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RESUMO 

 

 

A raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus), no passado denominada Dusicyon (Lycalopex) vetulus 

ou apenas Lycalopex vetulus, é um canídeo selvagem nativo do Brasil e encontrado comumente 

no semiárido nordestino convivendo em contato com rebanhos. Toxoplasma gondii e Neospora 

caninum são protozoários pertencentes ao filo Apicomplexa, e, apesar das diferenças 

filogenéticas, biológicas, estruturais e antigênicas são bastante relacionados um com o outro, 

sendo, no passado, considerados uma única espécie. Estudos têm demonstrado a ocorrência de T. 

gondii e N. caninum em canídeos domésticos e selvagens, demonstrando que algumas dessas 

espécies são consideradas hospedeiras intermediárias e definitivas desses protozoários. Objetivou-

se neste estudo pesquisar a presença do DNA de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em 

amostras de tecido cerebral de 49 raposas-do-campo (Pseudalopex vetulus), encontradas mortas 

nas rodovias no sertão paraibano. As amostras foram processadas para a extração do material 

genético e em seguida submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando 

iniciadores específicos para T. gondii e N. caninum. Das amostras analisadas, 14,3% e 12,2% 

foram positivas para T. gondii e N. caninum, respectivamente e a identidade molecular dos 

produtos amplificados foi confirmada por sequenciamento. Com este trabalho concluiu-se que a 

raposa-do-campo (P. vetulus) é hospedeira intermediária de Neospora caninum e de Toxoplasma 

gondii, porém mais estudos nesta área são necessários para observar a participação desta espécie 

no ciclo selvagem e doméstico destes parasitos. 
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ABSTRACT 

 

 

The hoary fox (Pseudalopex vetulus), in the past called Dusicyon (Lycalopex) vetulus or just 

Lycalopex vetulus, is a wild canid native of Brazil and commonly found in the semiarid 

northeastern area living in contact with cattle. Neospora caninum and Toxoplasma gondii are 

protozoa belonging to the phylum Apicomplexa, and despite phylogenetic differences, biological, 

structural, and antigenic, they are closely related to each other, and in the past considered a single 

species. Studies have demonstrated the occurrence of T. gondii and N. caninum in domestic and 

wild canids, showing that some of these animals as well as intermediate hosts stand as definitive 

hosts. In the present study, we used brain tissue samples from 49 hoary fox (Pseudalopex vetulus) 

found dead in the countryside roads of Paraíba. These samples were processed for extraction of 

genetic material and then subjected to polymerase chain reaction (PCR) using specific primers for 

T. gondii and N. caninum. Was observed in 14.3% and 12.2% of animals the presence of T. gondii 

and N. caninum respectively and the molecular identity of the amplified products was confirmed 

by sequencing. This work concluded that the hoary fox (P. vetulus) is an intermediate host of 

Neospora caninum and Toxoplasma gondii, but more studies are needed in this area to observe the 

involvement of this species in the wild and domestic cycle of these parasites. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Neospora caninum e Toxoplasma gondii são protozoários pertencentes ao filo 

Apicomplexa (DUBEY, 1977, DUBEY  et al., 2002), possuem um ciclo heteroxeno onde são 

formados os taquizoítos e os cistos contendo os bradizoítos nos tecidos dos hospedeiros 

intermediários, além dos oocistos excretados no ambiente pelos hospedeiros definitivos através 

das fezes (MILLER et al., 1972; DUBEY et al., 2007b). 

A raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus), no passado denominada Dusicyon 

(Lycalopex) vetulus ou apenas Lycalopex vetulus, é um canídeo selvagem nativo do Brasil e 

encontrado comumente no semiárido nordestino convivendo em contato com ruminantes 

(EISENBERG & REDFORD, 1999; DANTAS-TORRES et al., 2010). 

Em canídeos selvagens é frequente a infecção por T. gondii. Por ter um hábito alimentar 

constituído essencialmente de carne e por ser um predador de pequenos animais como coelhos, 

roedores e pequenos ruminantes, os canídeos selvagens podem se infectar com cistos presentes 

nos tecidos de hospedeiros intermediários, além do contato direto com o ambiente contaminado 

com os oocistos (LINDSAY et al., 1996).  

