão e gato) são os fatores de risco mais 

importantes desta zoonose (4,7).  

Em zonas urbanas, os parques infantis, de acesso livre a animais, são muitas vezes 

utilizados como zonas de passeio de cães, observando-se uma elevada prevalência de 

ovos de Toxocara spp. (8,9). Em zonas tropicais e subtropicais o problema reside no 

elevado número de cães e gatos errantes, que excretam os ovos do parasita com as fezes, 

em qualquer lugar, contribuindo para a disseminação generalizada da infeção (9).  

Sem dados publicados 

Seroprevalência  
global de Toxocarose 
humana (%) 
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A geofagia, frequentemente observada em crianças (4,10), está diretamente associada à 

infeção por Toxocara spp. (7). A contaminação ambiental, corroborada pela elevada 

prevalência de ovos (extremamente resistentes a condições ambientais severas) presentes 

em espaços públicos em todo o mundo, contribui para este fato (1, 8, 11).  

Uma outra possível e descrita via de infeção, é a presença de ovos no pêlo dos animais 

domésticos (cão e gato). Os reconhecidos benefícios para a saúde (desenvolvimento 

cognitivo nas crianças, aumento de atividade física exterior e diminuição de stress pós-

traumático) resultam no estreitamento da relação entre animais de companhia e o Homem, 

aumentando assim o número de animais que convivem diretamente connosco. Este 

crescente número de animais de companhia nos últimos anos, torna a relação de 

proximidade Homem - cão/gato um risco crescente de infeção por Toxocara spp. (12). 

Em 2018, 471 milhões de cães e 373 milhões de gatos eram animais de companhia no 

mundo (13). 

 

1.2. O parasita – classificação e características morfológicas 
 
O género Toxocara pertence ao filo Nemathelmintes, classe Nematoda, ordem 

Ascaridida, superfamília Ascaridoidea, família Ascarididae e subfamília Toxocarinae 

(14). Pelo seu potencial zoonótico e pela sua distribuição cosmopolita, Toxocara canis e 

Toxocara cati são consideradas as espécies de maior relevância clínica, quer em Medicina 

Veterinária quer em Medicina Humana (11). 

 

Morfologicamente os ovos de Toxocara spp. são oblongos, possuem cápsula espessa e 

rugosa com dupla membrana medindo 85-90 x75 micrómetros no caso do T.canis e 65-

75 micrómetros 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 esbranquiçado, não 

segmentado e cilíndrico, é revestido por uma cutícula de quitina que os torna muito 

resistentes. A extremidade anterior é caracterizada pela existência de umas expansões 

cuticulares de diferentes tamanhos e formas, segundo a espécie, que se assemelham a 

asas, um bulbo glandular esofágico, denominado ventrículo, localizado na junção do 

esófago com o intestino e três lábios bem definidos (11). Os machos são mais pequenos 



   14 

que as fêmeas, possuem uma bolsa copulatória incompleta com espículas na extremidade 

posterior. Toxocara canis (Fig.5) tem a sua extremidade anterior com uma característica 

forma elíptica, com asas estreitas e semi lanceoladas. Na extremidade posterior possui 

uma cauda com um processo digitiforme e as respetivas espículas com 0,75-1.3mm, 

desiguais, curvas e em forma de asa. Os órgãos genitais da fêmea estendem-se 

anteriormente e posteriormente à região vulvar. Os machos medem 4-10cm e as fêmeas 

5-18cm. Toxocara cati de dimensões mais reduzidas (Fig. 4), os machos com 3-6cm e as 

fêmeas com 4-10cm, têm na sua extremidade anterior asas largas, estriadas e em forma 

de seta. Os machos têm um apêndice terminal estreito e digitiforme e as espículas, que 

medem cerca de 1,6-2mm de comprimento. A extremidade posterior é semelhante à de T. 

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

 
 
 

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

Adaptado CDC 2021  

 

Os parasitas adultos vivem no intestino delgado do hospedeiro definitivo (cão ou gato) 

entre 4 a 6 meses. Após este período de tempo são na sua maioria eliminados 

espontaneamente. A fêmea produz cerca de 200 000 ovos por dia, muito resistentes nas 

mais adversas condições ambientais e viáveis por longos períodos de tempo nos solos. 

Estes ovos, não embrionados aquando da sua excreção nas fezes (possuindo um embrião 

unicelular) (11), necessitam de condições de temperatura e humidade adequadas (15 a 

35ºC) para se tornarem infetantes. Isto acontece em 85% dos mesmos num período entre 

2 a 6 semanas. Durante a sua maturação o embrião desenvolve-se até ao estádio L3 

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

゜ Ingestão de ovos embrionados, diretamente do solo. 

゜ Ingestão das larvas presentes nos tecidos de hospedeiros paraténicos 

゜ Migração transplacentária (apenas em T. canis). 

゜ Transmissão lactogénica. 

 

Num período de tempo entre 2 a 4 h após a ingestão do ovo embrionado pelo HD, a L3 

eclode no estômago e intestino delgado, migrando através da parede intestinal. Após 

atingir o fígado pelo sistema porta, chega ao coração através da veia cava caudal e pela 

artéria pulmonar atinge os capilares pulmonares (em apenas 36h). A partir desta fase 

existem duas possíveis rotas, dependendo da idade e do estado imunitário do animal: a 

migração traqueal, em que a larva é deglutida e atinge novamente o intestino delgado pelo 

esófago; ou a migração somática para os mais diversos órgãos, como o fígado, coração 

músculos e cérebro permanecendo enquistada sob uma forma latente e infetante. 

Os seres humanos (principalmente as crianças) infetam-se pela contaminação direta das 

mãos e dedos com ovos presentes nos solos ou pelo contato com o HD (principalmente 

em cães e gatos até aos 6 meses de idade (8,10). Neste caso, como no caso de outros 

hospedeiros paraténicos, a única via possível das larvas é a migração somática. Nestes 

hospedeiros o ciclo não se completa e as larvas permanecem nos diferentes tecidos 

podendo ou não causar complicações clínicas. Ao serem ingeridas, as larvas enquistadas 

dos HP, podem constituir uma fonte de infeção, quer para os seres humanos, quer para os 

próprios Hospedeiros Definitivos. Esta via de infeção dos HD é extremamente importante 

e exclusiva no cão aquando da gravidez. Por ação hormonal, as larvas L3 enquistadas 

regressam à circulação realizando uma migração transplacentária atingindo os fetos, com 

uma eficácia de cerca de 100% (16,18). Nos fetos a migração traqueal é completada e os 

parasitas atingem a sua forma adulta no intestino delgado dos mesmos. Os cachorros 

começam a excretar ovos nas fezes após as 3 a 4 semanas de vida. 
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1.4. Análise Filogenética 

  

Toxocara spp. é considerado até à data, como sendo hospedeiro específico. Toxocara cati 

tem como Hospedeiro definitivo exclusivo o gato e Toxocara canis tem como Hospedeiro 

definitivo exclusivo o cão. Há, no entanto, referências a gatos infetados com T. canis em 

que adultos desta espécie foram encontrados em necrópsias de gatos (19). A presença de 

ovos de T. cati nas fezes de cães é mais comum, fato que se explica pelo hábito frequente 

de coprofagia em cães, sendo a eliminação destes ovos resultante de uma passagem 

intestinal (20).  

A classificação dos nemátodes do género Toxocara baseia-se tradicionalmente nas 

caraterísticas morfológicas do parasita adulto e ovos. As estruturas identificadas e com 

maior relevância para a classificação são as estruturas labiais, esôfago, ceco, sistema 

excretor e a cauda do macho (21). A presença de bulbo esofágico bem como o 

comprimento e a forma das asas cervicais são frequentemente utilizados para a sua 

identificação (22). Esta classificação mostrou-se imprecisa e limitada ao longo do tempo, 

principalmente no que diz respeito a ovos e formas larvares, de mais difícil identificação. 

