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BIODIVERSIDADE DA AREA NEOTROPICAL. Lagochilascaris minor 1989-
2020. CULTIVO EM LABORATORIO POR 31 ANOS

RESUMO. A regido Neotropical, compreende uma area do México Central ao sul do Brasil. Possui o
maior nimero de plantas e animais no mundo, incluindo sete dos 35 hotspots de biodiversidade. Na
regido neotropical ocorre uma helmintiase humana, a lagochilascariase que tem como agente etioldgico
0 helminto Lagochilascaris minor. A doenca é registrada no México, Trinidad-Tobago, Suriname,
Colbmbia, Venezuela, Bolivia, Paraguai, Costa Rica, Equador, Peru e Brasil sendo que este tltimo pais
detém a maior casuistica mundial. A lagochilascariase causa no homem lesdes no pescogo, mastoide,
ouvido médio, seios nasais, pulmdes, rino-orofaringe, regido sacra, alvéolo dentério, globo ocular, SNC
e mamas e a sintomatologia, depende do local acometido, da carga parasitaria. Hoje, ndo ha davida de
que o homem se infecta por ingestdo de carne crua ou mal cozida de roedores presentes na area
neotropical, contendo larvas do parasito. Esse parasito tem sido mantido no laboratério de
Parasitologia/IPTSP/UFG, desde 1989. Visando contribuir com alguns aspectos da epidemiologia desse
helminto avaliou-se, na oportunidade, a infectividade de ovos de L. minor mantidos in vitro em solugédo
de formalina a 1%, por um periodo de 300 dias. Os ovos foram examinados microscopicamente, no
primeiro més a cada 2 dias e posteriormente 1 vez por semana. Além da microscopia, camundongos
foram inoculados, por via oral, com 1500 ovos infectantes do parasito. Os resultados evidenciaram que
0s ovos mantiveram o seu poder infectante, durante todo o periodo estudado. Apresentaram uma notavel
resisténcia, tal como ovos de outros ascarideos, parasitos do homem na América Latina, que mantém o
seu poder infectante no solo, mesmo sob condic¢des adversas.
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NEOTROPICAL AREA BIODIVERSITY. Lagochilascaris minor 1989-2020.
LABORATORY CULTIVATION FOR 31 YEARS

ABSTRACT. The Neotropical region, comprises an area of Central Mexico to the south of Brazil. It
has the largest number of plants and animals in the world, including seven of the 35 biodiversity
hotspots. In the neotropical region there is helminthiasis, lagochilascariasis whose etiologic agent is the
helminth Lagochilascaris minor. The disease is registered in Mexico, Trinidad-Tobago, Suriname,
Colombia, Venezuela, Bolivia, Paraguay, Costa Rica, Ecuador, Peru and Brazil, the latter having the
largest casuistry in the world. Lagochilascariasis causes injuries to the neck, mastoid, middle ear, nasal
sinuses, lungs, rhino-oropharynx, sacral region, dental alveolus, eyeball and symptoms, depending on
the affected site and the parasitic load. Today, there is no doubt that man is infected by eating raw or
undercooked meat from wild rodents, containing larvae of the parasite, present in the neotropical area.
This parasite has been maintained in the Parasitology / IPTSP / UFG laboratory since 1989. In order to
contribute to some aspects of the epidemiology of this helminth, the infectivity of L. minor eggs kept in
vitro in 0% formalin solution was evaluated. , 1%, for a period of 300 days. The eggs were examined
microscopically, in the first month every 2 days and then once a week. In addition to microscopy, mice
were inoculated orally with 15,000 eggs. The results showed that the eggs maintained their infectious
power throughout the studied period. They presented a remarkable resistance, like eggs of other ascarids,
parasites of man in Latin America, that maintain their infective power in the soil, even under adverse
conditions.
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Lagochilascaris minor; Lagochilascariasis; Helminths; Neotropical region
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CAPITULO |

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE Lagochilascaris minor

1. INTRODUCAO

Doencas tropicais negligenciadas, por definicdo, trata-se daquele grupo de doencas
debilitantes, causados por agentes virais, bacterianos, fungicos, ou mesmo parasitos, e estao
associados as condi¢des precérias de vida em paises em desenvolvimento (BRITO, 2013). Tais
doencas, afligem a humanidade desde a antiguidade?, e sempre apresentaram importéancia, tanto
por seu grau de incapacitar, quanto de deformar. Ressalta-se que o clima quente e imido da
regido neotropical contribui para uma elevada disseminacdo dessas doencas, uma vez que
proporciona um ambiente favordvel ao desenvolvimento de vetores (WHO, 2006) (Figura 1).
Além disso, as condi¢gBes ambientais, socioeconémicas e sanitarias também influenciam o
contexto de saude e doenca, pois a ocorréncia dessas enfermidades em comunidades que

possuem um bom acesso ao servico de salde, séo raras (BRITO, 2013).

Figura 1. Regido Neotropical. O neotrdpico abrange a porcdo central do México e estende-se pela América
Central e Caribe, além da América do Sul. Adaptado de Lima et al.,2018.

! Antiguidade, ou Idade Antiga, é o nome dado ao periodo da Histéria da Humanidade compreendido entre o fim
do Neolitico, por volta de 4.000 a.C., e a queda do Império Romano do Ocidente, em 476 d. C.
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Desde que se iniciou o processo de identificacdo e catalogacdo dos organismos que
poderiam causar danos ao ser humano, os parasitos sempre formaram um grupo que despontou
nas estatisticas, especialmente em paises que apresentam indices econdmicos desfavoraveis
(NEVES et al., 2016). Estima-se que uma consideravel parcela dos habitantes da Ameérica
Latina e Caribe residem em zonas rurais ou regides precarias, utilizando a agricultura ou pesca
para subsisténcia de suas familias, ou ainda, habitando em regifes periféricas a areas urbanas,
em sua grande maioria, sem acesso a condi¢des adequada de sustento, como por exemplo, dgua
tratada ou mesmo saneamento basico, desta forma, estando predispostos a convivéncia com
roedores e artropodes que podem atuar, como vetores de varias doencas oportunistas (HOTEZ
et al., 2008).

Nesse contexto de antropozoonoses classicas, algumas espécies podem eventualmente
infectar 0 homem, como é o caso do helminto Lagochilascaris minor que ocasiona a
lagochilascariase humana (CAMPOS et al., 2017; DOUMA et al., 2016). A doenca ainda ndo
esta classificada entre as doencas tropicais negligenciadas, porém, se enquadraria perfeitamente
neste grupo, pois acomete geralmente individuos que vivem em condicGes precarias, que
habitam em regides rurais, e se alimentam de carnes cruas ou mal cozidas de roedores silvestres,
que podem estar naturalmente infectados pelo parasito (CAMPOS et al., 2016).

Lagochilascaris minor foi descrito, em material de origem humana procedente de
Trinidad Tobago (Leiper,1909). A falta de conhecimentos sobre a transmisséo e outros aspectos
inerentes a biologia de L. minor motivou varios pesquisadores a estudarem o parasito em
condicdes experimentais. Destacam-se os trabalhos de Winckel e Treurniet (1956); Sprent
(1971); Fraiha et al. (1983, 1986, 1989); Smith et al. (1983); Campos et al. (1989); Campos et
al. (1992) Volcan et al. (1992); Pacd et al. (1994).

De acordo com Winckel e Treurniet (1956) a transmissdo de L. minor, ocorreria de
forma mecanica através de tabanideos (mutucas), que carreariam o parasito, a partir de fezes de
felinos silvestres (hospedeiro natural), até o hospedeiro humano. Desta forma, 0s ovos seriam
depositados diretamente nas areas comumente comprometidas, havendo assim, penetracédo e
desenvolvimento das larvas.

Sprent (1971) referiu, que a infeccdo se daria, a partir da ingestdo de ovos embrionados,
neste caso, guardando semelhanca com o ciclo do Ascaris lumbricoides. As larvas fariam
obrigatoriamente ciclo pulmonar e ap0s este trajeto, fariam percurso ascendente pela traqueia,

aderindo-se & mucosa da orofaringe, o que possibilitaria, sua penetracdo nesses tecidos,
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desenvolvimento, bem como acasalamento e reproducdo, originando assim as lesdes no
homem.

Para Fraiha et al. (1983, 1986, 1989), a infeccdo se daria através da ingestdo de agua
ndo filtrada e contaminadas com fezes do hospedeiro natural, contendo larvas infectantes do
parasito (L3). ApoOs a ingestdo, essas larvas penetrariam diretamente na mucosa orofaringea,
ndo necessitando dessa forma, de um ciclo pulmonar.

Porém, dentre todas as teorias, a hipdtese mais aceita foi a de Smith et al. (1983), o
pressuposto que a infeccdo seria causada pela ingestdo de larvas encistadas nos musculos e
outros tecidos de animais silvestres. Campos et al. (1989; 1992) confirmaram essa hipétese
utilizando camundongos e gatos domésticos no ciclo evolutivo experimental. Relataram a
ocorréncia de duas mudas cuticulares e o desenvolvimento da larva até o terceiro estadio, no
interior do ovo do parasito. Apés a inoculacdo de ovos infectantes por via oral, foi possivel
observar, que entre 4 e 6 horas, ap6s inoculacdo de ovos infectantes, por via oral em
camundongos, notava-se a eclosdo de larvas, bem como a visualizagdo das referidas larvas
atravessando a mucosa distal do intestino delgado e ceco (6 h PI). Apos esse periodo, as larvas
ja podiam ser observadas, no interior de vasos linfaticos e veia porta hepatica, alcancando o
parénquima hepético e pulmdes, em um periodo variavel entre 24 e 48 horas (CAMPOS et al.,
1989; CAMPOS et al.,1992; SEMERENE et al., 2004).

Apos o periodo de migracdo, as larvas encistam-se no tecido subcutdneo e musculos
esqueléticos de camundongos, considerados hospedeiros intermediarios do verme. Quando
gatos domésticos sdo infectados experimentalmente com ovos de L. minor, 0 parasito ndo
alcanca sua maturidade sexual, ndo completando o seu ciclo evolutivo. No entanto, quando
gatos sdo alimentados com carcacgas de camundongos infectadas, as larvas de terceiro estadio
presentes nos cistos, eclodem no estdmago do hospedeiro felino (hospedeiro definitivo),
alcancam regides como rino e orofaringe, regido cervical, globo ocular, sofrendo 2 mudas (L3>
L4) e (L4-> verme adulto) completando o ciclo evolutivo nesse animal. Lesdes na rino e
orofaringe d&o origem a fistulas e ovos do verme sdo eliminados através das fezes (CAMPOS
et al.,1992). Gracas aos trabalhos acima mencionados ndo ha davida, de que a transmissao
humana ocorre por ingestdo de carne crua ou mal cozida de roedores silvestres e de que felideos,
e até mesmo, canideos sejam hospedeiros definitivos naturais (CAMPOS et al., 1989;
CAMPOS et al., 1992; CAMPOS et al., 2017; VOLCAN; MEDRANO,1990).