Gondim et al. (2004) relataram a existência de um ciclo selvagem de N. caninum, 

demonstrando também uma relação com o ciclo doméstico. Sendo assim, a exposição de bovinos 

aos canídeos selvagens tem sido identificada como fator de risco para a infecção por N. caninum 

em rebanhos, refletindo grande importância destes animais na transmissão deste protozoário 

(BARLING et al., 2000; GONDIM et al., 2004; ROSYPAL & LINDSAY, 2005). Um hospedeiro 

definitivo elimina aproximadamente 500.000 oocistos após a infecção, tornando a transmissão 

horizontal extremamente importante no ciclo, pois essa quantidade de oocistos pode infectar todo 

um rebanho, levando ao aumento do número de abortos e gerando grandes perdas econômicas 

(GONDIM et al., 2002). 

Alguns estudos já relataram a presença do N. caninum e do T. gondii em raposas 

vermelhas (Vulpes vulpes) (WOLFE et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; WAPENAAR et al., 

2007), demostrando que esses animais são hospedeiros intermediários para os dois agentes. Neste 

seguimento, sendo a raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) um membro da mesma família da 

raposa vermelha (Vulpes vulpes) pode-se considerar a hipótese dessa espécie ser também um 

hospedeiro intermediário. 
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No Brasil não existem estudos sobre a ocorrência de T. gondii e N. caninum em raposas-

do-campo o que estimulou a realização desta pesquisa. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) 

 A raposa-do-campo (P. vetulus) é um canídeo selvagem endêmico no Brasil. Está presente 

nos estados do Mato Grosso do Sul, Maranhão, Piauí, Tocantins, Goiás, Bahia, Minas Gerais, São 

Paulo, Paraná e Pernambuco (EISENBERG & REDFORD, 1999; DALPONTE & 

COURTENAY, 2004; DANTAS-TORRE et al., 2010). Há relatos também da sua presença em 

áreas de silvicultura (ROCHA et al., 2005). Dalponte (1997) relatou que a raposa-do-campo (P. 

vetulus) é um dos canídeos brasileiros menos estudados. 

 

2.1.1 Hábitos 

 Possui hábito noturno e crepuscular. Geralmente são encontradas vivendo isoladas, em 

pares ou a fêmea com seus filhotes (NOWAK, 1999). Alimenta-se de aves, insetos, pequenos 

mamíferos, répteis e frutos (FONSECA et al., 1996; DALPONTE, 1997). Estes animais 

apresentam hábitos monógamos; em vida livre, as fêmeas têm seus filhotes nos meses de julho e 

agosto, parindo de quatro a cinco filhotes. Os animais tornam-se independentes das mães com 

cerca de nove a dez meses vivendo em áreas próximas às que viveram nos primeiros meses de 

vida (DANPONTE & COURTENAY, 2004). 

 

2.1.2 Características físicas 

 É considerada um dos menores canídeos existente na América do Sul. Seu corpo mede 

entre 58,5 e 64 cm e sua cauda varia entre 28 e 32 cm, chegando a pesar até 4,0kg (CABRERA & 

YEPES, 1960; NOWAK, 1999). Sua pelagem é vermelho-amarronzada na cabeça e cinza-

amarronzada no dorso e os membros são esbranquiçados. Apresenta também uma faixa escura que 

se estende da nuca até a extremidade da cauda, porém é mais aparente nos machos adultos 

(VIEIRA, 1946; NOWAK, 1999; DALPONTE & COURTENAY, 2004). 
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2.2 Neospora caninum e Toxoplasma gondii 

Neospora caninum e Toxoplasma gondii são protozoários pertencentes ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e família Sarcocystidae (DUBEY, 1977, 

DUBEY  et al., 2002).   

Splendore (1908) identificou T. gondii pela primeira vez em coelhos no Instituto Biológico 

de São Paulo no Brasil e no mesmo ano Nicolle & Manceaux (1908) identificaram no Instituto 

Pasteur na Tunísia no Ctenodactylus gondi.  

 N. caninum foi identificado em um cão na Noruega que apresentava sintomatologia 

neurológica, mas era soronegativo para T. gondii (BJËRKAS et al., 1984). Finalmente, em 1988, 

em um estudo realizado por Dubey et al. (1988) foram identificadas diferenças entre T. gondii e o 

novo organismo encontrado; após análises morfológicas e imunohistoquímicas foi proposto um 

novo gênero Neospora e espécie N. caninum (BJËRKAS & DUBEY, 1991). 