A biologia molecular, através da técnica de PCR, permite uma análise e identificação 

precisas, possibilitando a deteção da diversidade genética tão característica dos parasitas 

em geral e que é fundamental para a sua adaptação e sobrevivência (15).  

Na Malásia, em 2001, foi identificada uma nova espécie de Toxocara em gatos, 

identificada primeiramente como Toxocara cati. A análise genética permitiu perceber 

tratar-se de uma nova espécie denominada à posteriori Toxocara malayiensis (23). 

Clinicamente relevante, esta descoberta poderá ter fortes implicações, uma vez que se 

acredita que a mesma poderá também ser capaz de desenvolver a forma da larva migrante 

visceral, as formas ocular e neurológica e ainda a covert/common Toxocarose.  

A identificação dos parasitas associada a Hospedeiro específico poderá levantar algumas 

questões relativamente à espécie, sendo cada vez mais importante a caracterização 

genética das mesmas. 
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1.4.1. Caracterização molecular  

  

Para a caracterização molecular das diferentes espécies do género Toxocara é utilizado 

DNA ribossómico nuclear e DNA mitocondrial (24). 

A primeira e a segunda região espaçadora transcrita interna (ITS-1 e ITS-2, 

respetivamente) marcadores genéticos do rDNA, são frequentemente utilizadas para a 

identificação e diferenciação de espécies de Toxocara, nomeadamente, Toxocara canis, 

Toxocara cati.  

No entanto, parece haver maior sensibilidade no que diz respeito à análise do mDNA quer 

para a análise genética da relação inter-espécies como intra-espécies, dos diferentes 

ascarídeos (25). O gene mitocondrial, citocromo c oxidase I (COI), com um comprimento 

aproximado de 650 pares de bases, é comumente usado para identificação de espécies, 

em estudos evolutivos e ecológicos (26). A subunidade 1 e 2 da região do mDNA, 

citocromo c oxidase (COX1 e COX2 respetivamente) bem como a subunidade 1 e 4 

NADH desidrogenase (NAD1 e NAD 4) também do mDNA, são determinantes no 

estabelecimento de relações entre Toxocara spp. e Toxascaris spp. de cães, gatos e 

ruminantes. Foi a análise destes genes que permitiu a identificação do Toxocara 

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

 

1.5. Aspetos clínicos  

 

A Toxocarose é uma zoonose com significante importância clínica quer nos animais 

domésticos de companhia (cão e gato) quer em humanos.  

Em cães e gatos os sintomas são maioritariamente do foro gastrointestinal, enquanto que 

que no Homem, a migração larvar pode resultar em alterações graves em vários sistemas: 

visceral, ocular e neurológico com significativa mortalidade. 

 

 

1.5.1. Aspetos clínicos em animais de companhia 

 

A infeção por Toxocara canis no cão, Hospedeiro Definitivo, é responsável por sinais 

clínicos moderados a graves como diarreia intermitente ou obstipação, em que 
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principalmente os cachorros apresentam tipicamente o aspeto de “pot belly”. Estes sinais 

são resultantes de caquexia, distensão abdominal e atrasos no crescimento. Podem 

também ser observados sinais respiratórios, como consequência de pneumonia provocada 

pelo enquistamento das larvas no tecido pulmonar. Em algumas situações de maior carga 

parasitária, pode mesmo ocorrer a morte por invaginação ou estrangulamento intestinal. 

Em gatinhos, os sinais clínicos provocados pelo Toxocara cati, parasita do qual são 

Hospedeiro Definitivo, geralmente são semelhantes, mas de menor gravidade. As 

infeções em animais adultos são tendencialmente menos severas (11). 

 

1.5.2. Aspetos clínicos em humanos  

 

Clinicamente, ambos os parasitas Toxocara canis e Toxocara cati podem ser responsáveis 

pelas diferentes formas de toxocarose humana: larva migrante visceral, toxocarose ocular, 

neurotoxocarose e as formas assintomática ou subclínica (covert/common). No entanto, 

as manifestações clínicas da doença são raras, apesar da infeção ser bastante comum. A 

duração das migrações larvares, a carga parasitária e a imunidade do hospedeiro 

determinam a severidade da doença (5,27). 

 

Larva migrante visceral (LMV) 

 

Descrita pela primeira vez em 1952 por Beaver, síndrome LMV, surgiu na sequência de 

sinais clínicos apresentados por três crianças, resultantes da migração da larva de 

Toxocara canis por vários órgãos internos. A importância clínica desta forma de 

toxocarose, está diretamente relacionada com as migrações somáticas do parasita, como 

é o caso mais comum do fígado e pulmões. Assim, febre, anorexia, 

hepatoesplenomegália, tosse, sibilos pulmonares e dor abdominal são frequentemente 

descritos na presença da LMV. Outros sinais como polimiosite eosinofílica com mialgias, 

miocardite e nefrite, podem surgir, refletindo a capacidade migratória da larva, em atingir 

qualquer órgão. Estão também descritas alterações dermatológicas, como “rash”, prurido, 

eczema, paniculite, urticaria e vasculite. A LMV ocorre maioritariamente em crianças 

entre os 2 e os 7 anos de idade, em situações de elevada carga parasitária ou em 

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

 

 A toxocarose ocular ocorre pela resposta inflamatória resultante da migração larvar até 

ao olho, originando diminuída acuidade visual, edema macular, uveíte ou na sua forma 

mais grave, cegueira unilateral que pode ou não, estar associada a estrabismo. 

Anteriormente confundida com retinoblastoma, resultava muitas vezes na enucleação, 

sendo por isto impreterível o seu correto diagnóstico (31). 

 

Neurotoxocarose 

 

A neurotoxocarose, resulta de lesão cerebral provocada pala migração parasitária através 

da barreira hematoencefálica. Apesar de frequentemente assintomática, esta migração 

larvar pode resultar numa forma mais grave com comprometimento do sistema nervoso 

central (10, 30). São sintomas caraterísticos: cefaleias, febre, fraqueza muscular e 

convulsões que resultam de meningite, encefalite, mielite, vasculite cerebral e 

paraparesia. Os sintomas refletem a localização das lesões no SNC. NT é uma condição 

rara que afeta maioritariamente adultos, contrariamente à LMV que atinge principalmente 

crianças (32). 

 

Toxocarose Assimptomática (Covert/Common Toxocarose) 

 

A forma assintomática da toxocarose,  é talvez a síndrome mais comum. De expressão 

clínica menos grave ou subclínica, na maioria das vezes é, por consequência, 

frequentemente subdiagnosticada. Em adultos é designada por common toxocarose e em 

crianças por covert toxocarose, onde os principais sintomas encontrados são 

linfadenopatias, alterações dermatológicas (como urticária), artralgia e asma (5,33). 
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1.6. Tratamento 

 

1.6.1. No Hospedeiro Definitivo, o cão 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. Após este 

tratamento, devem ser feitas desparasitações mensais até aos 6 meses. Nos gatinhos o 

esquema é semelhante, mas inicia-se apenas às 3 semanas de idade, uma vez que não 

ocorre transmissão transplacentária.  

Nas cadelas gestantes e por forma a reduzir a transmissão aos fetos podem ser 

administradas lactonas macrocíclicas no dia 40 e no dia 55 de gestação ou fenbendazole 

desde o dia 40 continuando por mais dois dias pós-parto. Para cães e gatos adultos a 

ESCAAP recomenda a avaliação individual do risco, sendo aceite um tratamento de 

quatro vezes por ano. Um tratamento mensal em situação de elevado risco (animais com 

acesso ao exterior e com contato muito próximo com crianças) está descrito. O período 

pré patente do Toxocara sp. após ingestão das larvas por predação (HP) ou por ingestão 

de ovos infetantes no solo é de aproximadamente 4 semanas. 

Como alternativa para este esquema de tratamentos podem realizar-se testes 

coprológicos, em intervalos de tempo adequados, seguidos de desparasitação apenas em 

casos positivos. 