A infeccdo humana por L. minor sempre suscitou questionamentos sobre 0s seus

hospedeiros naturais, sobre as formas de transmiss&o, diagnéstico e terap@utica. E intrigante,
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também, o fato do homem ser considerado um hospedeiro acidental de L. minor e a doenca
estar presente apenas na regido neotropical do globo. Sobre os hospedeiros naturais desse
helminto, Pacé et al. (1999) relataram que Puma concolor, considerado hospedeiro definitivo
natural de L. minor € o segundo maior felino da Regido Neotropical, e que Dasyprocta sp
(hospedeiro intermediério experimental) € o roedor de maior importancia na dieta de Puma
concolor também abundante na regido neotropical. Outros carnivoros como Speothus venaticus
e Canis familiaris possam atuar também, com hospedeiros definitivos do verme. A Regido
Neotropical, assim, apresenta caracteristicas climaticas e de solo propicios ao desenvolvimento
de ovos parasito, além de abrigar os hospedeiros naturais definitivo e intermediario de L. minor.

No Brasil, um dos polos de estudo sobre L. minor esta disposto no laboratério de
Biologia, Bioguimica de Imunologia de Helmintos, no Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias (LBBIH/IPTSP/UFG). Através da manutencdo do
parasito desde 1989 pdde-se realizar diversos estudos nas areas: Parasitologia (CAMPOS et
al.,1989, 1992; PACO et al.,1999); BARBOSA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,1995; 2002)
Histopatologia ( SEMERENE et al., 2004), Bioquimica (BARBOSA et al., 2006), Microscopia
eletronica (OLIVEIRA,1999) , Diagnostico imunolégico (CALDEIRA,2005), sempre usando
camundongos como hospedeiros intermediario e gato doméstico como definitivo do verme.

Ao longo do ciclo, hd uma etapa in vitro que compreende o embrionamento de ovos em
solucdo de formalina a 1%, sendo necessario um periodo de aproximadamente 30 dias para que
se tornem infectantes. Essa etapa exige a utilizacdo de camundongos para dar continuidade ao
ciclo evolutivo, estes que devem ser inoculados com os ovos entdo obtidos. Nova etapa in vivo
exige a utilizacdo de gato doméstico, fase em que o ciclo se completa com a obtencdo de
parasitos adultos do verme. N&o obstante, o beneficio de se dispor do parasito mantido em
condicdes experimentais e a contribuicdo para a producdo de conhecimento nessa linha de
trabalho, a manutencéo do ciclo exige alem do rigor cientifico a utilizacdo de animais em pouco
espaco de tempo. A medida, em que alguns projetos foram desenvolvidos, observaram-se que
0S 0VO0S permaneciam viaveis, por um periodo superior a 30 dias e que larvas permaneciam
viaveis no interior dos nddulos granulomatosos de camundongos por um periodo superior a 90
dias.

Diante do exposto realizou-se, na oportunidade, uma ampla reviséo bibliografica sobre
a lagochilascariase, utilizando-se como base de dados Livros e artigos cientificos publicados
em periddicos indexados América Latina e Caribe Banco de dados de Ciéncias da Saude
(LILACS), Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Index Medicus (MEDLINE). Os
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artigos utilizados, foram selecionados, de acordo com seu contetdo teorico, fazendo-se uso de
descritores como Lagochilascaris minor, Lagochilascariase humana, Regido Neotropical e
Helmintiases. Foram incluidos livros e artigos cientificos datados do ano de 1909, até o ano
corrente (2020). Ao mesmo tempo estudou-se a infectividade de ovos de L. minor por um
periodo superior a 30 dias in vitro, com o objetivo de verificar a importancia dessa variavel na

epidemiologia de L. minor.

1.1. Classificacao e Distribuicdo Geografica

Lagochilascaris minor é um parasito pertencente a Classe Nematoda; Ordem
Ascaroidea; Familia Ascaridae; Subfamilia Ascaridinae e Género Lagochilascaris
(LEIPER,1909). Deste género, sdo descritas seis espécies distintas (CAMPOS; BARBOSA,
2016). Lagochilascaris major descrito por Leiper (1910) na Africa, associado a ledes (Pathera
leo); Lagochilascaris turgida descrita por Stossich, (1902) e redescrita por Travassos (1924)
posteriormente por Canavan, (1931) nas Ameéricas, associado a gambas (Lutreolina
crassicaudata; Didelphis aurita e Didelphis virginiana); Lagochilascaris buckleyi descrito por
Sprent, (1971) nas Américas, associado ao puma americano (Puma concolor). As ultimas duas
espécies a serem descritas foram Lagochilascaris sprenti descrito por, Bowman et al., (1983)
em Louisiana EUA associado & gambas da Virginia (Didelphis virginiana) e Lagochilascaris
multipapillatum descrito por Wang e Wang (1991) na China, associado a vibora marrom
manchada (Trimeresurus mucrosquamatus) (FALCON-ORDAZ, et al., 2016; CAMPOS et al.,
2017).

Lagochilascaris minor é, Unica espécie capaz de produzir doenga em humanos
(CAMPQS, et al., 2016) foi descrita, por Leiper (1909) a partir de espécimes recuperados de
lesbes da cabeca e pescoco de dois pacientes de Trinidad Tobago. Esta espécie, esta associada
a parasitismo em cées e gatos (Felis catus) (FRAIHA-NETO et al., 1989; BARRERA-PEREZ
etal., 2012).

Robert T. Leiper (1909) ao observar a presenca de labios no corpo do parasito, sugeriu
gue estes se assemelhavam aos labios de uma lebre, denominando o parasito de Lagochilascaris
sugerindo ainda, que o trato digestivo de animais carnivoros fosse o possivel habitat deste
parasito (CAMPOS et al., 2017). Neste sentido, outros estudos corroboram com as suposic¢oes

de Leiper (1909) uma vez, que Falcon-Ordaz et al. (2016) localizaram, um felino selvagem
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Puma concolor naturalmente infectado por L. minor, no México. (VOLCAN et al., 1990, 1191,
1992; SUDRE et al., 2012; FEHLBERG et al., 2014).

A lagochilascariase humana néo é considerada como um problema de saude publica, em
nenhuma regido na qual houve relato de sua ocorréncia (CAMPOS; BARBOSA, 2016). Trata-

se de uma parasitose, restrita a regido neotropical (CAMPOS et al., 2017.).

1.2. Morfologia

Trata-se de um nematoide, que apresenta em sua forma adulta, a extremidade posterior
afilada. Ha diferenca de tamanho, entre machos e fémeas. Em relacdo a porcdo anterior,
apresenta trés labios, e estes por sua vez sdo mais longos em comparacao a sua largura, esta
porcéo é separada do restante do corpo do parasito por um sulco acentuadamente profundo. A
extremidade do referido sulco, € possivel observar o desenvolvimento de trés projecGes em
formato triangular entre cada labio. Nestes labios, observa-se a presenca de uma profunda prega
anteriormente localizada, dando origem a um sulco posicionado internamente. A margem
posterior dos labios, apresenta-se, em formato arredondado, exibindo ainda uma concavidade
em cada lado, esses trés labios descritos, circundam a cavidade oral do parasito (SPRENT,
1971).

Este parasito, apresenta recobrimento articular dotado de estrias transversais. Apresenta
duas asas, pouco desenvolvidas, que percorrem a lateral do corpo, e praticamente desaparecem,
no decorrer do terco final. Exibe, es6fago de formato simples, papilas cervicais quase
imperceptiveis, localizadas logo ap6s o anel nervoso, e praticamente a mesma altura do canal
excretor, que se apresenta localizado préximo a regido anterior. Nesta posicdo, é possivel
observar ainda, uma interrupc¢éo das estrias cuticulares ali presentes (COSTA et al.,1986).

A fémea desta espécie, apresenta-se ligeiramente maior que o macho, sua abertura
vulvar € localizada préximo ao meio de seu corpo, com uma cuticula interna apresentando
estriacdes, sua cauda apresenta-se retilinea, em alguns casos pode ser observado em formato
arredondado, desprovida de tubérculo terminal, com seu anus se abrindo em sua extremidade
posterior (SPRENT, 1971). Apresenta o Utero voltado para a parte anterior do corpo, vagina
relativamente longa, voltada para tras e comunica-se com Gtero Unico em sua porcao anterior,
e se divide em duas projecOes, suas porcOes terminais dao origem a ovidutos e ovarios. As
fémeas adultas, podem por vezes serem observadas, com por¢do Unica, bem como as duas

projecdes uterinas carregados de ovos (COSTA et al.,1986).
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Em relacdo ao macho, este apresenta sua porcdo posterior curvada ventralmente,
apresenta entre 22-28 pares de papilas pré-cloacais, dispostas em formato de botdo. Na regido
anterior a cloaca, € possivel observar uma Unica papila de grande proporcao, ao fim da linha
lateral, nota-se a presenca de estrias cuticulares modificadas, com padrdo descrito como poroso.
Cercado por pares de papilas, tem-se o fasmides, e este fundido em outra papila
(SPRENT,1971). Os testiculos apresentam-se na por¢cdo mediana do corpo, e, enovelados, que
se diferenciam em uma vesicula seminal e posteriormente no duto ejaculador (CAMPOS;
BARBOSA, 2016). O duto ejaculador, apresenta-se, bem desenvolvido, que pode atingir, cerca
de duas ou trés vezes o tamanho dos espiculos, e esses por sua vez se apresentam em quantidade
de dois, caracteristicamente fortes, com aproximadamente as mesmas dimensdes, dotado de
grande membrana alar, porém menores que o duto ejaculador (COSTA et al.,1986; CAMPQOS
etal., 1992; CAMPOS; BARBOSA, 2016).

O tamanho deste parasito é bastante variavel, porém, a partir de estudos experimentais
realizados por Campos et al., (1992) a fémea em estadio adulto mede entre 15,25 - 20,95 mm
de comprimento e o macho, entre 14,44 - 18,48mm de comprimento. O macho apresenta
tamanho ligeiramente inferior a fémea e a cuticula de ambos, apresenta coloracdo branco-
leitosa.

Os ovos, apresentam-se, em formato arredondado ou ovalado, podendo medir entre 63
— 85 um, em seu maior didmetro, possuem cobertura externa espessa e irregular. E interessante
levar em consideracdo que os ovos podem diferir quanto ao ndmero de escavagdes ou
reentrancias na linha equatorial, de acordo com as espécies do género Lagochilascaris
(CAMPOS et al., 1992).