N. caninum e T gondii possuem características fenotípicas bastante semelhantes e são 

estritamente relacionados, porém, apresentam diferenças biológicas, estruturais e antigênicas. 

Onde, só é possível fazer a diferenciação destas espécies após a realização de análises moleculares 

(MUGRIDGE et al., 1999; SLAPETA et al., 2002). 

 

2.3 Ciclo Biológico 

 N. caninum e T. gondii possuem uma grande variedade de hospedeiros intermediários 

como as aves e vários mamíferos tanto domésticos quanto selvagens (TENTER et al., 2000; 

DUBEY et al., 2002). 

T. gondii é amplamente estudado, não apenas por sua importância na Medicina Veterinária 

como causador de aborto nos rebanhos, mas também por ser um agente que gera problemas na 

saúde pública (TENTER et al., 2000).  N. caninum, além de causar aborto nos rebanhos (DUBEY, 

2003), já se comprovou por meio da sorologia que humanos também podem se infectar (NAM et 

al., 1998; TRANAS et al., 1999) e que pessoas infectadas com o vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) podem apresentar sintomatologia neurológica (LOBATO et al., 2006). 

Os hospedeiros definitivos do N. caninum são os cães (Canis lupus familiaris), coiotes 

(Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), dingo (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e lobo 
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cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011) e de T. gondii são principalmente os gatos e outros 

felídeos (TENTER et al., 2000).  

N. caninum e T. gondii possuem um ciclo heteroxeno complexo com três formas 

infecciosas, onde ocorre a fase assexuada no hospedeiro intermediário onde se encontram os 

taquizoítos e os cistos contendo bradizoítos e a fase sexuada no hospedeiro definitivo carnívoro 

que excretam os esporozoítos dentro do oocisto. Os hospedeiros intermediários se infectam ao 

ingerir os oocistos esporulados eliminados no ambiente pelos hospedeiros definitivos. Estes, por 

sua vez, infectam-se ao se alimentar de animais com cistos contendo bradizoítos nos tecidos 

(Figuras 1 e 2) (MILLER et al., 1972; DUBEY et al., 2007b). 

 

Figura 1: Ciclo biológico do N. caninum  

 

Fonte: Modificado de DUBEY (2003). 
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Figura 2: Ciclo biológico do T. gondii 

 

Fonte: Modificado de DUBEY et al. (1998). 

 

O oocisto de N. caninum e do T. gondii é liberado nas fezes do hospedeiro definitivo. No 

ambiente ocorre a esporulação dando origem a dois esporocistos, contendo quatro esporozoítos 

cada (forma infectante). O hospedeiro intermediário ingere o oocisto e os esporozoítos são 

liberados no intestino delgado por ação de enzimas proteolíticas que destroem a parede do 

oocisto.  Os esporozoítos liberados penetram as células do epitélio intestinal e os gânglios 

adjacentes. No interior de cada célula o parasito é rodeado por um vacúolo parasitológico e se 

multiplica ativamente por meio de endogemação rápida produzindo múltiplos taquizoítos. Ao 

final de 24h há a ruptura da célula com a liberação dos taquizoítos e invasão de novas células. 

Após um período de multiplicação nos gânglios mesentéricos, os taquizoítos são liberados na 

corrente sanguínea invadindo qualquer tipo de célula. Quando o hospedeiro adquire imunidade 

frente à infecção, os taquizoítos extracelulares são eliminados e os que estão presentes nos tecidos 

se envolvem em uma membrana elástica e se transformam em bradizoítos. Os bradizoítos se 
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multiplicam de forma lenta dentro do cisto se tornando a forma de resistência endógena. (DUBEY 

et al., 1998). 

 O hospedeiro definitivo pode se infectar por meio da ingestão de cistos teciduais. Ao 

ingerir o cisto, os bradizoítos são liberados e penetram nas células do intestino delgado. No 

epitélio intestinal iniciam a multiplicação assexuada por esquizogonia. Após um determinado 

número de esquizogonia, os merozoítos liberados dos equizontes penetram em novas células 

transformando-se uns em microgametas (masculinos) e outros em macrogametas (femininos), 

começando assim, a fase sexual do ciclo (gametogonia). Os microgametas são liberados por 

ruptura celular para penetrar nas células que alojam os macrogametas fecundando-os. Após a 

fecundação, dentro da célula hospedeira se forma o ovo ou zigoto que é envolvido em uma parede 

transformando-se em oocisto (TENTER et al., 2000). 

