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1. INTRODUÇÃO 

 
A toxocaríase é uma doença de caráter zoonótico, que tem como principal 

agente etiológico o Toxocara canis, mas podendo também ser ocasionada por 
Toxocara cati (HOSSACK et al., 2008). Esses nematódeos possuem como 
hospedeiros definitivos cães e gatos, nos quais as formas adultas se localizam no 
intestino delgado (DESPOMMIER, 2003). Nos hospedeiros não preferenciais, 
como o homem, a forma larval desse parasito se mantém em migração nos 
tecidos, ocasionando diversas síndromes e quadros clínicos, podendo acometer 
uma grande variedade de tecidos, destacando-se as vísceras, olhos e encéfalo. 
(DESPOMMIER, 2003).  

O diagnóstico da toxocaríase é difícil devido à ausência de sintomas 
específicos e a variedade de manifestações clínicas (MOREIRA et al., 2014). 
Atualmente, as técnicas sorológicas são as mais utilizadas para o diagnóstico 
laboratorial da toxocaríase, sendo o teste de maior especificidade o ELISA 
indireto, que utiliza antígenos de excreção e secreção de larvas L3 (TES) 
(DESHAYES et al., 2016). No entanto, os testes de ELISA disponíveis utilizando o 
TES bruto não são capazes de diferenciar as duas espécies agentes da 
toxocaríase (ZIBAEI et al., 2016). Além disso também podem ocorrer reações 
cruzadas entre Toxocara spp. e outros helmintos, como por exemplo Ascaris spp. 
e Fasciola hepatica (ROMASANTA et al., 2003).  
  A identificação, através de técnicas moleculares, de Toxocara spp. e sua 
diferenciação de outras espécies de ascarídeos, que também podem realizar 
migração de larvas nos tecidos, tem contribuído para o estudo do diagnóstico e 
controle desses parasitos (GASSER et al., 2013; ZIBAEI et al., 2013). 
 Nesse contexto, o presente estudo buscou identificar fragmentos de DNA de 
T. canis, no encéfalo e no sangue de camundongos experimentalmente 
infectados. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Os ovos de T. canis foram coletados e incubados conforme AVILA et al 
(2011), e a inoculação de 1500 ovos foi realizada através de gavagem por sonda 
gástrica em 9 camundongos que foram divididos em 2 grupos: G1, submetidos à 
eutanásia 48 h após a inoculação dos ovos (5 animais) e G2, submetidos à 
eutanásia 30 dias após a inoculação dos ovos (4 animais). Foi também mantido 
um grupo controle (G3) de 2 animais, que não foram inoculados (controle 
negativo). 

Os animais do Grupo G1 tiveram sangue total coletado com EDTA no 
momento anterior à eutanásia, no do Grupo G2 e grupo controle. As coletas se 
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deram nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 após infecção, com EDTA (sangue total) e sem 
EDTA (soro). As amostras de soro foram utilizadas para teste de ELISA e as de 
sangue total de todos os grupos para avaliação molecular (PCR). 

Durante a necropsia, foram coletados os encéfalos, que foram 
individualmente macerados e fracionados em quintuplicatas de 20mg, para 
posterior extração de DNAg. O restante do órgão foi submetido à digestão 
tecidual para contagem do número de larvas de T. canis (WANG & LUO, 1998).  
 As extrações de DNA foram realizadas através do kit comercial Wizard 
Genomic DNA Purification (Promega®), e para amplificação de DNA foram 
utilizados os primers desenhados por JACOBS et al., (1997). A reação de PCR foi 
realizada em volume final de 50 μL: 25 μL Master Mix 2X (Promega®), 1,5 de 
cada primer (20 μM), 300μg de DNAg e submetidas a temperaturas de 95°C/5min; 
35 ciclos de 95 °C/30s; 55°C/30s; 72 °C/30s; e 72 ºC/ 7 min.  
 Foram utilizados como controle positivo DNA extraído de pool de 500 larvas 
de T. canis e, como controle negativo, DNA do encéfalo e sangue de camundongo 
não infectado. A eletroforese foi realizada com volume final de 6µL em gel de 
agarose a 2% e observado em transluminador de luz UV. O órgão foi considerado 
positivo para infecção por T. canis, quando observado amplicon em ao menos 
uma das quintuplicatas. As amostras positivas foram purificadas utilizando o Kit 
comercial GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit e enviadas para 
empresa especializada em sequenciamento genético Macrogen®.  