Portanto, os ovos do género Lagochilascaris apresentam grandes similaridades entre si,
e 0 numero de escavacbes em suas superficies é utilizado como elemento de diferenciacao
(exemplo: L. minor =15 - 26 e L. major = 35 - 45) (COSTA et al.,1986) (Figura 2). Ha que se
destacar também, que os ovos de L. minor, guardam bastante semelhanca morfoldgica, com os
ovos de Ascaris Lumbricoides, havendo necessidade de bastante atencéo, para diferencia-los
(CAMPOS et al., 1992; BARRETO et al., 2018).
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Figura 2. Ovos de Lagochilascaris minor em secrecdo seropurulenta de fistula retroauricular (A), e no exame
coproparasitologico (B). Fonte: GUIMARAES et al.,2010

1.3. Mecanismos de Transmissao e Ciclo Evolutivo

Campos et al., (1989); Campos et al., (1992) confirmaram a hipétese aventada por Smith
et al., (1983) de que a infeccdo humana seria causada, pela ingestdo de larvas encistadas nos
musculos e outros tecidos de animais (roedores) silvestres. Quando gatos domésticos séo
infectados experimentalmente com ovos de L. minor, o0 parasito ndo alcanca sua maturidade
sexual, neste hospedeiro, ndo completando o seu ciclo evolutivo. No entanto, quando gatos séo
alimentados com carcacas de camundongos parasitados, as larvas de terceiro estadio presentes
nos cistos, eclodem no estdbmago deste hospedeiro, consequentemente, em funcdo de um
tropismo, ainda ndo muito bem definido até o presente momento, conseguem migrar pela
superficie do tecido digestivo, e alcancar regides como cabega, pescoco e térax, sendo, desta
forma, estas, as areas mais comumente acometidas. O parasito, apresenta uma maior afinidade,
por regides cervicais, incluido, orofaringe e nasofaringe, mastoide e ouvido médio (CAMPQOS
etal., 1992).

CAMPOS, (2010) relata que alguns componentes do aparelho digestivo de carnivoros,
poderiam dificultar as mudas de L. minor no interior do ovo. A passagem deste parasito através
de um hospedeiro intermediario torna-se, de fundamental importéncia, para que este adquira
uma maior resisténcia, e possibilite seu posterior desenvolvimento no hospedeiro definitivo
(CAMPOS; BARBOSA, 2016). Depois que os parasitos atingem estagio adulto nos tecidos
humanos, o ciclo de autoinfecgdo se inicia, caracterizado pelo encontro do parasito em seus
varios estagios evolutivos (ovos, larvas e vermes adultos) em tecidos do pulmao e da regido
cervical, por exemplo, levando a cronificacdo da doenga, que, pode persistir por varios anos
(CAMPOS et al.,1992; CAMPOS; BARBOSA, 2016). O hospedeiro definitivo natural
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representado por felideos e canideos silvestres ou o proprio homem (Figura 3) se infecta a partir,
da ingestéo de larvas infectantes, presentes nos tecidos subcutaneos de animais silvestres, tais
como a cutia (Dasyprocta agouti), prea (Cavia porcellus) tatu (Dasypodidae) e cobaias (Cavia
porcellus), por exemplo (PACO et al., 1999). Ovos do parasito, podem ser encontrados tanto
nas secrecOes das lesdes, quanto amostras fecais, desde que abscessos de orofaringe originem
fistulas para a luz do tubo digestivo (CAMPOS et al.,1992).

Leiper (1909) considerou que L. minor seria parasito erratico do homem e natural do
trato digestivo de felideos. FALCON-ORDAZ et al., (2016) encontraram o felideo silvestre
Puma concolor naturalmente infectado por L. minor no México, fato que corrobora a suposicéo
inicial de Leiper (1909) e vérios trabalhos experimentais (CAMPOS et al.,1992; VOLCAN e
MEDRANO,1992; PACO et al., 1999; CAMPOS et al., 2010; CAMPOS et al., 2017) de que
felideos seriam hospedeiros definitivos desse verme.

Em relacdo ao ciclo natural deste parasito, conclui-se que carnivoros silvestres
(hospedeiros naturais), abrigariam, o parasito em sua forma adulta, nas porg¢des iniciais do
sistema digestivo, local no qual as fémeas depositam 0s ovos, 0s quais seriam eliminados junto
as fezes, consequentemente contaminando o solo (CAMPOS, 2010; CAMPOS & BARBOSA,
2016). Sequencialmente, tornam-se embrionados e ao serem ingeridos por roedores silvestres
(hospedeiros intermediarios), desenvolvem-se em larvas infectantes. Carnivoros silvestres, ao
se alimentarem desses roedores, por sua vez seriam infectados, por larvas encistadas. O que
viria a concluir o ciclo natural enzodtico, deste parasito (CAMPOS et al.,1992; PACO et al.,
1999; CAMPOS et al., 2010; CAMPOS et al., 2017).
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Figura 3. Ciclo evolutivo de Lagochilascaris minor. Os ovos do parasito sdo eliminados do organismo hospedeiro
através das fezes [1], passam pela embriogénse [2] se desenvolvem até o estadio infectante (L3) [3]. No ciclo
biol6gico experimental, os ovos infectantes podem ser inoculados no camundongo [4] ou contaminar 0 meio
ambiente [6]. Em infeccdo experimental, nddulos granulomatosos contendo larvas do terceiro estagio séo
observados nos musculos e no tecido subcutaneo de um camundongo infectado com o helminto [4A]. O gato,
hospedeiro definitivo experimental ¢ infectado pela ingestdo de hospedeiros intermediarios contendo larvas de
terceiro estadio [5]. Uma vez no meio ambiente [6], ovos infectados sdo ingeridos por roedores silvestres [7].
Felinos / caninos silvestres ingerem roedores (hospedeiros intermediarios) contendo larvas do terceiro estadio e
eliminam ovos no ambiente através de fezes [8]. A infeccdo humana se origina da ingestéo de carne néo cozida ou
parcialmente cozida de roedores silvestres contendo larvas encistadas [9]. Fonte: CAMPOS et al., 2017.

E notavel considerar que o L. minor, apresenta impressionante capacidade migratoria
através dos tecidos acometidos, formando, espécies de tuneis nas regides por onde se deslocam
(CAMPOS, 2016). Essa invasao tecidual, bem como a migracao, inativacdo da resposta imune,
a nutricao e o proprio desenvolvimento dos parasitos parecem estarem fortemente relacionados
com a presenca de enzimas proteoliticas, por meio de colagenos hidrolisados na matriz
extracelular (BARBOSA et al., 2006).

As proteases exercem um papel de destaque na fisiologia e desenvolvimento das
afeccles parasitérias. Estas exercem suas funcbes processando proteinas e peptideos na
tentativa de evitar o desencadeamento da resposta imune do hospedeiro, 0 que, por sua vez
favorece a infeccéo e proliferacdo do parasito, através dos tecidos do hospedeiro (BARBOSA
et al., 2006).

Os metabdlitos excretados ou mesmo secretados pela larva de terceiro estadio de L.
minor, possuem a capacidade de hidrolisar o fibrinogénio por completo, o que pode favorecer

a capacidade de escapar do processo hemostatico que ocorre durante a migracdo do parasito
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através dos vasos sanguineos. O colageno, presente na matriz extracelular de cartilagens e 0ssos
por exemplo, possuem suscetibilidade a esta hidrolise causada pelo parasito (BARBOSA et al.,
2006).

1.4. ManifestacOes Clinicas e Histopatologia

Por tratar-se de uma doenca polimorfica, os sinais clinicos desta enfermidade sdo muito
amplos, mas na fase inicial sdo relatados febre, inapeténcia, perda de peso e adenopatia
(MAQUINE et al., 2018). Em estagios, de comprometimento cervical, € descrito, o surgimento
de nddulos, que aumentam gradualmente de tamanho e habitualmente se fistulizam, de forma
espontanea. Ha relatos de pacientes que apresentaram, cefaleia, tetraparesia, vomitos, rigidez
de nuca, crises convulsivas, sinais de comprometimento neurolégico podendo chegar inclusive,
a 6bito (VELOSO et al.,1992; ROZEMBERG et al., 1986).

Dificuldade para respirar, em conjunto com sinais febris, cianose, até mesmo
insuficiéncia respiratdria ja foram relatados em conjunto com comprometimento pulmonar. No
entanto, existem ainda relatos, nos quais este parasitismo, ndo alterou, o estado geral do paciente
(MAQUINE et al., 2018; ROZENBERG et al.,1986; LEAO; FRAHIA-NETO; DIAS, 2015).

Em infeccBes humanas o verme tem sido relatado, em abscessos geralmente supurados
de pescoco (LEIPER,1909; CAMPOS; BARBOSA, 2016) conduto auditivo (LEAO; FRAHIA-
NETO; DIAS, 2015; CAMPOS; BARBOSA, 2016; AQUINO, et al., 2008; VELOSO et
al.,1992) regido mastoidea (LEAO;FRAHIA-NETO; DIAS, 2015; BARRERA-PERES et al.,
2012) seios paranasais (BARRERA-PERES, etal., 2012; VELOSO et al., 1992; OOSTBURG;
VARMA, 1968), rino e orofaringe (LEAO et al., 2015; CAMPOS; BARBOSA, 2016;
AQUINO et al., 2008), globo ocular (AQUINO, et al., 2008; PAWAN,1926), tonsilas (LEAO
etal., 2015 ; CAMPOS e BARBOSA, 2016; BOTERO; LITTLE, 1984. Ha relatos de lesdes no
sistema nervoso central (ORIHUELA, et al.,1987; ROSEMBERG, et al.,1986; VELOSO et al.,
1992), pulmdes (LEAO et al., 2015; CAMPOS; BARBOSA, 2016; MORAES, et al., 1985),
0sso0 sacro (LEAO et al., 2015) bem como alvéolo dentario (CAMPOS;BARBOSA, 2016;
BARRERA-PERES, et al., 2012; PACO; CAMPOS, 1998). Torna-se importante ressaltar que
as regides acometidas por L. minor sdo diferentes do trato digestivo, habitat que os demais
ascarideos costumam parasitar (CAMPOS et al.,2017).

Sintomas clinicos de amigdalite, sinusite, otite bem como mastoidite, s&o comumente

relatados. Destaca-se, que, a partir dos abscessos causados por este parasito, drena uma secrecéo
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seropurulenta e fétida geralmente rica em ovos e demais estdgios evolutivos do verme
(CAMPOS & BARBOSA, 2016). A eliminacdo desses parasitos, através do ouvido ou mesmo
narinas (espirro) também ja foram relatados (COSTA et al.,1986).

De forma geral, o paciente parasitado por L. minor, procura atendimento médico, muito
tempo apos o desconforto inicial causado por esta enfermidade, e este, por sua vez é avaliado
por varios especialistas. As lesGes decorrentes dessa parasitose, apresentam, um
desenvolvimento relativamente lento, tendo duracdo de semanas ou meses, assim, alguns
pacientes relatam o surgimento de nodulagdes que se iniciam na regido do pescoco, indolor,
pequenas e sem fistulizagcdes. Conforme sua evolugéo, torna-se dolorosa, podendo ou néo,
fistulizar de forma espontéanea (CAMPOS et al., 2017).

As lesBes decorrentes da lagochilascariase, apresentam-se, histologicamente, com
aspecto granulomatoso, do tipo corpo estranho. Estas, por sua vez sdo constituidas por inimeros
abscessos, que se interligam através de tratos ulcerados, e apresentam-se envolvidos por tecido
granulomatoso, células gigantes multinucleadas, acompanhado de &reas, com presenca de
fibrose, consideravelmente densas (CAMPOS et al., 2016).