 

2.4 Epidemiologia 

  

 O cão e alguns canídeos selvagens têm uma grande importância no ciclo da neosporose. 

Estudos têm demonstrado que ocorre uma maior positividade para N. caninum em cães de área 

rural (ANTONY & WILLIAMSON, 2003; FERNANDES et al., 2004) quando comparado a áreas 

urbanas. O contato de cães com rebanhos infectados pelo N. caninum mantém o ciclo e a 

disseminação deste protozoário (ANTONY & WILLIAMSON, 2003). Cães de vida livre ou que 

tem acesso a outros animais apresentam uma maior predisposição ao contato com o parasito 

(GENNARI et al., 2002). 

 Andreotti et al. (2006) identificaram uma maior soroprevalência em animais acima dos 6 

meses, demonstrando que a transmissão horizontal nos cães é mais comum do que a transmissão 

vertical, porém, Fernandes et al. (2004) não demonstraram significância da infecção relacionada à 

idade dos animais. A raça e o sexo não apresentaram diferenças na predisposição, estando todos 

os cães sujeitos à infecção pelo N. caninum (SOUZA et al., 2002; CAÑÓN-FRANCO et al 2003; 

WANHA et al., 2005). 

 A presença de T. gondii em cães é bastante comum como vem demonstrando as pesquisas 

sorológicas realizadas no Brasil (SILVA et al., 1997; SOUZA et al., 2002; LOPES et al., 2011; 
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PLUGGE et al., 2011) e em outros países (ASLANTAS et al., 2005; WANHA et al., 2005; 

ROQUEPLO et al., 2011; NGUYEN et al., 2012). 

 Ainda não se sabe exatamente qual o papel do cão na transmissão do T. gondii para os 

rebanhos e para os humanos, porém, Tenter et al. (2000) relataram que na fase aguda da infecção, 

o cão elimina taquizoítos na saliva e urina, principalmente, constituindo uma fonte de infecção. 

Schares et al. (2005) acreditam que o contato do cão com as fezes do gato pode levar a uma 

contaminação do pêlo do cão com os oocistos tornando-o carreador mecânico do T. gondii. Esse 

contato com gatos tem demonstrado uma elevada associação com cães soropositivos para T. 

gondii (AZEVEDO et al., 2005). Assim como ocorre com o N. caninum, cães de vida livre 

apresentam maior soropositividade para T. gondii do que os animais domiciliados (CAÑÓN-

FRANCO et al., 2004b). 

 Animais acima de um ano apresentam soroprevalência mais elevada para T. gondii 

(AZEVEDO et al., 2005) e da mesma forma que ocorre com o N. caninum, cães de todas as raças 

e sexo estão predispostos à infecção por T. gondii (CAÑÓN-FRANCO et al., 2004b; AZEVEDO 

et al., 2005). 

Vários estudos foram realizados com o objetivo de identificar N. caninum e T. gondii em 

canídeos selvagens. No Brasil, testes sorológicos apontaram a presença da infecção em animais 

selvagens (GENNARI et al., 2004; CAÑÓN-FRANCO et al., 2004a, MATTOS et al., 2008; 

CATENACCI et al., 2010; ANDRÉ et al., 2010). Pesquisas semelhantes também foram realizadas 

em outros países (WOLFE et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; WAPENAAR et al., 2007), porém 

a pesquisa com animais selvagens ainda é muito escassa e muitos detalhes ainda não foram 

elucidados. 

Sinais clínicos da doença já foram relatados em raposa com toxoplasmose, onde o animal 

apresentou necrose quase total dos linfonodos mesentéricos, hemorragia e necrose focal no 

cérebro (DUBEY & LIN, 1994). Em um guaxinim (Procyon lotor) nos EUA foi relatado quadro 

de convulsão, encefalite e pneumonia causado pela associação do N. caninum com o vírus da 

cinomose canina (CDV) (LEMBERGER et al., 2005). Hoje já se sabe que a presença de animais 

selvagens próximos a rebanhos pode ser um fator de risco para neosporose em bovinos 

(BARLING et al., 2000).  
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2.5 PCR no diagnóstico de T. gondii e N. caninum em animais selvagens 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica molecular de amplificação de 

ácidos nucléicos que apresenta alta sensibilidade e especificidade, porém é necessário que todas as 

etapas, inclusive as que antecedem a PCR, sejam realizadas com extrema cautela, para que tanto o 

armazenamento das amostras quanto a extração do ácido nucléico contribuam para a obtenção de 

um resultado mais preciso (SWITAJ et al., 2005). 

