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RESUMO

Através de ensaios terhipéuticos in vitro avaliou-se a a¢do da ivermectina (IVM) sobre
ovos de Lagochilascaris minor. Foram utilizados ovos recém-eliminados (Experimento I - agdo
sobre ovos ndo embrionados) e ovos com 40 dias de cultura (Experimento II - agfio sobre ovos
embrionados). Em ambos os experimentos, as suspensdes de ovos dos grupos teste foram
colocadas em solugdo de IVM na concentragdo de 200 pg/l de formalina a 1%, por 28 dias, &
temperatura ambiente. Para o controle dos experimentos, utilizou-se uma suspens3o de ovos do
parasito mantida em solug#o de formalina a 1%. A avaliag#io da efic4cia terapéutica da IVM foi
feita através do célculo do percentual de embriogénese e do teste de infectividade. Observou-se
que a IVM, na concentrago de 200 pg por litro de formalina a 1% durante 28 dias, ndo impediu o
processo de embriogénese e nem desvitalizou larvas do interior de ovos de L. minor.

UNITERMOS: Ivermectina. Lagochilascaris minor. Teste in vitro.
INTRODUCAO

Campos & Freire-Filha (1989), através da dissecago uterina de fémeas
adultas de Lagochilascaris minor colhidas de abscesso cervical da paciente
A.C.S., obtiveram ovos que foram colocados em solugdo de formalina a 1 % e
observados por um periodo de 30 dias. Estes autores observaram a ocorréncia de
duas mudas-cuticulares no interior dos ovos de L. minor. A primeira muda foi
vista entre 12 e 14 dias e a segunda por volta de 19 e 21 dias de observago.
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Observagdes semelhantes, referentes a ocorréncia de duas mudas cuticulares no
interior do ovo em outras espécies da famflia Ascardidae, foram registradas
anteriormente por Araiijo (1972) e Bressan & Evangelista (1983).

As demais fases do ciclo evolutivo experimental de L. minor foram
relatadas por Campos et al. (1992), Freire-Filha & Campos (1992). Segundo
estes autores, camundongos atuam como hospedeiros intermediérios e os gatos
domésticos como hospedeiros definitivos. Posteriormente, Campos et al. (1993)
relataram a semelhanga das localiza¢des das lesdes, tanto no homem quanto no
hospedeiro definitivo experimental, uma vez que em ambas as tumoragdes,
fistuladas ou ndo, podem ser encontradas nas regides da orofaringe, pescogo,
ouvido, sistema nervoso central, pulmdes etc. Outro fendmeno observado por
Campos et al. (1992) e Barbosa (1996) refere-se a ocorréncia do ciclo auto-
infectante em ambos os hospedeiros. Estes autores relataram o encontro de ovos
e larvas, em vérias fases de desenvolvimento, assim como de vermes adultos
tanto em lesdes humanas quanto em tecidos de gatos infectados
experimentalmente.

Sem divida, a ocorréncia do ciclo auto-infectante dificulta a
terapéutica da lagochilascarfase uma vez que as drogas disponiveis teriam que
ser eficazes sobre todas as fases do ciclo evolutivo do parasito. Na
lagochilascariase humana sdo freqilentes os relatos de infecgdes cronicas com
encontro de vérias fases do ciclo evolutivo do parasito nas lesdes (Pawan 1926,
1927; Oostburg & Varma, 1968; Artigas et al., 1968; Oostburg 1971; Borgo et
al., 1978; Ledo et al., 1978; Corréa et al., 1978; Campos et al., 1983; Moraes et
al., 1983; Fraiha et al., 1983; Botero & Little 1984; Rocha et al., 1984; Costa et
al., 1986; Souza et al., 1986; Telles Filho et al., 1987).

H4 numerosos registros que reportam insucesso no tratamento da
lagochilascarfase apés o uso de derivados benzimidazélicos (Draper, 1963;
Oostburg et al., 1968; Borgo et al., 1978; Ledo et al., 1978; Moraes et al., 1983;
Bacarat et al., 1984; Rocha et al., 1984; Orihuela et al., 1987; Campos et al,,
1991; Oostburg et al., 1992).

Resultados satisfatérios com o uso da ivermectina em vérias
nematodioses tém sido relatadas.