 

1.6.2. No Homem 

 

No que diz respeito ao tratamento da toxocarose não existe consenso; a terapêutica deve 

ser instituída em doentes sintomáticos, mas a gravidade dos sintomas deve determinar a 

decisão clínica e neste aspeto existem algumas divergências. Seropositivos saudáveis não 

devem ser tratados com antihelminticos. As formas oculares e neurológicas devem 

receber tratamento sintomático (anticonvulsivantes e corticoides) ou uma combinação 

com o tratamento antiparasitário (31). 

Para a larva migrante visceral sintomática o albendazol é o tratamento de eleição, na dose 

de 400mg duas vezes por dia para adultos; 200mg uma vez por dia durante cinco dias, 
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para crianças 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 crianças e 400-800mg duas vezes por dia em adultos; durante 5 a 28 dias. 

(34) 

 

1.7. Benzimidazóis (BZs)  

 

Os benzimidazois são uma classe de compostos orgânicos, heterocíclicos e aromáticos 

com grande aplicabilidade na farmacologia. Hoje em dia, enquanto potentes inibidores 

enzimáticos, são amplamente utilizados nas mais diversas terapêuticas. São 

antidiabéticos, anticancerígenos, antimicrobianos, antivirais, antiparasitários, analgésicos 

e antihistamínicos, mas também utilizados em doenças cardiovasculares, neurológicas, 

endócrinas, oftalmológicas entre muitas outras (34). 

Os benzimidazois mais utilizados como antiparasitários são o oxibendazol, o 

fenbendazol, o flubendazol, o mebendazol e o albendazol, sendo os dois últimos, 

recomendados pelo CDC para o tratamento das formas de Toxocarose Humana (35). 

Em Medicina Veterinária o mebendazol (Telmin®Ecuphar), o fenbendazol 

(Panacur®Intervet ou em associação) e o flubendazol são frequentemente utilizados em 

cães e gatos (ESCAAP).  No entanto, nestes animais, a desparasitação enquanto medida 

profilática de saúde (ESCAPP), implica, por condicionantes várias, que a mesma seja 

frequentemente feita “às cegas” (36,37). A elevada prevalência de parasitas de várias 

classes em cães 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 ação. Em 

animais de produção a situação é semelhante (42). Por tudo isto são frequentemente 

utilizadas, em Medicina Veterinária, associações de fármacos, que incluem também os 

benzimidazois. 

A sua frequente utilização também em Medicina Humana, está diretamente relacionada 

com as suas características apelativas como, o baixo custo, o largo espectro e a facilidade 

de administração, sendo por isso a primeira opção em campanhas de desparasitação em 

massa, sobretudo para geohelmintoses em países tropicais e subtropicais (fig 7).  
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Figura 7- Desparasitação em massa (São Tomé e Príncipe Fevereiro de 2019-fotografia original de R. 

Calouro)  

 

A introdução dos benzimidazois enquanto antiparasitários, remonta a 1961, sendo que o 

albendazol e o mebendazol surgiram nos anos 70, séc.XX (43). A sua utilização, tem sido 

amplamente difundida quer em Medicina Veterinária quer em Medicina Humana no 

combate não só a helmintoses, como a Toxocarose, mas também a outras classes de 

parasitas (34,44). 

Relativamente ao seu mecanismo de ação, os BZs apresentam alta afinidade para a ß-

tubulina, uma proteína membranar, presente nos microtúbulos das células, inibindo a sua 

polimerização (45). Os microtúbulos, enquanto constituintes do citoesqueleto, possuem 

funções fundamentais para a sobrevivência das células eucarióticas estando igualmente 

presentes na membrana mitocondrial e no citoplasma. Participam na mobilidade, divisão 

(fuso mitótico), transporte de substâncias e secreção de organismos vivos. A formação 

dos microtúbulos é um processo dinâmico, em que ocorre polimerização numa das suas 
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extremidades enquanto que na outra ocorre despolimerização. A inibição deste processo 

impede a absorção e excreção de nutrientes e o bloqueio da entrada de glucose nas células, 

levando à morte do parasita. 

A ligação entre os Bzs e a ß-tubulina apresenta uma afinidade 25-400 vezes superior para 

os nemátodes, comparativamente aos mamíferos. Esta característica faz com que o 

fármaco seja seletivo para os parasitas não causando toxicidade no Hospedeiro, quer seja 

Homem, cão ou gato. Existem, no entanto, efeitos teratogénicos descritos no primeiro 

trimestre de gestação, pelo que a sua utilização está desaconselhada neste período. 

 

1.8. Fármaco-resistências  

 

Apesar da sensibilização junto das comunidades em geral (médica, científica e utentes) e 

das diversas tentativas de solução para a problemática da resistência a medicamentos, esta 

esta cresce de forma galopante e preocupante a nível global (46).  

Vários fatores estão associados ao aparecimento de resistências dos antiparasitários em 

geral, como (19): 

• o uso abusivo e muitas vezes desnecessário, de anti-helmínticos, em desparasitações 

periódicas e sem recurso a confirmação de diagnóstico laboratorial; 

• desparasitações em massa (Fig.7) 

• doses sub-terapêuticas, doses únicas e não adequadas ao peso; 

• diagnósticos incorretos; 

• ausência de alternância de fármacos eficazes em tratamento;  

 

A pressão do fármaco na população parasitária está diretamente associada ao 

desenvolvimento de resistências. Este parece ser um fenómeno hereditário, em que o gene 

ou genes responsáveis, se encontram previamente presentes na população de parasitas. 

Sendo considerado um fenómeno pré adaptativo, a resistência ocorre mesmo antes da 

utilização de qualquer antiparasitário, resultando de um processo de seleção. 

Em determinadas condições, após a exposição a um anti-helmíntico, os helmintas que 

transportam os genes responsáveis pela resistência são os que irão sobreviver à ação do 

fármaco. Ao reproduzirem-se, estes parasitas vão consequentemente aumentando o 

conjunto de genes que conferem resistência numa população. 
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A identificação da resistência aos anti-helmínticos surge pela primeira vez no início da 

década de 60, séc XX (22). Sabe-se hoje em dia, que a β-tubulina é o principal alvo 

molecular para a resistência dos nematodes aos antihelmintícos, apesar de não ser o único 

(46). Esta proteína membranar, desempenha um papel vital em inúmeros processos 

celulares e o comprometimento dos mesmos promove a ineficácia dos referidos fármacos. 

A existência descrita de SNPs em nemátodes Trichostrongylideos, no gene da β-tubulina 

isotipo-1 (16) determina a substituição da Tirosina pela Fenilalanina no codão 200 

(F200YSNP). Vários estudos posteriores ao longo do tempo, têm revelado a existência 

de outros polimorfismos de nucleótido único, nos codões 167 (F167Y) e 198 (E198A) no 

isotipo 1 da β-tubulina em várias espécies de nemátodes (47): Haemonchus contortus 

(48), Ancilostomídeos (Necator americanus e Ancylostoma brasiliense com SNPs no 

codão 198 e 200), Trichuris trichiura (mutação no codão 200) e mais recentemente em 

Ascaris lumbricoides (codão 200) (48). 

 

1.9. Co-infeção com outros parasitas  

 

Os nemátodes gastrointestinais, chamados de “vermes redondos” pela sua forma circular 

no corte transversal do seu corpo, infetam cães e gatos sob a forma de vários géneros e 

espécies distintas.  

As famílias com maior interesse no cão, pela sua patogenicidade para o Hospedeiro 

Definitivo e potencial zoonótico são as famílias Trichuridae (Trichuris vulpis), 

Ancylostomatidae (com as espécies Ancylostoma caninum, Ancylostoma tubaeforme e 

Uncinaria stenocephala), e família Ascarididae (com destaque para as espécies Toxocara 

canis, Toxocara cati e Toxascaris leonina) (25). 