Cada vez mais, estudos estão utilizando a técnica da PCR para identificação do DNA de N. 

caninum e T. gondii em animais selvagens por ser uma técnica precisa e de fácil execução 

(DUBEY et al., 2007a; YU et al., 2009; AUBERT et al., 2010; CONSTANTIN et al., 2011; De 

CRAEYE et al., 2011). 

Tendo em vista a escassez de dados relacionados a estas duas doenças em animais 

selvagens e considerando a possibilidade da raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) ter 

participação no ciclo biológico tanto em T. gondii quanto em N. caninum, foi de grande 

importância a pesquisa destes agentes no sistema nervoso central, utilizando a PCR para 

confirmação destes animais como hospedeiros intermediários. 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Geral 

 Contribuir para o estudo epidemiológico da toxoplasmose e neosporose em animais 

selvagens. 

 

3.2. Específicos 

- Realizar a extração de material genético (DNA) de amostras de sistema nervoso central de 

raposas-do campo; 

- Realizar PCR para detecção de Neospora caninum e Toxoplasma gondii em raposas-do-campo; 

- Calcular o percentual de infecção para cada patógeno estudado; 

- Analisar filogeneticamente T. gondii e Neospora caninum obtidos nas análises moleculares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

 

4. ARTIGO 

Este artigo foi submetido para publicação no periódico Veterinary Parasitology. 

 

Ocorrência de Neospora caninum e Toxoplasma gondii em tecido cerebral de raposa-do-

campo (Pseudalopex vetulus) no Brasil 

 

Maria Cecília Oliveira do Nascimento
a
, Maria Luana Cristiny Rodrigues Silva

b
, Pomy de Cássia 

Peixoto Kim
a
, Albério Antônio de Barros Gomes

b
, Ana Lisa do Vale Gomes

c
, Rita de Cássia 

Carvalho Maia
c
, Rinaldo Aparecido Mota

a *
 

 
a
 Laboratório de Doenças Infecto-Contagiosas dos Animais Domésticos, Departamento de 

Medicina Veterinária, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de 

Medeiros, s/n, Dois Irmãos, 52171-900 Recife, PE, Brasil 
b
 Centro de Saúde e Tecnologia Rural, Unidade Acadêmica de Medicina Veterinária, Universidade 

Federal de Campina Grande, Av. Universitária, s/n, 58700-970, Patos, PB, Brasil. 
c
 Laboratório de Virologia Animal, Departamento de Medicina Veterinária, Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n Dois Irmãos, 52171-900, Recife, PE, 

Brasil 

 

*Autor Correspondente. Tel.: +55 81 33206425; fax: +55 81 3320 6400. 

E-mail: rinaldo.mota@hotmail.com (R. A. Mota). 

 

 

 

Resumo: Toxoplasma gondii e Neospora caninum são protozoários pertencentes ao filo 

Apicomplexa e responsáveis por severos prejuízos relacionados a patologias reprodutivas em 

ruminantes no mundo. Objetivou-se estudar a presença de DNA desses parasitos em tecido 

cerebral de 49 raposas-do-campo (Pseudalopex vetulus), procedentes do sertão do estado da 

Paraíba, Brasil. As amostras foram processadas para a extração do material genético e em seguida 

submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando primers específicos para T. 

gondii e N. caninum. 14,3% e 12,2% das amostras foram positivas para T. gondii e N. caninum, 

respectivamente e a identidade molecular dos produtos amplificados foi confirmada por 

sequenciamento. Esta é o primeiro relato da presença do DNA desses parasitos em raposa-do-

campo no Brasil, confirmando esta espécie como hospedeiro intermediário. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Neospora caninum, raposa-do-campo, hospedeiro 

intermediário 
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1. Introdução 

Neospora caninum e Toxoplasma gondii são protozoários pertencentes ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e família Sarcocystidae (DUBEY, 1977, 

DUBEY  et al., 2002). Possuem características fenotípicas semelhantes e são estritamente 

relacionados, porém, apresentam diferenças antigênicas, biológicas e estruturais. A 

diferenciação destas espécies só foi possível a partir de análises moleculares (MUGRIDGE et 

al., 1999; SLAPETA et al., 2002). 