A pesquisar de IgG (Anti-Toxocara), foi realizado individualmente nos 
animais do Grupo G2 e controles negativos, através do teste TES-ELISA indireto 
conforme AVILA et al., (2011). 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 
da Universidade Federal de Pelotas (CEEA – 7921). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Foi possível observar a amplificação do DNA de T. canis no controle positivo 
(500 larvas) e a ausência de amplificação nos controles negativos. Estes 
resultados foram confirmados através do sequenciamento genético. 

Conforme pode-se observar na tabela 1, foi possível detectar DNA de T. 
canis no encéfalo de três camundongos do grupo G1, destes, em um, a 
recuperação de larvas no tecido foi zero, e nos outros dois foi de apenas uma 
larva em cada. Nos dois animais nos quais não foi visualizada amplificação 
(negativos na PCR), também não foram recuperadas larvas no respectivo tecido, 
importante salientar que a infecção foi confirmada nesses animais através do 
teste de ELISA. No grupo G2 todos os animais tiveram a infecção do encéfalo 
ratificada pela técnica de PCR (tabela 1). No entanto, não houve amplificação em 
nenhuma das amostras de sangue nos animais dos dois grupos (G1 e G2). 

 
Tabela 1: Amplificação do DNA de Toxocara canis no encéfalo e número de 
larvas recuperadas em camundongo experimentalmente infectados. 

 Resultado PCR / Nº de Larvas recuperadas  

 G1 (48 h após inoculação) G2 (30 dias após inoculação) 

Identificação 
Animais 

 
A1 

 
A2 

 
A3 

 
A4 

 
A5 

 
B1 

 
B2 

 
B3 

 
B4 

Encéfalo + / 1 + / 0 - / 0 - / 0 + / 1 + / 107 + / 157 + / 86 + / 20 

 
 Este é o primeiro relato de identificação de T. canis por biologia molecular no 
encéfalo de camundongos experimentalmente infectados. Entretando, ZIBAEI el 



 

 

al.; (2017) identificaram larvas de Toxocara spp. no encéfalo de frangos 
naturalmente infectados, no entanto, neste estudo as larvas foram previamente 
isoladas do tecido para subsequente identificação molecular. No presente estudo 
a busca pelo DNA do parasito ocorreu junto ao tecido encefálico do animal, 
dispensando etapa anterior a Extração de DNA.  

Não foi possível identificar DNA de T. canis no sangue total dos animais, ao 
contrário do que já foi descrito com outros parasitos, como Dirofilaria immitis e 
Dirofilaria repens em amostras de sangue de cães (ALBONICO et al., 2013), 
acreditasse que a diferença nos resultados seja devido ao ciclo de vida desses 
parasitos, uma vez que o T. canis não possui uma fase de vida livre no sangue, 
alcançando a circulação apenas na ocasião de migração pelos tecidos 
(DESPOMMIER, 2003). 
 Neste estudo observou-se a confirmação da infecção de todos os animais 
por técnica molecular em apenas 48 h após a inoculação, enquanto no teste de 
ELISA foram necessários 14 dias para ocorrer a conversão da sorologia (figura 1). 
Esse dado é corroborado por ZIBAEI et al., (2013), que obtiveram melhores 
resultados no diagnóstico da LMO em gerbils experimentalmente infectados, por 
PCR, quando comparadas a técnicas sorológicas.  
 

 
Figura 1: Cinética da produção de IgG contra Toxocara canis em camundongos 
experimentalmente inoculados com 1500 ovos de T. canis. Letras diferentes 
indicam diferença significativa (<0,05%). (Ct animais não infectados). 
 
 Outra vantagem das técnicas moleculares é a possibilidade de identificar a 
espécies de Toxocara envolvida (BORECKA et al.; 2004), uma vez que o TES-
ELISA não é capaz de diferenciar as duas espécies (ZIBAEI et al., 2016). Embora 
a maioria dos registros em humanos sejam referidos por ação de T. canis, há 
também casos relacionados ao T. cati (HOSSACK et al., 2008) cuja importância 
na toxocaríase pode estar subestimada, devido as dificuldades em diferenciar as 
formas larvais de T. cati das de T. canis (FISHER et al., 2003).  

 
4. CONCLUSÕES 

 
 Este estudo mostra a capacidade da técnica de PCR para identificação de T. 
canis no cérebro de camundongos infectados experimentalmente, sendo descrito 
aqui, o primeiro relato do diagnóstico molecular no cérebro de camundongos 
infectados por esse nematódeo. Esses resultados mostram que é possível a 
identificação de T. canis em tecidos animais por técnicas de biologia molecular, o 
que pode auxiliar no diagnóstico da  toxocariase, bem como de novos estudos 
epidemiológicas no ambiente e em animais paratênicos.   
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