Relativamente aos gatos, as duas famílias de nemátodes gastrointestinais com particular 

relevância são: Ancylostomatidae e Ascarididae.  

No decorrer da presente investigação foram identificados ovos de Trichuris vulpus e 

Ancylostoma sp. como resultado de infeções mistas, nas fezes dos animais analisadas. 

A família Trichuridae (representada em clínica de animais de companhia por Trichuris 

vulpus) não apresenta potencial zoonótico e o “verme em forma de chicote” é facilmente 

distinguido de outros nemátodes. Os seus ovos, presentes nas fezes de cães infetados são 

caracteristicamente em forma de limão, também facilmente distinguíveis de outros ovos 
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de nemátodes. Trichuris trichura, desta mesma família, parasita do Homem, não infeta 

cães (60). 

Na família Ancylostomatidae, as espécies mais comuns são Ancylostoma tubaeforme, 

Ancylostoma braziliense e Uncinaria stenocephala, (com potencial zoonótico). O 

considerável menor tamanho dos parasitas adultos (3-12mm) desta família, permite uma 

fácil distinção macroscópica relativamente à família Ascarididae não havendo 

possibilidade de incorreta identificação. Os ovos, de Ancylostoma spp. são do tipo 

estrongilídeo, medem entre 30-45 x 55-76µm e os de Uncinaria spp. medem cerca de 70-

90 x 40-50µm. A sua forma é oval com uma parede lisa e fina bem distinta dos ovos de 

Toxocara sp.  

Os adultos da superfamília Ascaridoidea, à qual pertence a família Ascarididae, têm boca 

trilabiada, dimensões até 45 cm e o macho sem bolsa copuladora; os ovos são muito 

resistentes, com uma membrana espessa e com 3 camadas. Nesta família, encontramos 2 

subfamílias: Toxocarinae (à qual pertence o género Toxocara, objeto deste estudo e 

também os géneros Toxascaris e Lagochilascaris) e a subfamília Ascaridinae (à qual 

pertencem, entre outros, os géneros Ascaris e Parascaris) cujo HD não são o cão nem o 

gato e, portanto, sem relevância para o presente estudo. A tabela 2 mostra algumas 

características relevantes utilizadas para identificação, quer dos parasitas adultos quer dos 

ovos (14). 
Classificação 

Subfamília/género 

Espécie Adultos 

(cm) 

Ovos 

 

HD Potencial 

zoonótico 

Toxocarinae 

  Toxocara 

 

 

..Toxascaris 

 

..Lagochilascaris 

(68) 

 

T. canis  

T. cati 

T. malayiensis 

T. leonina 

 

L. minor 

 

4-10 

3-6 

8-10 

5-10 

 

6-15 

 

85-90 x 75µm esféricos 

65-70 µm; ovais 

 

70-80µm; ovais e 

translúcidos 

75-85µm (semelhantes aos 

de Ascaris lumbricoides) 

 

Cão 

Gato 

Gato 

Gato 

 

Felídeos 

silvestres 

 

Sim 

Sim 

Sim (?) 

Não 

 

Sim (?) 

Ascaridinae 

  Ascaris 

 

Parascaris 

 

A. lumbricoides 

A. suum 

P. equorum 

 

15-40 

15-45 

 

Ovais/redondos 

Membrana espessa  

3 camadas 

75-85µm 

 

Homem 

Porco 

Cavalo 

 

Não aplicável 

Acidentalmente 
Exclusivo de cavalo 

 

Tabela 2 Superfamília Ascaridoidea, família Ascarididae 
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2.Objetivos 
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2. Objetivos 

 
Segundo a OMS, a toxocarose, enquanto STH, faz parte da lista das 17 doenças que 

afetam mais de mil milhões de pessoas no mundo. O CDC identifica a toxocarose larvar 

como uma das doenças parasitárias negligenciadas Neglected Parasitic Infections (NPI) 

(49). 

Apesar dos esforços da comunidade científica, investigadores, clínicos e agentes de Saúde 

Pública na diminuição da prevalência e consequente diminuição de morbilidade e 

mortalidade por toxocarose, existe ainda muito por fazer. Acredita-se que o crescente 

número de resistência aos fármacos disponíveis está diretamente relacionado com 

alterações genéticas parasitárias presentes em determinadas populações. 

O objetivo deste estudo consistiu na identificação molecular das espécies Toxocara canis 

e Toxocara cati e de possíveis mutações genéticas pré-determinadas, com 

responsabilidade na resistência aos benzimidazois, fámacos utilizados no combate a esta 

parasitose. 

 

2.1 Objetivo geral  

  

Avaliar a diversidade genética em amostras de Toxocara canis e Toxocara cati de cães e 

gatos que permitam a sua identificação, bem como dos genes envolvidos na resistência 

aos Benzimidazóis,  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Isolar o máximo de estirpes de Toxocara sp. de diferentes Hospedeiros Definitivos 

(cães e gatos) com diferentes origens e ambientes: casa; rua; meio rural e meio urbano 

ou ambientes mistos.  

• Identificar e analisar filogeneticamente as espécies do género Toxocara encontradas 

em cães 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 mutações previamente descritas, como as existentes nos codões 167,198 e 

200 do gene da ß tubulina associadas à resistência a benzimidazois e potenciais 

resistências. 

 

• Caraterizar os Hospedeiros definitivos conforme o seu habitat, identificar possíveis 

resistências aos antiparasitários e relacioná-las com as mutações genéticas 

encontradas determinando potenciais causas de resistência. 
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3. Material e Métodos 
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3. Material e métodos  
 

3.1 Local e período de estudo 

 

Foram realizadas colheitas de fezes, em cães e gatos, através do Hospital Veterinário de 

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

 

3.2 Metodologia 

 

As amostras de fezes foram observadas macroscopicamente para a identificação das 

formas parasitárias adultas e microscopicamente para a identificação de ovos. 

 Após colheita, os parasitas adultos foram lavados com água destilada e conservados em 

etanol a 70%, em recipiente de plástico e mantidos a 4ºC no frigorífico, até 

processamento. As fezes foram mantidas no recipiente de colheita (frascos de plástico ou 

sacos de plástico), também no frigorífico a 4ºC, sem qualquer adição de conservante. 

Todas as amostras foram posteriormente tratadas no INIAV (Instituto Nacional de 

Investigação Agrária e Veterinária). 

 

3.2.1 Colheita de amostras 

 

Com início em julho de 2020, foram solicitadas amostras de fezes a todos os detentores 

de animais atendidos no HVS (cães e gatos). A área geográfica abrangida compreende 

todo o distrito de Santarém, Portugal. Duas amostras (de 2 parasitas adultos) 

encontravam-se no laboratório de Parasitologia do INIAV (uma de um gato outra de um 

leão). 

Sempre que possível (dependendo da colaboração do tutor) foram realizadas colheitas de 

fezes (identificados, macroscopicamente, parasitas adultos e microscopicamente, ovos de 

Toxocara spp.) do mesmo animal, antes da desparasitação com pamoato de pirantel e 

após a sua administração.  

 

O pamoato de pirantel é um antiparasitário, antihelmíntico, com diminuta absorção 

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 nemátodes 

gastrointestinais causam a paralisia do parasita, agindo diretamente no recetor nicotínico 

da acetilcolina, na superfície do músculo somático. Através da despolarização das junções 

neuromusculares o Pirantel origina a paralisia irreversível dos parasitas, sendo os mesmos 

expulsos nas fezes, de forma natural. Uma dose única é suficiente para a desparasitação 

eficaz (50,51). 

 

3.2.2 Tratamento das amostras 

 

As fezes foram analisadas por dois métodos diferentes, integrando o protocolo de estudo 

da Dissertação de Mestrado da Dra. Susana Cunha, a decorrer na Faculdade de Medicina 

Veterinária de Lisboa. Foi feita a identificação dos ovos pelo método qualitativo de 

flutuação Willis-Mollay, e pela técnica Mini-Flotac, qualitativa e quantitativa. Optou-se 

pela realização de ambos os métodos para aumentar a sensibilidade da análise. 