 Os hospedeiros intermediários se infectam ao ingerir os oocistos esporulados eliminados 

no ambiente pelos hospedeiros definitivos. Os hospedeiros definitivos de N. caninum são os 

cães (Canis lupus familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiotes (Canis latrans) (GONDIM 

et al., 2004), dingo (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e lobo cinzento (Canis lupus) 

(DUBEY et al., 2011) e de T. gondii são os gatos e outros felídeos (TENTER et al., 2000). 

Alguns estudos já relataram a presença de N. caninum e T. gondii em raposas vermelhas (Vulpes 

vulpes) (WOLFE et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; WAPENAAR et al., 2007), 

demonstrando que esses animais são hospedeiros intermediários para os dois protozoários.  

 Em canídeos selvagens, a infecção por T. gondii é frequente pelo hábito de alimentar-se 

de carne de coelhos, roedores e pequenos ruminantes (LINDSAY et al., 1996). Gondim et al. 

(2004) relataram a existência de um ciclo selvagem para o N. caninum, demonstrando também 

uma relação com o ciclo doméstico.  

No Brasil há evidência sorológica da infecção por T. gondii e N. caninum em canídeos 

silvestres das espécies Lycalopex gymnocercus e Cerdocyon thous (GENNARI et al., 2004; 

CAÑÓN-FRANCO et al., 2004b, MATTOS et al., 2008; CATENACCI et al., 2010; ANDRÉ et 

al., 2010) e T. gondii em Pseudalopex vetulus (GENNARI et al., 2004; ANDRÉ et al., 2010). 

 Objetivou-se estudar a presença do DNA de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em 

raposa-do-campo (Pseudalopex vetulus) para confirmar esta espécie como hospedeiro 
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intermediário desses parasitos no Brasil. 

  

 2.  Material e Métodos 

A identificação fenotípica das raposas-do-campo foi realizada pelo grupo de pesquisa da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). As amostras de 49 raposas foram cedidas 

por este grupo de pesquisa e foram colhidas em rodovias no estado da Paraíba, Brasil que situa-

se entre as Latitudes Sul – 06°46'19 "e 07°38'32" e Longitude Oeste – 36°42'52 "e 38°08'56". A 

coleta do material biológico foi realizada com a autorização do Instituto Brasileiro do Meio 

Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (Proc. nº 3322001-CGEF) que reconhece a 

presença desta espécie na região. 

 

2.2.1. Extração do DNA e PCR 

A extração do DNA das amostras de tecido cerebral das raposas foi realizada utilizando-

se o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante.  

A PCR foi realizada de acordo com o protocolo de Yamage (1996) e Homan (1999) para 

N. caninum e T gondii, respectivamente. O controle positivo de N. caninum foi obtido através 

de suspensão de células VERO inoculadas com a cepa NC-1 e de T. gondii por meio de 

suspensão de lavado intra-peritoneal de camundongos previamente infectados com a cepa RH. 

As amostras foram preparadas para um volume final de 12,5μL contendo: 6,25μL de Top Taq 

Master Mix (Qiagen), 0,5μL de cada primer (NP6 e NP21 para N. caninum e TOX4 e TOX5 

para T. gondii) a 10pmol, 2,75μL de ddH2O e 2,5μL de DNA. Ao controle negativo foi 

adicionado ddH2O, substituindo o DNA. 

Alíquotas com 9,0 μL dos produtos da PCR foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose a 2%, corados com 0,3 μL de blue green loading dye I em tampão TAE 1x, sob 
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voltagem constante (100V) durante 50 min. O gel foi visualizado sob luz ultra-violeta (UV) em 

Transluminador (modelo L.PIX, Loccus Biotecnologia®). Foi utilizado 2μL do marcador de 

peso molecular de 100 pb DNA ladder. Para N. caninum foi visualizado um fragmento de 328pb 

e para T. gondii de 529pb. 

 

2.2.2. Sequenciamento das amostras 

As amostras positivas na PCR foram purificadas utilizando o kit QIAquick® Gel 

Extraction (50) e encaminhadas para o sequenciamento. As sequências foram analisadas e 

editadas utilizando programa BioEdit. Com o programa Mega 5.05 foram alinhadas as 

sequências do GenBank com as sequências das amostras, utilizando o programa ClustalW cutoff 

de 50%. O alinhamento foi editado e a árvore gerada utilizou o método de máxima 

verossimilhança com  Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) General Time Reversible model 

(GTR) como modelo evolucionário e valores de Bootstrap de 1000 réplicas. 