Estudos histoldgicos experimentais realizados por Freitas et al. (2008) demonstraram,
que as reagdes granulomatosas decorrentes dessa parasitose sdo organizadas de forma
concéntrica, compostas por células mononucleares, plasmocitos, macrofagos e estes
caracteristicamente espumosos, células polimorfonucleares, células gigantes mononucleares, e
alguns fibroblastos. As larvas, de terceiro estadio, puderam ser observadas no centro destes
granulomas, no qual também se notam a presenca de areas de necrose. Perivasculite de graus
moderados, neutrofilos e eosinéfilos também puderam serem observados. Essas lesdes, foram
observadas nos pulmdes, figado, baco, ganglios linfaticos, tecido adiposo, musculatura
esqueletica e linfonodos de camundongos.

Semerene et al., (2004) observaram todos o0s aspectos anteriormente descritos,
demostrando pela primeira vez, uma reagdo granulomatosa no interior do parénquima renal,
que apresentanto similaridade com as demais regides, também exibia a presenca de células
gigantes mononucleares, polimorfonucleares, fragmentos de larvas e fibroblastos.

Ainda neste momento, Semerene et al (2004) observaram uma reacdo inflamatoria
precoce em resposta a infeccdo por larvas de terceiro estadio, esta, apresentava carater
intensamente exsudativo, com afluéncia imediata de neutréfilos, e aumento gradual do nimero

de eosinofilos sendo evidenciado, j& a partir do 5° dia p6s inoculagéo.
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A presenca de eosindfilos em sangue periférico ou mesmo em tecidos, acometidos por
helmintos, apresenta fundamental importancia na defesa contra esses parasitos. Os granulos
presentes no interior de eosindéfilos, sdo implicados como sendo, mediadores finais, que atuam
na morte de helmintos (SCOTT & SHER 1993; ALLE & MAIZELS, 1997). Eosindfilos, em
conjunto com IgEs especificas, certamente participam na protegdo contra L. minor através do
processo de citotoxicidade mediadas por células dependentes de anticorpos (SEMERENE et
al., 2004).

A presenca do parasito em seus diferentes estadios evolutivos (ovos, larvas e vermes
adultos) caracteriza, o ciclo de autoinfeccéo, realizado pelo parasito (CAMPOS et al.,2017;
CAMPOS; BARBOSA, 2016; LEAO; FRAHIA-NETO; DIAS, 2015). Sem duvida o ciclo de
autoinfeccdo dificulta a terapéutica da doenca e pode comprometer, desfavoravelmente, o
prognostico.

Se o tratamento for interrompido havera a formacéo de uma nova leséo, que podera ser
préxima ou mesmo distante da lesdo inicial e, consequentemente esta nova lesdo ficara repleta
de vermes adultos fémeas, que produzirdo ovos, e estes produzirdo novas larvas, que dardo
origem a novos vermes adultos iniciando um novo ciclo de autoinfeccao, reforcando deste modo
a necessidade de que a substancia utilizada como anti-helmintico, deva, necessariamente ter
acao sobre o parasito, nas diversas etapas do seu ciclo evolutivo (CAMPOS et al., 2016).

Desta forma, 0 mais comum, é que pacientes apresentem recaidas meses ou mesmo anos
apos o diagnostico e tratamento inicial desta parasitose. As recidivas agudas sao relacionadas a
embriogénese dos ovos, e ao desenvolvimento de todas as outras formas do parasito,
completando assim seu ciclo e impedindo a eficacia do farmaco utilizado (CAMPOS, et al.,
2017). Ressalta-se que o grau de agressividade dessa enfermidade, esta bastante relacionada,
com a condicao imune do hospedeiro, como da regido afetada, da carga parasitaria, devendo-se
considerar ainda, o grau de invasdo tecidual, bem como a capacidade de reproducado do parasito
(GUIMARAES, et al., 2010), podendo ainda, apresentar uma evolucgo cronica, entre 5 e 20
anos (SPRENT,1971). A maioria dos casos descritos cursa com periodos de remissao e recidiva,
e em casos mais graves o paciente pode ir a 6bito em aproximadamente trés meses, apds o inicio
dos sintomas (PACO e CAMPOS,1999; CAMPOS et al., 2016).

1.5. Diagnoéstico Clinico e Laboratorial

Na maioria dos casos descritos é possivel observar que na fase inicial o diagnostico é
realizado de forma equivocada, uma vez, que as lesbes, séo em grande parte diagnosticadas

como sendo de causa bacteriana. Assim, é comum que o diagnostico desta enfermidade seja
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realizado de forma tardia, uma vez que, muitos pacientes sé buscam tratamento médico, em
estagios avangados da doenca (CAMPOS et al., 2017).

A realizacdo do diagndstico diferencial, nos casos suspeitos de lagochilascariase, se faz
indispensavel, levando-se em consideracdo a diferenciacao das lesdes cervicais, que se mostram
bastante amplas. Fazem parte deste conjunto, as proliferacfes benignas e as malignas, bem
como aquelas de origem congénita, inflamatéria ou mesmo as de natureza neoplésicas
(MAQUINE et.al., 2018).

O diagnostico clinico estd pautado no aspecto das lesdes, devendo-se, inicialmente,
excluir a possibilidade de infeccdbes como adenite piogénica, actinomicose,
paracoccidioidomicose, tuberculose ganglionar ou mesmo leishmaniose, por estas
apresentarem lesdes por vezes bastante semelhantes aquelas causadas por L. minor (CAMPQOS
et al., 2017). O diagndstico torna-se mais delicado, quando se observa, o envolvimento de
regibes como o sistema nervoso central, pulmdes ou mesmo naso e orofaringe, especialmente,
se ndo é observado a presenca, de tumoracdo aparente em regides cervical, retroauricular ou
mesmo mastoidea (CAMPOS; BARBOSA, 2016).

A lesédo causada pelo L. minor habitualmente, apresenta uma evolucdo lenta, que pode
perdurar por semanas ou mesmo meses. Desta forma, as queixas iniciais mais comuns séo o
aparecimento de nodulagdes na regido do pescoco, que se apresenta pequena, nao fistulizada e
indolor nos estagios iniciais. Com a progressdo esta lesdo torna-se dolorosa podendo ou nédo
fistulizar de forma espontanea. Quando se da a drenagem, nota-se a presenca de uma secrecao
serosa e purulenta (Figura 4), e esta, por sua vez pode apresentar o parasito em todos 0s seus
estadios evolutivos, caracteristica do ciclo auto infectante realizado por este parasito
(CAMPOS, et al., 2017).
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Figura 4. Lesdo cervical drenando secrecéo purulenta, em paciente infectado com Lagochilascaris minor. Fonte:
(CAMPOS et.al., 2017)

As lesbes, podem apresentar tamanhos variados, na maioria dos casos observados,
variando entre 5 e 12 cm de didametro, comumente localizados, em regido cervical, mostra-se,
com aspecto de pseudo cisto, nodular ou mesmo formando abscessos (BENTO et al.,1993).
Pode apresentar-se rigido e com limites ndo definidos. A migracdo dos parasitos das lesdes
primarias, através dos tecidos acometidos, pode dar origem a lesGes secundarias, e estas,
consequentemente podem apresentar localizagdo distante da regido inicial (FRAIHA-NETO;
LEAO,2005).

O diagnostico laboratorial consiste na biopsia de fragmentos de tecidos e contetdo dos
abscessos retroauriculares e trato respiratério, por exemplo, com estudo histopatolégico em
camada delgada e coloragdo de hematoxilina-eosina (SEMERENE et al., 2004). Quando
encontrados larvas e ou vermes adultos, estes devem ser fixados e corados para posterior
identificacdo. Os ovos de L. minor, apresentam grande semelhanca com os de Ascaris
lumbricoides, necessitando assim de cautela, durante no processo de identificacdo. Ovos de L.
minor podem ser encontrados nas fezes quando lesdes no rino e orofaringe originam pertuitos
para a luz do tubo digestério (CAMPQOS, et al., 2017).

Roig et al. (2010) utilizaram o exame parasitoldgico de fezes em amostras seriadas no
intuito de reforcar o diagnostico desta enfermidade, em um paciente provindo de Itapua,
Companhia Santa Ana do Distrito Alto Vera-Paraguai, que apresentava lesdes em regido
retroauricular e na parotida direita, com presenca de otorréia com exsudagdo purulenta na qual
observava-se a presenca de vermes. Neste caso, foi possivel observar a presenca de ovos nas
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fezes, e estes foram descritos como tendo aspecto de “tampas metélicas de garrafa de cerveja”
0 que corroborou de forma consideravel, para a elucidacdo diagndstica do paciente.

Tendo em vista a magnitude desta enfermidade, é considerado interessante, a inclusao
de exames de imagem como radiologicos, tomograficos ou mesmo a ressonancia magnética,
pois estes sdo exames que permitem avaliar a extensao, de forma precisa das lesées (FURTADO
DE MENDONCA et al., 2005), admitindo ainda, estabelecer se existe ou ndo comprometimento
do sistema nervoso central, ou mesmo pulmonar. Ressalta-se dois, dos trés casos descritos por
Veloso et al. (1992) nos quais, 0s pacientes citados, apresentaram sinais de comprometimento
neuroldgicos, entre outros sinais clinicos inerentes a lagochilascariase. Nesses casos, 0S exames
radioldgicos e tomograficos mostram-se fundamentais para elucidacdo do diagndéstico, bem
como, na avaliacdo da extensdo das lesbes e consequentemente, no acompanhamento dos

pacientes.

1.6. Abordagem Terapéutica

A terapéutica na lagochilascariase, é considerada até os dias atuais complexa, uma vez
que esta, deve ser pautada, no ciclo evolutivo do parasito pois, envolve seus diferentes estagios
evolutivos, ovos, larvas e consequentemente os vermes adultos. Assim a utilizacéo de diversas
farmacos tem sido necesséria para cada estagio do parasito, ndo havendo desta forma, um
esquema terapéutico que seja considerado essencialmente eficaz (MAQUINE et al., 2018).
Assim, um anti-helmintico para ser considerado eficaz deveria ter acdo larvicida, ovicida,
vermicida e impedir a embriogénese dos ovos deste parasito (CAMPOS et al.,2016).