 

Técnica de Flutuação de Willis-Mollay-baseada no princípio de que os ovos de 

nematodes flutuam numa solução salina a 1:130 e aderem a superfície de vidro após 

contato com a mesma (52). 

 
Pesaram-se 2 a 5g de fezes, misturaram-se 20 ml de solução hipersaturada de cloreto de 

sódio (NaCl) a 35% (D = 1.20g/dL) e homogeneizou-se a suspensão, com a ajuda de um 

bastão. De seguida, através de um tamis, o material foi filtrado para um tubo de ensaio, 

completando-o, até formar um menisco na superfície do mesmo. Foi colocada uma lamela 

sobre o menisco e deixou-se em repouso por 15 minutos. Retirou-se a lamela e esta foi 

sobreposta sobre a lâmina. A amostra foi observada ao microscópio ótico, em objetiva 

10x. 

 

Mini-Flotack (53) – Técnica de flutuação de maior precisão, baseada na técnica de Flotac 

mas de maior rapidez e simplicidade de execução .  

 

Pesaram-se 2-5g de fezes, adicionou-se cerca de 15ml de água e homogeneizou-se a 

solução. 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 câmara Mini-Flotac e  

procedeu-se à contagem dos ovos com a ajuda do microscópio ótico.  

 

Após a identificação de ovos de Toxocara spp. nas fezes, os animais foram tratados com 

pamoato de pirantel para libertarem os adultos nas fezes e proceder-se à sua análise 

filogenética. 

 

3.3 Extração de DNA  

 

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

adultos de Toxocara spp. de Cão e Gato. 

 

3.3.1 Preparação das amostras 

 

Fezes – Purificação e conservação dos ovos de Toxocara sp.  

 

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

2) Num volume de 45ml de solução saturada de NaCl, homogeneizou-se a suspensão. 

3) Através de um crivo, transferiu-se a suspensão 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 água corrente da torneira). 

6) Colheram-se os ovos do filtro com a ajuda de uma pipeta de Pasteur descartável, 

aspirando-os com pequenos volumes de água para um tubo de Falcon de 15ml. 

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

8) Aspirou-se parte do sobrenadante, deixando o sedimento contendo os ovos com 5ml 

do sobrenadante no tubo. 

9) Ressuspendeu-se e transferiu-se a suspensão para um gradiente de açúcar, para 

purificar os ovos. 

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

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

com pequenos volumes de água para um tubo de Falcon de 15ml. 
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12) Centrifugou-se a suspensão 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 suspensão com os 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 digestão enzimática dos 

mesmos e macerados com uma “seta de plástico”. 

 

As técnicas moleculares, baseadas fundamentalmente em PCR (Polymerase Chain 

Reaction) requerem o isolamento de DNA genómico, com o maior grau de pureza 

possível. As técnicas de extração devem evitar a degradação do DNA pelas DNases 

(pH7), eliminar polissacarídeos, ou outros compostos secundários que possam danificar 

o DNA (54). 

Estão descritos vários métodos de extração de DNA, com protocolos que permitem a 

obtenção de um DNA puro e intacto (55,56). Neste estudo foi usado o protocolo CTAB 

(cetyltrimethylammonium bromide), frequentemente utilizado na extração de DNA em 

tecidos vegetais (57). A extração de DNA nas células vegetais é mais difícil do que na 

maioria das células animais, pelo fato de possuírem parede celular (com componentes 

como, celulose, peptidoglicanos e quitina). Em nemátodes a presença de colagénio na 

rígida cutícula externa (58) pode dificultar a extração de DNA, pelo que se optou pela 

utilização de um método mais eficiente, para estruturas de maior rigidez.  

 O CTAB (pH8) é um detergente catiónico que solubiliza as membranas celulares (e 

também as paredes celulares vegetais), formando um complexo com o DNA que facilita 

a sua precipitação diferencial. É utilizada também neste método de extração, a proteinase 

K cuja função consiste na separação do DNA das proteínas da cromatina. Para a separação 

entre ácidos nucleicos e proteínas usa-se o clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) que, ao 

desnaturar as proteínas, torna-as insolúveis em fase aquosa (onde se encontram os ácidos 
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nucleicos). Por último, o etanol a 70%, por desidratação do DNA, promove a sua 

precipitação. O TrisEDTA dissolve o precipitado para leitura por espectofotometria. 

Após os processos físico de fracionamento dos parasitas adultos procedeu-se à extração: 

 

1) A cada tubo eppendorf, adicionou-se 600 µl de tampão CTAB. 

2) Adicionou-se 10 µl de proteinase K. 

3) Homogeneizou-se (Vórtex). 

4) Incubou-se a amostra no termomixer a 70ºC, com agitação permanente por 2h.. 

5) Congelou-se a amostra por 24h. 

6) Adicionou-se 600 µl de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), após 

descongelamento ao ar. 

7) Agitou-se 2 minutos no Vórtex. 

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

9) Adicionou-se 200 µl de etanol absoluto gelado (precipitação 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 µl 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 55ºC durante pelo menos 10 minutos (até secar 

completamente). 

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

18) Congelaram-se as amostras. 
 

 
3.4 Quantificação de DNA – Concentração e grau de pureza 
 
As amostras de DNA extraídas no laboratório do INIAV foram avaliadas quanto à sua 

concentração e ao seu grau pureza por meio da análise da densidade óptica (DO) através 

da técnica da espectrofotometria. Os ácidos nucleicos absorvem luz no comprimento de 

onda 260nm; a quantidade de luz absorvida permite-nos quantificar o DNA. As proteínas 

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

contaminação).  

Diluiu-se, na diluição de 1:50, 10 µL de cada amostra de DNA com 490 µL de água ultra 

pura.  

As leituras realizadas no espetrofotómetro (Nanodrop 2000), no comprimento de onda 

260nm e 280nm contam da tabela 4, em anexo. 

A relação: 1 DO260 = 50 µg de DNA (o valor de absorvância 1 no comprimento de onda 

260 corresponde a 50 µg/ml de DNA de dupla hélice) é usada para estimar a concentração 

de DNA em cada amostra, utilizando o cálculo seguinte:  

 

Concentração de DNA = leitura da DO260 x 50 µg x fator de diluição 

usado na leitura. 

 

3.5 PCR amplificação de DNA  

  

A Polymerase Chain Reaction (PCR) tem como fundamento a multiplicação de pequenos 

fragmentos de DNA, permitindo a obtenção de milhões de cópias semelhantes, para a 

realização de análises genéticas e moleculares.  

Para a sua realização são necessários: a amostra de DNA (que contém o segmento a 

amplificar); nucleótidos (para a síntese de novas cadeias de DNA); a enzima DNA 

polimerase (catalisadora da reação); o magnésio (co-fator da reação) e os primers, 

pequenas sequências de nucleótidos, conhecidas e complementares à região alvo de DNA. 

A reação resulta de combinações de temperatura e tempo adequadas, existindo três fases 

distintas no processo: desnaturação, anelamento e extensão.  

Na primeira fase (desnaturação) por ação do calor, a cadeia dupla de DNA separa-se em 

duas cadeias simples, a 94°C / 95°C. Esta fase possibilita a ligação dos primers à região 

complementar à sua sequência, na amostra de DNA.  

Na fase de anelamento a temperatura é reduzida (sendo específica para cada par de 

primers), dependendo principalmente do tamanho do primer e da sequência de 

nucleótidos. Esta temperatura deve ser previamente determinada. 
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Em seguida, na fase de extensão, com um aumento da temperatura (para cerca de 72ºC) 

a Taq polymerase, uma enzima, sintetiza duas novas fitas de DNA, usando a fita original 

como modelo. Isto resulta na duplicação do DNA original.  