 

2.3. Confecção de mapas georreferenciados 

 

As coordenadas geográficas dos locais de recolhimento das raposas foram obtidas com 

um aparelho de GPS (Global Position System) e os limites geográficos da localização foram 

plotados em um mapa georreferenciado digital do Estado da Paraíba, baseado no mapa da malha 

municipal do Brasil de 2001, obtido junto ao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE). As atividades de plotagem e tratamento dos mapas digitais foram realizados com o 

programa ArcGIS versão 9.1. Foram construídos dois mapas: um com a distribuição dos 

municípios positivos para T. gondii e outro com os municípios positivos para N. caninum. 
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Considerou-se um município positivo que apresentou pelo menos uma amostra positiva para 

cada agente pesquisado. 

 

3. Resultados 

3.1. Reação em Cadeia da Polimerase  

3.1.1. Neospora caninum 

 

Das amostras analisadas, 12,2% (6/49) foram positivas na PCR, sendo três machos e três 

fêmeas dos municípios de Água Branca, Desterro, Olho d’Água, São José do Bonfim e Santa 

Luzia (Figura 1). 

 

Figura 1: Mapa do Estado da Paraíba destacando os municípios com raposas positivas para N. 

caninum. 

 



34 

 

 

 

3.1.2. Toxoplasma gondii 

 

Das amostras analisadas, 14,3% (7/49) foram positivas na PCR, sendo seis machos e uma 

fêmea dos municípios de Catingueira, Desterro, Olho d’Água, São José do Bonfim, São 

Mamede e Santa Terezinha (Figura 2). 

 

Figura 2: Mapa do Estado da Paraíba destacando os municípios com raposas positivas para T. 

gondii. 

 

 

3.2 Sequenciamento de Neospora caninum e Toxoplasma gondii  

 

Na análise do sequenciamento de fita dupla direta foi possível confirmar a identidade 

molecular das amostras de N. caninum com similaridade de 91% com sequências armazenadas 

no GenBank (AY940485.1) (Figura 3). Para T. gondii,  obteve-se similaridade de 98% com 

sequências armazenadas no GenBank (EF648168.1). 
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Figura 3: Árvore filogenética de Neospora caninum 

 

 

Figura 4: Árvore filogenética de Toxoplasma gondii 
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4. Discussão 

 

O DNA de N. caninum e T. gondii foi encontrado em 12,2% e 14,3% das amostras 

analisadas, respectivamente. Este resultado foi confirmado no sequenciamento que demonstrou 

98% de similaridade com T. gondii (SONG & ZHU, 2010). O estudo filogenético para N. 

caninum foi realizado baseado na região do genoma específica para este parasito (NC5), onde 

foram incluídas duas sequências dos isolados do presente estudo (R216 e R242) e 16 

sequências  homólogas que representam diferentes isolados do parasito: animais silvestres 

(DQ132435.1), domésticos (DQ077661.1) e clonagem (FJ655914.1). A representação 

filogenética demonstrou que dentre as sequências utilizadas para a construção da árvore, as duas 

(R216 e R242) tiveram 99% de similaridade com a  AY940485.1 obtida no estudo realizado por 

Baszler et al. (2005). 

Para o T. gondii, o estudo filogenético baseou-se na sequência de DNA repetitivo de 

529pb que é encontrado de 200 a 300 vezes no genoma deste protozoário (HOMAN et al., 

2002), onde foram incluídas todas as sequências positivas dos isolados no presente estudo e 12 

sequências  homólogas. Observou-se similaridade de 98% das amostras com as sequências 

presentes no GenBank, confirmando assim a identidade com T. gondii (DQ779189.1; 

EF648168.1; DQ779191.1). 

Recentemente, um estudo semelhante realizado por Bartley et al (2013) na Grã Bretanha 

detectou a presença de N. caninum em algumas espécies de carnívoros selvagens, confirmando 

o agente no sequenciamento. Os autores concluíram que quase todas as espécies de carnívoros 

selvagens estudados são hospedeiros intermediários e podem atuar como sentinelas do parasito 

naquela região. 

Almeria et al. (2002), na Espanha também relataram a presença de N. caninum em 10,7% 
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(13/122) das amostras de raposas vermelhas estudadas, detectando-as como hospedeiro 

intermediário deste parasito. Em outro estudo realizado com coiotes (Canis latrans) em 

Wisconsin, EUA, T. gondii foi identificado em 40,0% dos animais (DUBEY et al., 2007).   