Ledo e Fraiha (2000) relataram que para casos humanos, os farmacos cambendazol e o
levamisol apresentaram uma excelente acdo imediata sobre o parasito, porém, nota-se que
meses ap0Os a terapéutica, recidivas sdo constatemente observadas. Tendo em vista essa
situacdo, torna-se indispensavel a utilizacdo de um programa de manutencdo medicamentosa,
por periodos, que podem variar de seis meses a um ano, na perspectiva de obtencéo da cura
definitiva da doenca (CAMPOS et al., 2016). E interessante ressaltar, que , baseado em estudo
experimental utilizando-se camundongos infectados com ovos de L. minor, realizado por
Campos et al., (2016), foi possivel verificar, que o Cloridrato de Levamisol na concentragdo de
0,075 mg/kg, ndo exerceu acdo contra larvas em migracéo, ou mesmo larvas de terceiro estadio
encistadas. Destarte, os autores afirmam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre a

acdo desta e outras farmacos sobre este parasito.
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Até os ultimos relatos desta parasitose, o tratamento tem sido baseado em varios
farmacos, como a dietilcarbamazina, tiabendazol, levamisol, cambendazol, mebendazol,
praziquantel, e o albendazol, todavia, ndo apresentando, um farmaco de escolha definitiva
(PALHETA-NETO etal., 2002; CAMPOS et al, 2017). A associacéo de alguns antihelminticos,
tem sido frequentemente utilizados apresentando bons resultados, como a associagdo de
cambendazol e o levamisol (FRAIHA-NETO; LEAO,2005). Ivermectina associado ao
Albendazol, também apresentou bons resultados (GUIMARAES et al.,2010), porém nessas
associac0es citadas, foi interessante evidenciar, que nos primeiros dias de tratamento nota-se
uma melhora clinica do paciente, porém, a recidiva indica invariavelmente a necessidade de
esquemas terapéuticos instituidos a longos prazos (CAMPOS et al., 2016).

Nesta direcdo, Guimardes et al., (2010) administraram um tratamento com levamisol
(150 mg/dia) associado a ivermectina (300 mg/Kg/ semana) e posteriormente, albendazol (400
mg/dia) em paciente de 10 anos de idade procedente de Barra do Garca (MT) que apresentava

otalgia e otorreia purulenta por L. minor.

Com a melhora do quadro otolégico a paciente recebeu alta com a mesma
prescricio médica por mais 40 dias. Trés meses apds, retornou ao Servigo,
apresentando um discreto ndédulo adjacente a lesdo anterior, relatando eliminacéo
espontanea de um pequeno verme vivo. O exame histopatolégico revelou fragmentos
de tecido conjuntivo com reacdo inflamatéria cronica granulomatosa, contendo de
permeio cortes de parasito sugestivo de L minor. Novo esquema terapéutico foi
instituido sendo prescritos dois ciclos de albendazol com intervalos de 15 dias
intercalando com uma administracdo semanal de ivermectina. A paciente foi orientada
a retornar ao ambulatério apds seis meses para seguimento ao tratamento. Apds este
periodo, regressou sem sinais de otorreia ou infeccdo auricular. No caso dessa
paciente, observa-se reagudizagdo dos processos parasitarios, provavelmente pelo
ciclo de autoinfeccdo do parasito. Acredita-se que tenha ocorrido cura em virtude de
terapia prolongada e disciplina de seus familiares em manter o esquema terapéutico
proposto (GUIMARAES et al., 2010). O ciclo de autoinfecgéo, observado nesse caso,
dificulta a cura da doenca.

Estudos utilizando a lvermectina em uma concentracgdo de 200 pg/L de formalina a 1%,
por um periodo de 28 dias, ndo foi capaz de evitar a embriogénese, assim como ndo foi
observado a desvitalizacdo das larvas, no interior dos ovos deste helminto (BARBOSA et al.,
1997). Estes achados, diferem grandemente dos resultados alcan¢ados por Campos et al. (1988),
que puderam notar a desvitalizacao da larva de L. minor no interior do ovo apés tratamento com
0 mesmo farmaco. Uma possivel justificativa utilizada no momento, foi que a diluigdo da
Ivermectina com a solucdo de formalina a 1% poderia reduzir a superficie de contato entre a
droga e a casca do ovo. Assim, ainda existem bastante controveérsias a cerca da utilizagdo dessa

droga e sua eficiéncia na lagochilascariase humana.
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A cura completa da lagochilascariase € considerada incomum. O que se pode observar
é que apds o abandono ou interrupcdo do tratamento existe a formagao de uma novos tumores,
e estes podem estar localizados em regides proximas a lesdo inicial, ou mesmo em regides
distantes. Tal fato é justificado pelo fato de que as fémeas adultas remanescentes, do parasito
comecardo a produzir ovos, que dardo origem a novas larvas e consequentemente & novos
vermes adultos, iniciando desta forma um novo ciclo infectante, dando origem assim, a fase de
recidiva do paciente. De uma forma geral, o ciclo de vida deste parasito, marcado pela sua
reproducdo no proprio local da lesdo, dificulta demasiadamente a eficacia do protocolo
terapéutico (CAMPOS et al., 2017).

Indubitavelmente, o tratamento farmacoldgico é de fundamental importancia, porém a
limpeza cirdrgica das lesbes é também relevante, quando instituido como método auxiliar no
tratamento de alguns casos dessa enfermidade (MAQUINE et al., 2018). Destacam-se, dois dos
trés casos descritos por Veloso et al. (1992), nos quais as pacientes foram tratadas inicialmente
com antibidticos, anticonvulsivantes e anti-helminticos. Caso 1: Mebendazol 100 mg 2 x dia/3
dias e Tiabendazol 50 mg/Kg peso/dia/2 dias; Caso 2: Tiabendazol 50 mg/Kg peso/dia/2 dias.
Em ambos os casos as pacientes foram submetidas a procedimentos cirdrgicos para
esvaziamento cervical, em um dos casos foi possivel observar a cura inicial aparente, seguida
de recidiva. No segundo caso, mesmo como 0 procedimento cirirgico, ndo houve sucesso.
Seguiram-se varias recidivas e remissdes, acompanhadas de interven¢Ges médicas, por fim, a
paciente apresentou sinais de acometimento neurol6gico, como confusdo mental, convulsdes,
vomitos, papiledema e paralisia facial contralateral, agravando desta forma o quadro desta.
Consequentemente, a paciente foi submetida a uma craniotomia da fossa posterior, e
mastoidectomia radical a esquerda. Durante o procedimento cirdargico, foram retirados
numerosos vermes. Infelizmente a paciente ndo recobrou a consciéncia apos a cirurgia, entrando
em coma profundo e indo a 6bito no primeiro dia do pds operatorio.

Partindo-se dos casos de Veloso et al. (1992), denota-se, que mesmo, na iminéncia da
combinagdo de procedimentos cirdrgicos com o tratamento medicamentoso, 0 sucesso da
terapéutica ndo é garantido. Levando em consideracao todo o arsenal terapéutico utilizado, na
lagochilascariase humana (Figura 5), pode-se afirmar que é uma enfermidade que apresenta um
alto grau de dificuldade de tratamento, assim sendo, 0s pacientes necessitam serem monitorados
por longos periodos, uma vez que as recidivas ap0s a cura aparente € uma constante, levando a
perpetuacdo da doenca, e em alguns casos, até mesmo podendo causar a morte (CAMPOS et
al., 2016).
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PACIENTE  ABSCESSO DROGAS DOSES EVOLUCAO REFERENCIA
ND
e . Trés comprimidos de 50mg/trés vezes ao dia (1000 A
1 RCe SN Dietilcarbamazina comprimidos) Doenga cronica (DRAPER,, 1963)
. - . Obto do (OOSTBURG;
2 CR 500mg duas vezes ao dia por trés dias sucessivos paciente VARMA, 1968)
Sem
3 RC 50mg/Kg peso corporal por dia durante 5 dias acompanhament ~ (OOSTBURG, 1971)
o
) ' Obto do (VELOSO et.
4 Ms,OM, e SNC Tiabendazol 50mg/Kg peso corporal por dia durante 5 dias paciente al.1992)
Obto do (ORIHUELA et.
5 Ms,OM, RC e SNC 2,000 mg/24h paciente al.,1987)
6 RC Levamisol 150 mg por dia durante trés dias Provavel cura (CHIEFFI et.
al.,1981)
sem (BOTERO;PEQUEN
7 RSM Pamoato de Pirantel 700 mg por dia durante cinco dias acompanhament o 1§84)
o \
8 RC Levamisol 150 mg por dia durante quatro semanas Provavel cura (I\g?lélgl,;)et.
. . (BARRERA-PERES
9 SN 400 mg (dose Unica) Néo curado et. al.2012)
Albendazol Sem -
10 Ms 400 mg uma vez ao dia durante trinta dias acompanhament (BARRERA-PERES
o et. al.,2012)
Tiabendazol 500 mg duas ao dia durante trés dias Néo curado
(LEAO et. al.,1978)
11 RC Dietilcarbamazina 100 mg trés vezes ao dia durante 144 dias Provavel cura
Tiabendazol 500 mg trés vezes ao dia por seis dias Néo curado (MORAES;
12 Ms Dietilcarbamazina 100mg duas vezes ao dia Provavel cura ARNAlL‘égé)UMA'
Tiabendazol 50 mg/Kg de peso cggfgﬁlagor dia durante cinco Néio curado (VOLCAN;
3 SNeMs 50 mg por dia durante 10 dias Néo curado OCHOA;
Levamisol 9p ; MEDRANO, 1982)
150 mg por semana durante 3 meses Provavel cura
Levamisol 2,5 mg/Kg de peso corporal por dia durante 15 dias Sem (VELOSO et
14 RC E acompanhament al.1992) .
Praziquantel 15 mg/Kg de peso corporal (dose Unica) o -
Tiabendazol 25 mg/kG de peso corggrgilagma vez ao dia durante Niio curado
15 RC Levamisol 150 mg por dia durante dez dias Néo curado (OOSTBURG, 1992)
Albendazol 400 mg por dia durante 36 dias Provavel cura
30 mg/Kg de peso corporal por dia durante 3 dias Nio cura
Tiabendazol (mal tolerado)
15 mg/Kg peso corporal por dia durante 6 dias .
16 SN Mebendazol 200 mg/dia durante 4 dias Naéo cura (BOT%Q%SE)QUEN
150 mg trés vezes ao dia durante 8 dias !
Levamisol 150 mg uma vez ao dia, trés dias por semana Provavel cura
durante 12 semanas
Associagoes:
Mebendazol 100 mg duas vezes ao dia durante 3 dias
Tiabendazol 50 mg/Kg peso corporal por dia durante 2 dias Néo curado
17 OM,SNC 2,5 mg/Kg de peso corporal por dia durante 30 dias (V;ElLlOgsg%et.
Levamisol acom Se;?ament
Cambendazol P o
36 mg por dia durante 20 dias
4 ciclos de 30mg/Kg de peso corporal por dia 5
Cambendazol durante 5 dias, repetido ap6s 10 dias de intervalo Néo curado
. 150 mg por dia durante 10 dias,depois 150 mg uma 5
Levamisol Néo curado
vez por semana durante 3 meses
(BENTO et.
18 Ms,OT e SNC 2 ciclos de quatro doses de 0,2mg/Kg de peso al.,1993)
. corporal em intervalos semanal, seguido de 1 més s
Ivermectina h N . Provavel cura
sem terapia Posteriormente doses mensais durante 6
meses.
19 RC Ivermectina 300pg/Kg de peso corporal com intervalos semanais Provavel cura (ARTIGAS
durante 12 semanas et.al.,1968)
Ivermectina 200 pg /Kg de peso corporal durante 1 semana Sem
20 SN,Ms e OM ) € . . . X . acompanhament (ROIG et. al.,2010)
Tiabendazol 1 comprimido por dia durante 3 dias , reretido apos )

15 dias

Figura 5. Medicamentos usados contra lagochilascariase. Protocolos terapéuticos em 20 pacientes infectados por
Lagochilascaris minor . RC= Regido Cervical, SN= Seios Nasal, Ms= Mastoide, OE= Ouvido Médio, TS=
Tonsilas, OT=0sso Temporal, RSM=Regido Sub Mandibular, SNC=Sistema Nervoso Central. Fonte:
(CAMPOS et.al., 2017).
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O arsenal medicamentoso utilizado no tratamento desta enfermidade, em sua maioria,
trata-se de drogas bastante antigas, e apesar deste agravante, nota-se pouco ou nenhum
investimento em pesquisas para o tratamento desta parasitose, pela industria farmacéutica. Os
medicamentos disponiveis para tratamento, apresentam baixo nivel de eficacia, fato este
comprovado pela observacdo de recidiva em casos de lagochilascariase diagnosticado e tratado
com anti-helminticos convencionais (CAMPOS et al., 2017).