Todo o processo é repetido cerca de 40 vezes possibilitando a obtenção das várias cópias 

de DNA necessárias às análises respetivas (59,60). 

 

No presente trabalho, todas as amostras foram submetidas à técnica de PCR. As regiões 

relevantes para o estudo filogenético do rDNA e do mDNA anteriormente descritas, 

foram amplificadas. 

Assim, foram desenhados os seguintes primers de acordo com as respetivas referências 

ITS2, nad, cox1, coi, 18S, ß tubulina (codão ASC 167,198,200) identificados com as 

letras A a H para amplificação do DNA (59,60). Sucessivas amplificações foram 

realizadas para otimização das temperaturas de reação, na fase de anelamento (de acordo 

com a tabela 1). 

As reações foram realizadas num volume total de 25 ul num mix com a seguinte 

composição: 11,75 ul de água pura; 5ul de tampão 200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM 

KCl; 2 ul de Mg 2+; 3ul de dNTP(ACGT); 1ul 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 

condições:   

- 95 °C durante 5 min; 94 °C durante 30 s, seguidos de 51 °C durante 30 s (temperatura 

variável consoante o primer utilizado), por fim 72 °C durante 30 s e finalmente 72 °C 

durante 5 min. 

Para cada amplificação foram incluídas amostras sem DNA (controlos negativos) para 

detetar possíveis contaminações.  

Após a primeira tentativa da utilização da temperatura de 51°C para todos os primers a 

seleção 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 cronológica de realização) descritas na tabela que 

se segue: 
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primers Temperaturas experimentadas 

(ºC) 

Temperaturas 

médias(ºC) 

Temperaturas 

finais(ºC) 

ITS gato 51;59;55;49 47,30 51 

ITS cão 51;56;50;59 55,42 59 

nad 51;49;56;55 50,63 55 

cox1 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 

ß Tubulina 51;55;58;59;49;54;56;53 61,87 59 

codão ASC 167 51;54;59 54,93 59 

codão ASC 198 51;54;59 56,64 59 

codão ASC 200 51;54;59 55,91 59 

 
Tabela 1 – Otimização das temperaturas na fase de anneling no processo de PCR.  

 

3.6 Electroforese em Gel de Agarose– análise da amplificação 

 

Utilizou-se a electroforese em gel de agarose para separação e identificação 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 separação das 

mesmas. Os ácidos nucléicos, por possuírem carga total negativa (devido ao grupo 

fosfato), migram sempre em direção ao polo positivo sendo que os fragmentos com menor 

peso molecular, deslocam-se mais rapidamente, permitindo a sua separação e 

subsequente identificação.   

Procedimento  

1) Preparou-se a tina (suporte do gel) de acordo com o número de amostras de DNA a 

analisar (número de poços igual a número de amostras +1). 

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

3) Mediram-se 200ml de tampão tris−borato−EDTA 1 X (TBE1x) numa proveta e 

transferiu-se para um balão de Erlenmayer 

4) Aqueceu-se 3 minutos no micro-ondas (até ficar translúcido). 
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5) Adicionaram-se 8 µl de Cybergreen ou green safe premiun (que emitem fluorescência 

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 câmara. 

8) Encheu-se a câmara com tampão TBE 1x até cobrir o gel por completo e iniciou-se o 

enchimento dos poços com as diferentes amostras (o primeiro poço foi cheio com um 

marcador Ladder que consiste num padrão de referência que contém fragmentos 

conhecidos de DNA e que permite a comparação com a amostra). 

9) Colocaram-se as amostras da esquerda para a direita para a correta identificação das 

mesmas aquando da leitura adicionam-se a cada uma 8 µl de marcador Loading que 

confere peso e cor. 

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

11) Procedeu-se à leitura. 

 

3.7 Purificação das amostras 

 

A purificação das amostras consiste na remoção de contaminantes como lípidos, 

proteínas, hidratos de carbono, oligoelementos e RNA (61). 

No presente estudo utilizou-se o QIAGEN® PCR Purification Kit. Este Kit comercial, 

permite a passagem da amostra por uma coluna de purificação (carregada positivamente), 

onde o DNA fica retido pela atração da sua carga negativa. A eluição do DNA retido é 

conseguida através de um tampão EB (10mM Tris CL,pH 8.5) e a amostra é transferida 

para um tubo, sendo assim desprezados os contaminantes existentes.  

Este protocolo permite a purificação de 10 µg de produtos de PCR (com tamanho de 100 

bp a 10Kb). Ao tampão PE deve ser adicionado etanol (90-100%). Ao tampão 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 µl de tampão PB a 16 µl de cada amostra. 

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

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

6) Adicionou-se 750 µl de Tampão PE e centrifugou-se novamente (13000 r.p.m. a 

temperatura ambiente). 

7) Descartou-se o líquido 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 resíduo e o respetivo tubo da coluna. 

10) Em novos eppendorfs já identificados (passo1), foram colocadas as colunas de 

purificação e foi adicionado 50 µl de tampão EB para eluição 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 análise das amostras após 

purificação. 

 

3.9 Sequenciação 

 

Após a realização dos procedimentos supra descritos, procedeu-se ao envio para 

sequenciação de 25 amostras, no Instituto de Higiene e Medicina Tropical de Lisboa. As 

amostras foram selecionadas com base em critérios de valor analítico e relevância para o 

assunto em estudo.  

Após a extração de DNA, quantificação, purificação e amplificação do mesmo, com 

resultados considerados aceitáveis, comprovados pela electroforese em gel de agarose, 

foram sequenciados os genes/região genómica ITS2 gato, ITS2 cão, 18S, e ß Tubulina 

(codão ASC 167,198,200) provenientes de seis amostras de gatos e duas de cães pelo 

laboratório Stab Vida - Sequenciação automática. 
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3.10 Repetição de procedimentos 

 

Foram repetidos todos procedimentos acima descritos para novas amostras após a 

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

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

4.1 – Amostras obtidas de cães e gatos 

Foram obtidas noventa e seis amostras (numeradas de 1 a 96 - parasitas adultos e ovos), 

que no total, correspondiam a dezanove animais (quinze gatos e quatro cães, numerados 

de 1 a 19). 

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

parasita.  

Apenas uma amostra foi proveniente do vómito de um animal (gato não desparasitado), 

sendo as restantes noventa e cinco provenientes de fezes. 

Relativamente à desparasitação: dez formas parasitárias foram obtidas, antes da toma de 

qualquer desparasitante (nove parasitas adultos e uma amostra de ovos); em 80 amostras 

houve desparasitação anterior às colheitas e em seis amostras não foi possível determinar 

se existia ou não desparasitação prévia. 

Das 80 amostras pertencentes a animais desparasitados, sessenta e cinco correspondem a 

parasitas libertados nas fezes de cães e gatos após 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 associação de febendazol e milbecina (tabela 3 em anexo)  

Foi realizada uma primeira identificação/seleção parasitária, pelas características 

fenotípicas, Hospedeiros Definitivos e também através da observação microscópica dos 

ovos.  
 

 

4.3 – Caraterização filogenética 

 

O conhecimento do Hospedeiro Definitivo permite uma maior sensibilidade na 

identificação da espécie, pela “especificidade de hospedeiro” existente, no que diz 

respeito a Toxocara spp. A baixa prevalência dos géneros Toxascaris ou mesmo de 

Lagochilascaris (não descrita sequer em Portugal) diminuem muito a probabilidade de 
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serem encontrados nestas amostras (14). No entanto a especificidade da identificação só 

foi possível após análise molecular.  
 

Todas as 96 amostras foram amplificadas pela técnica PCR. Destas, 25, foram 

selecionadas para sequenciação, não sendo, no entanto possível a sua realização pela 

complexidade dos primers. Posteriormente repetiu-se a sequenciação para 14 amostras, 

correspondentes a 9 animais e por condicionantes várias, inerentes ao próprio 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 análise filogenética, procurou-se identificar pelo menos um dos genes (ITS, NAD, 

COX1/COI, 18S) nas formas parasitárias recolhidas, de cada um dos Hospedeiros 

Definitivos. 