Neste estudo não foram encontradas diferenças nos resultados quanto ao sexo dos 

animais. Em cães, alguns estudos sorológicos para N. caninum e T. gondii realizados em 

diferentes localidades no Brasil também não demonstraram diferença na frequência da infecção 

em machos e fêmeas, sugerindo que todos estão expostos às mesmas condições de risco para N. 

caninum (SOUZA et al., 2002; CAÑÓN-FRANCO et al., 2003) e T. gondii (CAÑÓN-FRANCO 

et al., 2004a, AZEVEDO et al., 2005). 

A raposa-do-campo, anteriormente denominada Lycalopex vetulus ou Dusicyon 

(Lycalopex) vetulus é um canídeo silvestre encontrado na região Nordeste do Brasil, onde é 

comum pessoas criarem esses animais como canídeos de estimação, uma prática proibida pelo 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (GENNARI et al., 

2004). Hospedeiros definitivos domésticos como o gato para T. gondii e o cão para N. caninum 

podem se alimentar de raposas-do-campo encontradas mortas nas fazendas e adquirir a infecção, 

contribuindo desta forma com o ciclo doméstico e selvagem dessas parasitoses. Em outros 

estudos foram encontrados canídeos selvagens soropositivos no Brasil (GENNARI et al., 2004; 

CAÑÓN-FRANCO et al., 2004b, MATTOS et al., 2008; CATENACCI et al., 2010; ANDRÉ et 

al., 2010) e em outros países (WOLFE et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; WAPENAAR et al., 

2007), contudo até então nada se sabia sobre a participação da raposa-do-campo no ciclo 

biológico de N. caninum e T. gondii.  

Evidências epidemiológicas têm sugerido que os canídeos selvagens, especificamente 

raposas e coiotes, também podem desempenhar um papel importante na epidemiologia da 

neosporose bovina. Associações foram encontradas entre a densidade de bovinos soropositivos 
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para N. caninum e a abundância de coiotes (Canis latrans) e raposas cinzentas (Urocyon 

cinereoargenteus) (BARLING et al., 2000). No Brasil não existem trabalhos relacionando a 

presença de canídeos silvestres como fator de risco para neosporose bovina, entretanto, Souza et 

al. (2012) observaram em estudo realizado em Alagoas, Brasil, que a falta de cuidado com o 

descarte de fetos abortados pode ser um fator de risco, pois cães e canídeos selvagens podem ter 

acesso ao tecido contaminado e manter o ciclo da neosporose na propriedade. A raposa-do-

campo é um canídeo selvagem nativo do Brasil comumente encontrado convivendo em contato 

com rebanhos de bovinos e outros ruminantes (EISENBERG & REDFORD, 1999; DANTAS-

TORRES et al., 2010). 

A presença de N. caninum e T. gondii no Brasil associados ao aborto em ruminantes em 

propriedades rurais vem sendo demonstrada em trabalhos científicos. Em estudo realizado em 

São Paulo com amostras de 105 fetos bovinos observou-se um índice de positividade para N. 

caninum de 24,8% (CABRAL et al., 2009). T. gondii tem sido associado a abortos em pequenos 

ruminantes como observado por de Moraes et al. (2011) em Pernambuco, Brasil onde foram 

encontradas lesões sugestivas de T. gondii em 14,3%  das placentas coletadas de 35 abortos 

ocorridos em ovinos.  

Hoje já se sabe que existe uma estreita relação entre o ciclo doméstico e selvagem destes 

parasitas (GONDIM et al., 2004; ROQUEPLO et al., 2011; COSTA et al., 2012), desta forma o 

contato de rebanhos com animais selvagens pode gerar perdas econômicas relacionadas a 

problemas reprodutivos causados por N. caninum e T. gondii. 

   

5. Conclusão 

Esta é o primeiro registro de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em raposas-do-

campo no Brasil, confirmando esta espécie como hospedeiro intermediário destes parasitos. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Com este trabalho concluiu-se que a raposa-do-campo (P. vetulus) é hospedeira 

intermediária de Neospora caninum e de Toxoplasma gondii, porém mais estudos nesta área são 

necessários para observar a participação desta espécie no ciclo selvagem e doméstico destes 

parasitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