1.7. Aspectos Epidemioldgicos

Conforme mencionado anteriormente, a lagochilascariase humana é uma enfermidade
restrita a regido neotropical. Tem sido descrita no México, Trinidad-Tobago, Suriname,
Colbmbia, Venezuela, Bolivia, Paraguai, Costa Rica, Equador, Peru e Brasil (CAMPOS et al.,
2017).

Regides neotropicais, sdo aquelas situadas desde o México Central, até o sul do Brasil,
sendo incluido, a América Central, ilhas do Caribe, e quase a totalidade das regifes Sul-
Americanas, torna-se notdrio ressaltar, que esta regido alberga os maiores nimeros em fauna e
flora mundial, é destacavel denotar ainda, que sete dos 35 hotspots? de biodiversidades estdo
situados em regides neotropicais (LIMA et al., 2018). Trata-se, desta forma, de um cenario
consideravelmente atraente para pesquisas, porém, espécies pertencentes a essas regides sdo
pouco estudadas, consequentemente, sdo ainda bastante desconhecidas ou mesmo, se possui
pouca compreensao a cerca de seus aspectos ecoldgicos, origem, bem como historia evolutiva
ou mesmo manutencdo dessa rica biodiversidade (ANTONELLI; SANMARTIN, 2011;
TURCHETTO-ZOLLET etal., 2013; TINOCO et al., 2015).

Em relacdo os fatores presentes na area neotropical que propiciam a transmissao desta
doenca, destaca-se a presenca de seu hospedeiro definitivo natural (Puma concolor, Speothus
venaticum), hospedeiro intermediario natural (roedores, especialmente Dasyprocta agouti). Tal
como a maioria das doencas tropicais, acomete quase somente pessoas de menor poder
aquisitivo. Os individuos infectados geralmente vivem em habitagdes precarias ao lado de mata
densa sobrevivendo da ingestdo de carne de animais silvestres tais como: tatu, pred, cutia, paca,

porco do mato, jabuti e outros animais (CAMPOS, 2010). A migragdo humana dos centros

2 Hotspots - Este termo é utilizado para designar lugares que apresentam uma grande riqueza natural e uma elevada
biodiversidade, mas que, no entanto, encontram-se ameagados de extin¢do ou que passam por um corrente processo
de degradacdo. Trata-se dos lugares do planeta onde a conservacao de suas feigdes naturais faz-se mais urgente.
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urbanos para 0 campo, num processo inverso ao éxodo rural, contribui sem davida para o
incremento da casuistica humana nesta helmintiase (CAMPOS, 2010).

O Brasil, dentre os paises Sul-Americanos, destaca-se por apresentar um maior nUmero
de casos 78,1% (100/128), sendo que estes se concentram principalmente na regido norte do
pais (CAMPOS, et al., 2017). O primeiro caso de lagochilascariase descrito no Brasil, foi
registrado por Artigas et al. (1968) em uma paciente do estado de S&o Paulo, que apresentava
lesGes fistulizadas, na regido do pescogo. Os casos brasileiros ocorrem principalmente, em
moradores de regides mais precarias da Amazonia brasileira, como areas rurais dos estados do
Par4, seguido por Rond6nia, Tocantins, Mato Grosso, Roraima, Acre, S&o Paulo, Parana, Goias,
Maranhdo, Paraiba, Mato e Grosso do Sul. A maior concentracdo dos casos, registrados na
literatura, ocorre no sudeste do Estado do Para e norte do Estado do Tocantins, regido que
corresponde aos vales dos rios Araguaia e Tocantins (CAMPOS, 2010).

Ressalta-se, a ocorréncia de casos fora da regido amazonica, como nos estados de Goias,
Mato Grosso do Sul, S&o Paulo, Parand, Paraiba e Maranhdo, onde nestes, ha o relato, de pelo
menos um caso em cada estado citado (CAMPQOS, et al., 2017). Mais recentemente, foram
descritos dois novos casos desta enfermidade no Brasil, ambos relatados em pacientes
procedentes do estado do Para (BARRETO et al., 2018; MAQUINE et al.,2018).

A ingestdo de carne crua ou mal cozida de roedores silvestres, contendo larvas
encistadas do parasito, constitui fator de risco para a aquisi¢do da lagochilascariase (CAMPQOS,
2010). Se o canal alimentar de carnivoros constitui o habitat normal deste verme, ovos
eliminados nas fezes do hospedeiro natural infectado poderdo contaminar o solo. Roedores
silvestres, hospedeiros intermedidrios ou paraténicos tornam-se passiveis de se infectar
ingerindo ovos embrionados presentes no meio ambiente. Por consequéncia, tais animais

desempenham um papel importante na cadeia epidemioldgica desta doenca (CAMPQOS, 2010).
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CAPITULO 1

Lagochilascaris minor 1989 - 2020. CULTIVO EM LABORATORIO POR 31 ANOS

RESUMO. A regido Neotropical, compreende uma area do México Central ao sul do Brasil. Possui o
maior nimero de plantas e animais no mundo, incluindo sete dos 35 hotspots de biodiversidade. Na
regido Neotropical ocorre uma helmintiase, a lagochilascariase que tem como agente etiol6gico
Lagochilascaris minor. A doenca é registrada no México, Trinidad-Tobago, Suriname, Colémbia,
Venezuela, Bolivia, Paraguai, Costa Rica, Equador, Peru e Brasil sendo que este Gltimo pais detém a
maior casuistica mundial. A lagochilascariase causa ho homem lesfes no pesco¢o, mastoide, ouvido
médio, seios nasais, pulmdes, rino e orofaringe, regido sacra, alvéolo dentario, globo ocular. A
sintomatologia depende do 6rgdo acometido, da carga parasitaria. Hoje, ndo ha duvida de que o homem
se infecta por ingestdo de carne crua ou mal cozida de roedores silvestres, contendo larvas do parasito,
presentes na &rea neotropical. Esse parasito tem sido mantido em condi¢BGes experimentais na
Universidade Federal de Goias, desde 1989. Visando contribuir com alguns aspectos da epidemiologia
desse helminto avaliou-se, na oportunidade, a infectividade de ovos de L. minor mantidos in vitro em
solucéo de formalina a 1%, por um periodo de 300 dias. Os ovos foram examinados microscopicamente,
no primeiro més a cada 2 dias e posteriormente 1 vez por semana. Além da microscopia, camundongos
foram inoculados, por via oral, com 1500 ovos. Os resultados evidenciaram que 0s 0vos mantiveram o
seu poder infectante, durante todo o periodo estudado. Apresentaram uma consideravel resisténcia in
vitro semelhante a ovos de outros ascarideos, parasitos do homem na América Latina, que mantém o
seu poder infectante no solo, mesmo sob condic¢Bes adversas.

PALAVRAS-CHAVE

Lagochilascaris minor; Lagochilascariase; Resisténcia helmintica.
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Lagochilascaris minor 1989-2020. LABORATORY CULTIVATION FOR 31
YEARS

ABSTRACT. The Neotropical region, comprises an area of Central Mexico to the south of Brazil. It
has the largest number of plants and animals in the world, including seven of the 35 biodiversity
hotspots. In the neotropical region there is helminthiasis, lagochilascariasis, which has Lagochilascaris
minor as its etiological agent. The disease is registered in Mexico, Trinidad-Tobago, Suriname,
Colombia, Venezuela, Bolivia, Paraguay, Costa Rica, Ecuador, Peru and Brazil, the latter having the
largest casuistry in the world. Lagochilascariasis causes injuries in the neck, mastoid, middle ear, nasal
sinuses, lungs, rhino-oropharynx, sacral region, dental alveolus, eyeball. The symptomatology depends
on the affected organ, the parasitic load. Today, there is no doubt that man is infected by eating raw or
undercooked meat from wild rodents, containing larvae of the parasite, present in the neotropical area.
This parasite has been maintained in the Parasitology / IPTSP / UFG laboratory since 1989. In order to
contribute to some aspects of the helminth's epidemiology, the infectivity of L. minor eggs kept in vitro
in a 1% formalin solution was evaluated. %, for a period of 300 days. The eggs were examined
microscopically, in the first month every 2 days and then once a week. In addition to microscopy, mice
were inoculated orally with 15,000 eggs. The results showed that the eggs maintained their infectious
power throughout the studied period. They presented considerable in vitro resistance similar to eggs of
other ascarids, parasites of man in Latin America, which maintain their infective power in the soil, even
under adverse conditions.

KEY WORDS

Lagochilascaris minor; Lagochilascariasis; Helmintic resistance.
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1. INTRODUCAO

Lagochilascaris minor foi descrito em material de origem humana procedente de
Trinidad Tobago (Leiper,1909). E uma helmintiase rara, uma doenca negligenciada (CAMPOS
et al.,2017) e tem suscitado questionamentos sobre o seu hospedeiro natural, formas de
transmissdo, terapéutica e diagndstico. A falta de conhecimentos sobre a transmissdo e outros
aspectos inerentes a biologia de L. minor motivou varios pesquisadores a estudarem o parasito
em laboratdrio. Destacam-se os trabalhos de Winckel e Treurniet (1956); Sprent, (1971); Smith
et al., 1983; Fraiha et. al., (1983, 1986, 1989); Campos et al., (1989); Campos et al., (1992)
Volcan et al., (1992); Paco et al., (1994).

Segundo Winckel e Treurniet (1956), a transmissdo de L. minor, ocorre de forma
mecanica através de tabanideos (mutucas), que carreariam o parasito, a partir de fezes de seu
hospedeiro natural até o hospedeiro humano. Desta forma, os ovos seriam depositados
diretamente nas 4&reas comumente comprometidas, havendo assim, penetracdo e
desenvolvimento das larvas.

Sprent (1971), referiu, que a infeccdo se daria, a partir da ingestédo de ovos embrionados,
neste caso, guardando semelhanca com o ciclo do Ascaris lumbricoides. As larvas fariam
obrigatoriamente ciclo pulmonar e ap0s este trajeto, fariam percurso ascendente pela traqueia,
aderindo-se a mucosa da orofaringe, o que possibilitaria sua penetracdo nesses tecidos,
desenvolvimento, bem como acasalamento e reproducdo, originando assim as lesdes no
homem.