A sequenciação genética dos genes NAD, COX I/COI permitiu-nos concluir que o DNA 

proveniente das amostras números: 2 (ovos), 62 (adulto), 35 (adulto) e 45 (adulto) 

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

 

A árvore genética seguinte corresponde à amostra número 2, gene NAD (representada na 

figura como amostra 1c). 

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

na árvore genética subsequente como 1 gene D, é também evidenciada a sua 

proximidade a T.cati. 

 
 

Fig 9 -Árvore genética amostra 2, gene COX 
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Na próxima árvore genética podemos ver a representação do gene COI, também da 

amostra 2.  

 

 
 

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

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

 
 

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

E. 
 

 
 

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

 

 
 

Fig 13 -Árvore genética amostra 35, gene COX 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   51 

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

 
 

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

voltamos a observar a maior proximidade a T.cati. 
 

 
 

Fig 15 -Árvore genética amostra 45, gene COX 
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E tal como na árvore genética anterior, a proximidade a T.cati é mais uma vez evidente 

(amostra 4 gene E). 

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

de Toxocara canis, para NAD, como observamos na árvore genética seguinte: 

 
 

 
 

Fig 17 -Árvore genética amostra 51, gene NAD 
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A sequenciação da amostra 51 coloca-a mais próxima de Toxocara cati para COX I 

(amostra 6 gene D). 
 

 

 
 

Fig 18 -Árvore genética amostra 51, gene COX 
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Nesta árvore também observamos a maior proximidade para T.canis (amostra 6 gene E) 

na amostra 51, gene COI.  
 

 
 

Fig 19 -Árvore genética amostra 51, gene COI 
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Existe alguma controvérsia na literatura existente no que diz respeito à infeção por 

Toxocara spp. em humanos. Alguns autores consideram que a maioria dos casos são da 

responsabilidade de Toxocara canis (62) enquanto que outros acreditam que a prevalência 

de Toxocara cati é subestimada, uma vez que os gatos têm acesso mais facilitado a zonas 

onde existe maior contato com crianças e por isso, têm maior responsabilidade nos casos 

de larva migrante visceral (63).  

Existe também a possibilidade de diferentes animais selvagens, quer canídeos (como o 

caso da raposa, do chacal e do lobo) quer felídeos (como o lince) estarem na origem da 

infeção, como Hospedeiros definitivos de Toxocara canis e Toxocara cati (48). A infeção 

patente nestes animais, associada a completa ausência de tratamento, poderá ser 

determinante na existência de de ovos de Toxocara spp. no ambiente. Análises 

filogenéticas serão determinantes para clarificar o papel destes carnívoros na 

contaminação de ambientes urbanos, através do seu movimento pelas fronteiras das 

cidades e o seu potencial para infetar gatos e cães de rua.  

Estudos epidemiológicos auxiliados pela biologia molecular são necessários para 

esclarecer esta dúvida. 

 

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

Aerulostrogylus sp.). 

 

Alterações na sequenciação 

 

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

analisadas, permitindo-nos encontrar as semelhanças vs diferenças entre as respetivas 

bases.  

 

Gene NAD 
Amostra Amostra 4 Amostra 2 Amostra51 

Amostra 4 100.00 83.52 86.07 

Amostra 2 83.52 100.00 87.33 

Amostra 51 86.07 87.33 100.00 

Tabela 5 Identidade do gene nad para as amostras 4,2 e 51 
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Gene subunidade COX 
NºAmostra  4 2 62 45 35 51  

4 100.00 97.30 99.16 98.33 98.38 98.37 

2 97.30 100.00 100.00 99.16 97.30 97.29 

62 99.16 100.00 100.00 99.17 99.16 99.16 

45 98.33 99.16 99.17 100.00 100.00 100.00 

35 98.37 97.29 99.16 100.00 100.00 100.00 

51 98.37 97.29 99.16 100.00 100.00 100.00 

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

 

Gene subunidade COI 
NºAmostra  4 35 45 2 62 51  

4 100.00 100 98.87 98.39 97.16 90.48 

35 100.00 100.00 98.87 98.39 98.39 90.48 

45 98.87 98.87 100.00 98.57 96.84 89.52 

2 98.39 98.39 98.57 100.00 98.42 89.52 

62 98.39 98.39 96.84 98.42 100.00 88.89 

51 90.48 90.48 89.52 89.52 88.89 100.00 

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

 

 

Relativamente às amostras em questão, a diversidade mais notória encontra-se no gene 

NAD, onde a percentagem de identidade entre os genes não ultrapassa os 87.33%, 

encontrando -se este valor máximo de identidade por comparação entre a amostra 2 e a 

amostra 51. A diferença 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 são idênticas entre si, 

bem como as amostras 35, 45 e 51, no que diz respeito à subunidade COX1, o que 

significa que não sofreram quaisquer mutações. 

Já a subunidade COI é semelhante (100%) nas amostras 4 e 35. 
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A figura 20 mostra as mutações na sequência do gene NAD, relativamente às amostras 

analisadas: 

 
 

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

respetivamente) 

 

Na posição 26 encontramos a primeira alteração identificada com a seta a negro: 

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

alterações ao longo da sequência estão identificadas com a ausência do asterisco (*) 
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As figuras 21 e 22 representam as sequências das subunidades COX e COI, com as 

mutações das bases identificadas também com a ausência de asterisco (*). 

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

1, 3, 4, 5 e 6 respetivamente) 
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Fig 22 Sequência COX para as amostras 4, 35, 45, 2 e 62 (que correspondem na figura aos números 2, 5, 

4, 1 e 3 respetivamente) 

 
A NADH desidrogenase catalisa o transporte eletrónico do NADH para a Coenzima Q10 

(fundamental para a produção de energia nas mitocôndrias das células). A citocromo C 

oxidase está envolvida no processo de produção de ATP.  
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Ambas as enzimas, codificadas pelos genes respetivos analisados, estão diretamente 

envolvidas no processo de obtenção de energia das células, que poderá sofrer alterações 

resultantes da ocorrência de mutações ao logo de várias gerações.  

Para mutações identificadas nestes genes encontramos vários exemplos de resistência a 

fármacos, como no caso a isoniazida no combate a Mycobacterium smegmatis, em que 

um defeito na NADH desidrogenase condiciona a eficácia do medicamento.  

O fato de encontrarmos divergências na sequência genómica leva-nos a assumir a 

probabilidade de outras mutações ocorrerem noutros genes, diretamente implicados no 

mecanismo de resistência aos benzimidazois. 
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5. Conclusões 
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5.Conclusões 

 
A identificação molecular de Toxocara canis e Toxocara cati foi realizada com sucesso 

em todas as amostras possíveis de sequenciação. Foi confirmada a identidade dos 

parasitas estudados. Numa mostra de ovos foi identificada uma infeção mista 

(Aerulostrogylus sp.). 

Os resultados encontrados revelam uma evidente heterogeneidade genética dos parasitas. 

 

A pressão do fármaco na população parasitária está diretamente associada ao 

desenvolvimento de resistências. Este parece ser um fenómeno hereditário, em que o gene 

ou genes responsáveis, se encontram previamente presentes na população de parasitas. 

Sendo considerado um fenómeno pré adaptativo, a resistência ocorre mesmo antes da 

utilização de qualquer antiparasitário, resultando de um processo de seleção. 

Em determinadas condições, após a exposição a um anti-helmíntico, os helmintas que 

transportam os genes responsáveis pela resistência são os que irão sobreviver à ação do 

fármaco. Ao reproduzirem-se, estes parasitas vão consequentemente aumentando o 

conjunto de genes que conferem resistência numa população.  