Para Fraiha et al., (1983, 1986, 1989), a infeccdo se daria através da ingestdo de agua
ndo filtrada e contaminadas com fezes do hospedeiro natural, contendo larvas infectantes do
parasito (larvas de terceiro estadio). Apds a ingestdo, essas larvas penetrariam diretamente na
mucosa orofaringea, ndo necessitando dessa forma, de um ciclo pulmonar.

Porém dentre todas as teorias, a hipotese mais aceita foi a de Smith et al., (1983), que
supuseram que a infeccdo seria causada, pela ingestdo de larvas encistadas nos musculos e
outros tecidos de animais silvestres. Campos et al., (1989; 1992) confirmaram essa hipdtese
utilizando camundongos e gatos domeésticos no ciclo evolutivo experimental. Relataram a
ocorréncia de duas mudas cuticulares e o desenvolvimento da larva até o terceiro estadio, no
interior do ovo do parasito. Apos a inoculacdo de camundongos com ovos infectantes por via
oral, foi possivel observar, entre 4 e 6 horas apds inoculacdo, a ecloséo de larvas dos ovos na
luz do intestino delgado e ceco. Apos 6 horas, as larvas de terceiro estddio em migracéo,

puderam ser observadas atravessando a mucosa distal do intestino delgado e ceco.
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Posteriormente, as larvas ja podiam ser observadas, no interior de vasos linfaticos e veia porta
hepética, finalmente alcancando o parénquima hepatico e pulmdes, em um periodo variavel
entre 24 e 48 horas (CAMPOS et al.,1992). Segundo esses autores, apés o periodo de migracéo,
as larvas encistam-se principalmente no tecido subcutaneo e musculos esqueléticos dos
camundongos, considerados hospedeiros intermediarios do verme. Quando gatos domésticos
sdo infectados experimentalmente com ovos de L. minor, o parasito ndo alcanca sua maturidade
sexual, ndo completando o seu ciclo evolutivo. No entanto, quando gatos sdo alimentados com
carcacas de camundongos infectados, as larvas de terceiro estadio presentes nos cistos, eclodem
no estdbmago do hospedeiro felino (hospedeiro definitivo), alcancam regides como rino e
orofaringe, regido cervical, globo ocular, sofrendo 2 mudas (L3> L4) e ( L4-> verme adulto)
(CAMPOS et al.,2017; SUDRE et al., 2012; VOLCAN; MEDRANO,1990).

As lesdes no rino-orofaringe ddo origem a fistulas e ovos do verme sdo eliminados
através das fezes. Gracas aos trabalhos acima mencionados ndo ha duvida, de que a transmissao
humana ocorre por ingestdo de carne crua ou mal cozida de roedores silvestres e de que felideos,
até mesmo canideos sejam hospedeiros definitivos naturais (CAMPOS et al.,2017; FALCON-
ORDAZ et al.,2016; FEHLBERG et al., 2014; SUDRE et al., 2012; VOLCAN;
MEDRANO,1990).

Interessa-nos ressaltar aqui a manutencao de L. minor, pelo Laboratério de Biologia,
Bioquimica de Imunologia de Helmintos (LBBIH) do Instituto de Patologia Tropical (IPTSP)
da Universidade federal de Goias (UFG), desde o0 ano de 1989, o que, permitiu a realizacdo de
estudos relevantes nos segmentos de Parasitologia (CAMPOS et al.,1989, 1992; PACO et
al.,1999); BARBOSA et al.,, 2006; OLIVEIRA et al.,1995; 2002) , Histopatologia (
SEMERENE et al., 2004), Bioquimica (BARBOSA et al., 2006), Microscopia eletrdnica
(OLIVEIRA,1999) , Diagnostico imunolégico (CALDEIRA,2005), sempre usando
camundongos como hospedeiros intermediario e gato doméstico como definitivo do verme.

Ao longo do ciclo, hd uma etapa in vitro que compreende o embrionamento de ovos em
solucgéo de formalina a 1%, sendo necessario um periodo de aproximadamente 30 dias para que
se tornem infectantes. Essa etapa exige a utilizagédo de camundongos para dar continuidade ao
ciclo evolutivo, estes que devem ser inoculados com os ovos entdo obtidos. Nova etapa in vivo
exige a utilizacdo de gato doméstico, fase em que o ciclo se completa com a obtencéo de
parasitos adultos do verme. N&o obstante, o beneficio de se dispor do ciclo evolutivo de um
verme em laboratério e a contribuicdo para a producéo de conhecimento nessa linha de trabalho,

a manutenc&o do ciclo exige além do rigor cientifico a utilizacdo de animais em pouco espaco
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de tempo. Na medida, em que alguns projetos eram desenvolvidos, observava-se que 0s ovos
permaneciam viaveis por um periodo superior a 30 dias e que larvas permaneciam viaveis no
interior dos nddulos granulomatosos de camundongos por um periodo superior a 90 dias.
Visando contribuir com aspectos relacionados a resisténcia de ovos desse parasito
objetivou-se, através desse trabalho, verificar a embriogénese e viabilidade de ovos de L. minor
por um periodo superior a 30 dias. Para tanto, utilizou-se uma suspensdo de ovos mantida em
laboratdrio in vitro examinada, inicialmente, a cada 2 dias e posteriormente 1 vez por semana,
durante 300 dias. Com o mesmo objetivo, camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6
foram inoculados individualmente, por via oral com 1500 ovos obtidos sob as mesmas

condigdes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Centro
Universitario de Anapolis - UniEVANGELICA, sob 0 n°001/2019.

2.2. O parasito

Foi empregado o isolado de L. minor, cujo material foi obtido por Campos et al., (1992)
em lesdes da paciente ACS 22 anos de idade, procedente de Conceicdo do Araguaia (PA). O
parasito tem sido mantido no Laboratério de Biologia Bioguimica e Imunologia de Helmintos
(LBBIH) do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP) na Universidade Federal
de Goias (UFG).

2.3. Ovos infectantes

Utilizou-se uma suspensdo de ovos L. minor cedida por pesquisadores do LBBIH-
IPTSP que foi mantida no biotério do Centro Universitario de Anépolis, em solucdo de
formalina 1%, por um periodo de 300 dias a temperatura ambiente. Foram adicionados
aproximadamente, 100.000 ovos em 10 mL de solugéo de formalina, conforme Oliveira et al.,
(2002). Essa suspenséo foi examinada, com auxilio de microscopio biologico, a cada 2 dias
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durante 30 dias (periodo que corresponde ao desenvolvimento da larva de 3° estadio no interior
do ovo) e em seguida 1 vez por semana, para verificar a viabilidade dos ovos, por um periodo
de 300 dias. A observacdo morfologica das larvas foi feita apds compressao entre lamina e

laminula.

2.4. Camundongos (Mus musculus)

Foram empregados 18 camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6, obtidos do biotério
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goiés.
O tamanho da amostra de camundongos foi definido segundo critérios propostos por Campos
et. al., (2016) e Barbosa et. al., (1998). Trabalhou-se com o menor nimero possivel de animais
na realizacdo desse projeto, considerando uma margem de seguranca no intuito de evitar
repeticdo dos experimentos. A mortalidade € baixa, provavelmente pela relacdo de equilibrio
estabelecida entre hospedeiro e parasito (CAMPOS et. al., 2016).

2.5. Descricao do alojamento e manejo

Os camundongos tinham idade aproximada de 3 meses e foram mantidos em gaiola de
polipropileno, com cama de maravalha estéril trocada a cada dois dias, no Biotério Central do
Centro Universitario de Anapolis — UniEVANGELICA, mantendo-se uma quantidade de cinco
animais por gaiola. A alimentacdo e hidratacdo foram administradas ad libitum com ragédo

balanceada e especifica para camundongos.

2.6. Preparacéo do inéculo

Decorridos 300 dias, a suspensdo de ovos foi centrifugada em solucéo fisioldgica, trés
operacdes, para substituicdo da formalina 1%. Em seguida, foi transferida para tubos graduados
de centrifugacdo e uma vez ajustado os volumes, foram retiradas trés aliquotas de 100 pL,
examinadas entre ld&mina e laminula, com auxilio de microscopia de luz. A concentracdo de
ovos por mL foi calculada atraves do emprego de uma regra de trés simples sobre o resultado

da média aritmética das trés observagoes.
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2.7. Animais e vias de inoculagdo- camundongos

Foram utilizados 18 camundongos Mus musculus isogénicos da linhagem C57BI/6
divididos em 2 grupos, sendo Grupo 1 (TESTE - 12 animais) e Grupo 2 (CONTROLE - 5
animais). Cada animal do Grupo 1 foi inoculado com aproximadamente 1500 ovos infectantes
de L. minor, utilizando-se uma sonda esofagiana (método de gavagem). Cada camundongo do
Grupo 2 recebeu, por via oral, pelo método de gavagem 0,1 mL de solu¢édo salina. Todos os

animais foram examinados clinicamente, 1 vez por semana, até o final do experimento.

2.8. Necrdpsia de camundongos

Apds 90 dias da inoculacéo, os camundongos do Grupo 1 foram sacrificados por fratura
cervical. ApoOs exposicdo das cavidades tordcica e abdominal, todos os oOrgdos foram
examinados. Os tecidos foram examinados com auxilio de microscopio entomolégico e as
larvas retiradas dos nddulos (cistos) eram contadas e fixadas em solucdo de formalina a 10% a
quente.

Procedimento semelhante foi usado para os animais do Grupo 2, grupo controle.

3. RESULTADOS

Inicialmente, observou-se a embriogénese dos ovos (ovos com 2, 4, 8 blastdmeros), e
em seguida, ovos larvados. Durante a microscopia, observavam-se larvas movimentando-se no
interior dos ovos, uma evidéncia da vitalidade das mesmas. Havia, também, ovos que ao serem
comprimidos liberavam uma massa amorfa, sem larvas no seu interior.

Entre 12 camundongos inoculados, com os ovos mantidos por 300 dias em solucéo de
formalina 1%, houve 92,3% (12/13) de infectividade, sendo que um camundongo foi ao 6bito
24 h apos a inoculagdo (HPI). Um animal, entre os 5 camundongos do grupo controle foi ao
Obito 48h HPI. Acredita-se que essa letalidade tenha sido decorrente dos procedimentos de
gavagem. Em todos os animais do grupo teste, observou-se a presenca de nodulos na

musculatura esquelética e tecidos subcutaneo (Figura 6).
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Figura 6. Nddulos granuloamtoso presentes em camundogos inoculados com 1500 ovos de Lagochilascaris

minor mantidos em solucéo de formalina a 1% durante 300 dias.

Foram recuperadas 443 larvas vivas, em movimento, apds extracdo do interior dos
nodulos (Tabela 1). Os animais do grupo controle ndo se infectaram.

Tabela 1. Total de larvas recuperadas dos tecidos de 12 camundongos inoculados com 1500

ovos de Lagochilascaris minor mantidos em solugéo de formalina a 1 % durante 300 dias

Animais Numero de larvas recuperadas por animal
1 21
2 19
3 18
4 17
5 94
6 12
7 20
8 69
9 84
10 41
11 22
12 26
Média de larvas recuperadas por animal 36,91
Total de larvas recuperadas 443
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4. DISCUSSAO

O termo “helmintiases transmitidas pelo solo” (do inglés STH) ou também geo-
helmintiases caracteriza um grupo de helmintos, transmitidos ao homem através da
contaminacdo do solo. Neste grupo de helmintos ou vermes ressaltam-se Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Necator americanus e Ancylostoma duodenale. Estimativas mundiais,
afirmam que cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo 0 mundo albergam estes parasitos. Dentre
as populagfes mais acometidas, estdo aqueles que vivem em areas deficientes de sistema de
saneamento basico ou ainda aqueles ndo possuem um abastecimento de agua devidamente
tratado (WHO, 2011).

Considera-se que nas infeccOes causadas por STH, o parasitismo evolui de forma
cronica e insidiosos mais do que a letalidade. Deve-se levar em consideracdo, que em infeccBes
macicas por estes parasitos, pode-se observar um déficit no desenvolvimento fisico e cognitivo,
gue podem, pela escassez de micronutrientes, levar ao desenvolvimento, de anemias carenciais
em criangas, podendo ocasionar o mau desenvolvimento escolar, em adultos existe a
possibilidade da diminuicdo da produtividade no ambiente de trabalho, ressaltando ainda que
em gestantes estas enfermidades, podem alcancar desfechos variados (HALL et al., 2008). A
infeccdo por L. minor, também se enquadra na categoria de geo-helmintiases, proposto por
Campos e colaboradores (2017). (CAMPOS et al., 2017).

Em 2001, durante 54° Assembleia Mundial da Saude, foi aprovada a resolugdo WHA 5
4.19 (World Health Assembly), que entre outras prerrogativas, fazia mencéo a obrigatoriedade,
de acesso a medicamentos essenciais para o tratamento das HTS para populacbes de areas
endémicas (América Latina e Caribe) para grupos populacionais de alto risco de morbidade.
Esta mesma resolucéo, fazia especificacdo pontual, sobre uma meta minima para cobertura
global, objetivando que, até 2010, no minimo 75% de todas as criancas em idade escolar, que
possuissem risco de morbidade das HTS, deveriam receber tratamento regularmente, no intuito
de eliminar essas parasitoses dos problemas de satde publica (WHO, 2011, 2012). Sabe-se, que
apesar dos esforcos e estratégias, empregadas por varios paises, essa meta mundial ndo foi
atingida, e apenas, um terco de todas as criangas necessitadas recebeu tratamento
medicamentoso adequado. Nesta direcdo, novas metas e estratégias no ambito global foram
tracadas para serem alcangadas até 2020 (WHO, 2011, 2012). Diante do cenario atual no &mbito
da saude publica, observa-se, que embora esfor¢os tenham sido empregados, no sentido de tratar

essas helmintiases, as metas ainda ndo foram alcancadas.
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Ovos de helmintos pertencentes a Classe Nematoda, sdo bastante resistentes 4,
condigdes ambientais externas. A estrutura da casca dos ovos desses parasitos apresenta
resisténcia, complexidade que deve ser vista, como possiveis formas de adaptacédo, que por sua
vez viria a aumentar a sobrevivéncia do embrido no ambiente. Ressalta-se, que a casca do ovo
de helmintos é responsdvel pela resisténcia a algumas classes de anti-helminticos
(WHARTON,1980)

Esses ovos de helmintos, possuem a caracteristica de serem extremamente resistentes,
sendo impermedavel a maioria das substancias, abrindo exce¢éo aos gases e solventes lipidicos.
Essa capacidade de resisténcia quimica observada na casaca do ovo de acarideos € dada
principalmente pela camada de quitina presente nessa estrutura (ARTHUR; SANBORN, 1969
apud WHARTON, 1980). Concordando com a literatura foi possivel observar, através do
presente trabalho, que ovos de L. minor permaneceram viaveis, por um periodo, de tempo
superior aos descritos em literatura, 0 que estimula a realizacdo de novas pesquisas sobre o
tema.

Durante testes que envolvia helmintos, Massara (1988) descreveu a estrema resisténcia
quimica da casca do ovo de Ascaris lumbricoides, uma vez que estes, em testes de
embrionamento, foram incubados em meios que continham H>SO4 a 0,1N e, a despeito, da
substancia corrosiva utilizada, os ovos ndo apresentaram alteracfes consideraveis,
permanecendo viaveis pos procedimento.

Massara, Costa e Carvalho (1990), ao avaliarem a viabilidade dos ovos de Ascaris
lumbricoides em laboratério, puderam concluir, que estes, quando incubados em solucédo de
H2SO* 0,1 N* por um periodo maximo de 100 dias, apresentaram um indice maior de
embrionamento somente apds o 80° dia, a despeito de outros estudos, que conseguiram infectar
camundongos, com ovos embrionados obtidos de fémeas de A. lumbricoides e incubados por
apena 18 dias (SOUZA et al.,1977; 1985). E interessante ressaltar, que os ovos de ascarideos,
podem ficar vidvel por até sete anos (THOMAZ-SOCCOL; PAULINO; CASTRO., 1999).

Campos et al. (1989) observaram a ocorréncia de duas mudas larvarias no interior dos
ovos de L. minor, sendo que a larva de 3° estadio foi vista, por volta de 23 dias, quando ovos
desse parasito foram colocados em solugdo de formalina a 0,1%, a temperatura ambiente. A
partir dai, em todos os projetos pertinentes a L. minor desenvolvidos por essa equipe de
pesquisadores compreendia a utilizacdo de ovos mantidos em laboratorio, até 30 dias, visando
ndo perder a infectividade dos mesmos (CAMPOS et al.,, 1989; Campos et al., 1992;
OLIVEIRA et al., 2002; PACO et al., 1999; SEMERENE et al., 2004).
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Na perspectiva de aprimorar a manipulacdo de ovos em laboratorio Oliveira et al. (2002)
empregaram o método de Centrifugo-Flutuacdo em sulfato de zinco (FAUST et al., 1938) apds
0 Método de Sedimentacdo Espontanea, em fezes de gatos infectados, o0 que permitiu a obtencéo
de ovos livres de detritos fecais e em maior propor¢do do que por dissecacdo de alcas uterinas
do verme. Esses autores observaram, que 98,13% dos ovos recuperados de fezes de gatos
infectados se embrionaram, enquanto, que houve embrionamento em apenas 2,7% dos ovos
retirados das alcas uterinas. Esses resultados motivaram a escolha desta metodologia em
infeccOes experimentais e consequentemente, na manutencdo do “isolado” de L. minor por 31
anos em ambiente laboratorial.

Ovos de L. minor, resistem por um periodo de 24 h a acdo de solucéo de formaldeido a
5, 10 e 20 %, ao alcool etilico nas concentracdes de 70 e 80 °GL e a solucdo de sulfato de zinco
33 %. Sao sensiveis por 24 h a solucdo de lugol nas concentrac@es de 3, 6, 12, 25, 50 e 100%,
as temperaturas de 70, 80 e 90°C e ao congelamento a -10 °C (CAMPOS; BARBOSA,2016)

Observou-se, na oportunidade, que ovos de L. minor, mantidos durante 300 dias em
solucdo de formalina a 1%, permaneceram viaveis. Foi possivel acompanhar as diferentes
etapas de embrionamento, a eclosdo de larvas em movimento (por compressdo dos ovos entre
lamina e laminula) e em seguida a infec¢do de camundongos. Além da observagdo microscopica
sobre a viabilidade das larvas eclodidas do interior dos ovos, destaca-se que houve 93% de
positividade em camundongos, inoculados com ovos mantidos por 300 dias, em condigdes de
laboratorio.

Através do presente trabalho foram utilizados ovos colhidos de fezes de gato
domeéstico, hospedeiro definitivo experimental. Ressalta-se, que nas al¢as uterinas de fémeas
de ascarideos podem ser observados a presenca de ovos estéreis, férteis bem como ovos
inférteis. Contudo, os ovos expulsos pela fémea do verme, e presentes nas fezes sdo, em sua
maioria, ovos férteis.

Segundo Campos (2010) ovos expulsos em fezes de carnivoros silvestres, hospedeiros
naturais de L. minor, contaminam o solo. Admite que esses ovos se embrionem no meio externo
e consequentemente, infectem os hospedeiros intermediarios (roedores silvestres) quando esses
animais se alimentam de vegetais presentes no solo. No hospedeiro intermediario o parasito
evolui para formas larvérias e se encista na musculatura esquelética e tecido sub cutaneo. O
ciclo se completa no ambiente natural, quando carnivoros utilizam roedores infectados como
alimento (CAMPOS et al., 1992; CAMPOS DMB, 2010; PACO et al.,1999).
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E importante ressaltar, que o meio ambiente, pode ser visto como um importante
veiculador de doencas, tanto para humanos como para animais, uma vez, que ele pode oferecer
as condicOes pertinentes, para que ocorra a manutencao de ciclo evolutivo de parasitos. Denota-
se a importancia do solo na disseminacdo de importantes zoonoses, especialmente, se este é
compartilhada por animais e pessoas. Segundo Vinha (1965), é possivel definir o solo, na
relagdo parasito-ambiente, como se fosse um hospedeiro intermediério, uma vez que o solo
receberia dejetos contaminados, por parasitos em fase ainda ndo infectante, oferecendo aos
parasitos condi¢cdes para seu desenvolvimento, bem como protecdo para posteriormente,
tornarem-se infectantes.

Tem-se o0 saneamento béasico, como sendo um importante indicador da qualidade
ambiental, e consequentemente, da qualidade de vida e mesmo da salde das populacdes
residentes em areas urbanizadas, em especial no Brasil, que segundo dados do IBGE (2008),
aproximadamente 40 milhdes de pessoas ndo possuem acesso a agua tratada e 100 milhdes ndo
possuem acesso a redes de esgoto. Ludwing et al. (1999) afirmam, que o saneamento ambiental
estd de forma direta, relacionada a transmissao de parasitos intestinais. Todavia, as questdes de
esgotamento sanitario ndo se aplicam a lagochilascariase, uma vez que, seu hospedeiro
definitivo deva ser um carnivoro silvestre, e 0 homem um hospedeiro acidental do verme. Mas,
como em outros ascarideos o solo deva ter uma importancia fundamental no embrionamento de
ovos de L. minor. Finalmente, a Regido Neotropical possui caracteristicas climaticas e de solo

propicios ao desenvolvimento do parasito (PAIXAO,2019).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

e Os resultados encontrados evidenciam uma notével resisténcia de ovos de L. minor em
condicdes de laboratorio. Essa resisténcia é comparavel a ovos de outros ascarideos
presentes na regido neotropical.

e Essa capacidade de se manter infectante por um longo periodo de tempo € importante
do ponto de vista epidemioldgico, ou seja, de transmissibilidade do parasito;

e Do ponto de vista bioético, especialmente em pesquisa experimental, a manutencao de
ovos de L minor por um periodo de 300 dias, significa redugdo do nimero de animais.
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