As alterações no alinhamento das bases na sequência dos genes analisados resultantes de 

mutações ao longo de gerações, que indicam uma maior probabilidade de resistências a 

fármacos.  

Os genes mitocondriais apresentam uma probabilidade de mutação reduzida, pelo que a 

sua existência nestes parasitas revela que podemos estar perante uma pressão de fármaco 

algures nos seus ascendentes. 

 

A emergência da resistência aos anti-helmínticos e, especificamente aos compostos 

benzimadazólicos, constitui um problema de maior importância, considerando a limitação 

de antiparasitários disponíveis para o tratamento e controlo destas parasitoses, nos 

animais de companhia e na infeção humana, medida integrada numa abordagem One 

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

Animal Amostras para 
sequenciar 

Nome-Género Idade Ambiente Desparasitação Carterização 

1  54 ?X(ASP) F Adulto casa Não (sem desp. 
regulares) 

De casa mas com acesso à 
rua (data colheita - dc 
18/7/2020) 

2  8,63,64,65,66 ?Y(ASP)F Adulto Casa Não (sem desp. 
Regulares) 

De casa, mas com acesso à 
rua (dc18/7/20) 

3 89 ?X(ARM)F «3 
meses 

Abrigo 
Rio Maior  

Não dc7/8/2020  

4 5,90,91,92 ?Y(ARM)F  >6 
meses 

Abrigo 
Rio Maior  

Pirantel  Após desparasitação, sem 
dados posteriores 

5  67,68,85,86, 88 APACC F «3 
meses 

Canil 
APAAC 

Febendazol+Milbemicina 
14/8/20 

 Após desparasitação 

6 94 Boneco(HVS)F 3 
meses 

HVS-
consulta 

Telmin  Após desparasitação; gato 
de rua infestação por 
pulgas/coriza 

7 95 INIAV F       Iniav22952 

8 10,27,28,29,30,31,32,55, 
56,57  

King F   Casa 
encontrado 
na rua 

Strongid a 21/9/20 Após desparasitação dc 
29/9/20 fez caniquantel a 
29/9/20 

9 M1,M2,M3 Marelinho F «6 
meses 

Casa Pirantel  (fev) strongid 
maio 

Gato de casa que veio da 
rua; amostra depois do 
strongid em Maio  

9´ 9,69 Marelinho «6 
meses 

Casa Strongid (mai)  8/8/20 esta amostra é antes 
do novo strongid 

9´´  49,50,51,52,53,73,74,75, 
76,77, 
78,79,80,81 

Marelinho «6 
meses 

Casa Strongid 8/8 Após 30h de strongid, dc 
10/08/20 

10 2  Fá F 4 
meses 

Rua 
(campo) 

Não 230 OGF com amostra 

10´ 3 Fá       larvas vivas e ovos 1 
semana após desparasitação 

11  11  Dó F       1 adulto sem ovos 1 semana 
após 1ª desparasitação, dc 
8/10/20 

11´ 62 Dó       19/10 1 adulto 
imediatamente após a 2a 
desparasitação com strongid 

12  23,24,25,26,33,34,35,36, 
37,38, 
39,40,41,42,43 

Sol F       Dc 06/10/20 

12´ 
  

1,6 (fezes),7(fezes), 
12,18,19,20,21,22 

Sol       adultos e ovos (tenho 
amostras de fezes)1 semana 
após desparasitação dc 7/10  

12´´ 72 Sol       1 adulto imediatamente 
após a 2a desparasitação 

13 14,15,44,45,46,47,48,59 Re F       8/10adultos sem ovos 1 
semana após desparasitação 

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 após a 
2a desparasitação 

15  83   Cão 2 
meses 

apaac não despasitado 24/09 1 adulto (vomitou o 
parasita) 

16 93 Vito 4 
meses 

HVS 
consulta 

sem desparasitação Cão de casa 

17 13,70,71,79 ? cão       dc18/07/20 

18 82 ? Cão «6 
meses 

Canil 
APAAC 

Não  Sem dados  

19 96     Sem dados 
Tabela3- Caraterização das amostras colhidas   

Legenda - A ITS2 cat; B ITS 2 can; C nad; D cox; E coi; F 18S; G tubulina; H codão 167; I codão 198; J 

codão 200. 
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QUANTIFICAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS EM ESTUDO 
 

Sample ID Nucleic Acid 
Conc.( ng/µl) 

A260 A280 260/280 260/230 Factor 

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 
5E 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 23,3 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 5,8 0,117 0,114 1,02 0,1 50 
43 92,3 1,847 0,876 2,11 1,25 50 
44 125,8 2,515 1,227 2,05 1,24 50 
45 56,6 1,133 0,591 1,92 0,99 50 
46 1,2 0,025 0,011 2,34 0,04 50 
47 5,1 0,102 0,07 1,47 0,28 50 
48 27,6 0,552 0,274 2,01 0,67 50 
49 428,9 8,577 4,098 2,09 1,7 50 
50 109,1 2,181 1,056 2,06 1,22 50 
51 55,4 1,108 0,55 2,01 0,99 50 
52 2305,6 46,113 31,021 1,49 1,34 50 
53 163,8 3,276 1,564 2,09 1,59 50 
54 2070 41,399 23,669 1,75 0,79 50 
55 4,9 0,098 0,055 1,79 0,09 50 
56 12,4 0,248 0,117 2,13 0,43 50 
57 4 0,081 0,05 1,61 0,09 50 
58 5,5 0,11 0,087 1,26 0,11 50 
59 576,9 11,538 6,981 1,65 0,91 50 
60 248,8 4,976 2,608 1,91 0,95 50 
61 274,1 5,481 2,684 2,04 1,22 50 
62 449 8,979 4,85 1,85 0,94 50 
63 702,3 14,047 6,954 2,02 1,3 50 
64 1354,8 27,097 13,308 2,04 1,36 50 
65 1166,2 23,325 11,801 1,98 1,02 50 
66 240,8 4,816 2,298 2,1 1,34 50 
67 28,9 0,578 0,284 2,03 0,61 50 
68 87,8 1,756 0,859 2,05 0,89 50 
69 326 6,521 3,109 2,1 1,26 50 
70 655,9 13,118 8,083 1,62 0,59 50 
71 830,1 16,601 11,026 1,51 0,65 50 
72 783,2 15,663 8,163 1,92 0,92 50 
73 694,1 13,883 6,859 2,02 0,98 50 
74 452 9,041 4,854 1,86 0,78 50 
75 1088,6 21,772 10,503 2,07 1,27 50 
76 42,5 0,851 0,611 1,39 0,17 50 
77 49,7 0,993 0,679 1,46 0,08 50 
78 195,9 3,918 2,151 1,82 0,54 50 
79 83,3 1,666 0,947 1,76 0,2 50 
80 59 1,181 0,697 1,69 0,17 50 
81 49,6 0,992 0,59 1,68 0,14 50 
82 570,5 11,41 9,095 1,25 1,08 50 
83 430,9 8,618 8,031 1,07 0,72 50 
84 132,6 2,652 1,697 1,56 0,31 50 
85 53,2 1,065 0,758 1,4 0,14 50 
86 33,4 0,668 0,493 1,36 0,1 50 
87 113,5 2,27 1,305 1,74 0,11 50 
88 26,5 0,529 0,319 1,66 0,09 50 
89 214 4,281 3,504 1,22 0,33 50 
90 701,2 14,025 8,997 1,56 0,93 50 
91 476,1 9,522 4,99 1,91 0,83 50 
92 573,4 11,469 6,097 1,88 1 50 
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93 342,3 6,846 4,389 1,56 0,64 50 
94 221,5 4,43 3,674 1,21 0,47 50 
95 101 2,019 1,131 1,79 0,63 50 
96 0,6 0,012 0,006 1,92 -0,12 50 
L1 202,6 4,052 2,012 2,01 1,89 50 
L2 174,7 3,493 1,911 1,83 1,29 50 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