Ha relatos de eficacia superior a 95%, na dosagem de 50 pg/kg, sobre
Haemonchus contortus, Ostertagia ostertagi, O. circuncincta, Trichostrongylus
colubriformis, Dictyocaulus viviparus e D. filaria (Bogan & Mc Kellar 1988).
Efic4cia semelhante foi também observada na dosagem de 200 pg /Kg, em
ovelhas infectadas experimentalmente por H. contortus, O. ostertagi,
T.columbriformes, Cooperia curticei e QOesophagostomun columbianum
(Egerton et al., 1980). A efic4cia desta droga foi demonstrada no tratamento de
infecgBes por vermes pulmonares em ovinos, eqiiinos e suinos (Campbell, 1985)
¢ em cles infectados com Filarioides osleri, utilizando-a na dosagem de 400
ug/kg (Clayton, 1983). Resultados satisfatérios foram observados, quando a
droga foi utilizada em diferentes dosagens, em gatos infectados com helmintos,
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como Ancylostoma sp. - 10 a 100 pg/Kg, Toxocara cati - 200ugkg e
Aelurostrongylus abstrusus - 400 pg/Kg (Kirkpatrick & Megella 1987). Mak et
al. (1987) relataram eficacia de 99% em macacos (Presbytis cristata) inoculados
com larvas infectantes de Brugia malayi mensalmente, durante trés meses, e
tratados simultaneamente com IVM oral na dosagem de 200-300 pg/kg. A IVM
mostrou-se altamente ativa contra Strongyloides westeri e outros nematédeos
intestinais de cavalos. Em ratos, foi demonstrada sua eficicia na remogfo da
Syphacia muris do trato intestinal (Battles et al., 1987). Em camundongos,
devido 2 excelente atividade anti-helmintica contra larvas e vermes adultos de
Strongyloides ratti e larvas de S. stercoralis, foi considerado promissor no
tratamento da estrongiloidiase humana (Grove, 1983). A IVM in vitro, nas
concentragdes de 50 a 250 pg, induziu a um processo de desvitalizagdo da larva
de L. minor no interior do ovo (Campos et al., 1988) e mostrou-se eficaz na
imobilizagio de larvas de 3° e 4° estddio de Pseudoterranova decepiens,
expostas a droga nas concentragdes de 1 a 500 pg/l em meio de cultura (Manley
& Embil 1989).

Estes dados motivaram a realizagdo deste trabalho. Pelo exposto,
observou-se que sobre helmintos a IVM tem sido empregada em concentragdes
que variam entre 50 e 400 pg/kg. Optou-se pela concentragéo de 200 pg/l, em
suspensdo de ovos de L. minor, por analogia a resultados satisfat6rios sobre
outros ascarideos, utilizando-se a droga na dosagem de 200 pg/kg.

MATERIAL E METODOS
Camundongos

Foram utilizados 40 camundongos isogénicos da linhagem
C57BL/6, de ambos os sexos, pesando cada um aproximadamente 20 g, com
idade entre 60 e 90 dias, obtidos no biotério do Instituto de Patologia
Tropical e Satide Publica/Universidade Federal de Goids.

Cultura de ovos

Os ovos do parasito foram obtidos através da sedimentagdo de
fezes de gatos infectados experimentalmente. A suspensdo de ovos foi
mantida & temperatura ambiente, em soluggo de formalina a 1% (formol 40V
diluido 1/100), em célices de sedimentagdo, sendo feita a oxigenagdo didria
por agitagdo manual. O periodo médio de manutengdo da suspensdo de ovos
em cultivo foi de 40 dias, tempo necessirio para a formagdo e o
desenvolvimento das larvas infectantes (ovos com larva de terceiro estddio
no interior).
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Percentual de embriogénese

Decorrido o periodo de 40 dias da suspensdo de ovos do parasito
em solugdo de formalina a 1% em temperatura ambiente, foi calculado o
percentual de embriogénese (porcentagem de ovos embrionados), através da
contagem de ovos larvados e ndo larvados, com auxilio de microscépio
Optico, empregando-se uma regra de trés simples.

Avaliag#o da viabilidade das larvas no interior dos ovos

Ap6s a determinagdo do percentual de embriogénese dos ovos,
verificou-se a viabilidade das larvas de L. minor através de dois
procedimentos:

1. Motilidade - Com auxilio de microscépio 6ptico, avaliou-se a motilidade
das larvas obtidas por ruptura dos ovos através de compressdo entre
lamina e laminula.

2. Infectividade - Este teste consistinv na inoculagio de hospedeiros
susceptiveis (camundongos C57BL/6), por via oral, com 1.000 ovos do
parasito/animal. Estes animais foram necropsiados € submetidos a
pesquisa de larvas 60 dias ap6s o in6culo. Para avaliar o teste de
infectividade utilizou-se o indice de infecgdo, ou seja, a porcentagem
de larvas recuperadas em relagdo ao numero de ovos inoculados,
através da seguinte féormula:

L x100
N

LI =

L= Indice de infecgio
L=N° de larvas recuperadas
N=N°de ovos inoculados

Droga
Foi utilizada a ivermectina, um derivado da avermectina B1 22, 23
dihidro, uma lactona macrociclica produzida’ pelo actinomiceto Streptomyces

avermictilis, com nome comercial de Ivomec ®. Para os estudos in vitro a droga
(1 % P/V) foi diluida em solugio de formalina a 1% (formol 40V diluido 1/100).
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EXPERIMENTO I. A¢#o in vitro da IVM sobre ovos n4o embrionados

. Para verificar a ag#io da droga sobre ovos ndo embrionados (Figura
1) foi preparada uma suspensdo de 20.000 ovos récém-eliminados do
parasito (fezes de gatos infectados), a qual foi colocada em contato com
solugdo de ivermectina, dilufda em solugio de formalina a 1% na
concentragio de 200 pg /1, durante 28 dias, em placas de Petri  temperatura
ambiente, fazendo-se a oxigenagdo didria por agitagdo (grupo teste). Apds
este periodo, a suspensdo de ovos foi lavada por trés vezes em
destilada, retornando-a ao cultivo em solugdo de formalina a 1% até o 40°
dia. Decorrido este periodo, foi calculado o percentual de embriogénese e
reahgado o teste de motilidade, utilizando-se cerca de 50% dos ovos da
referida suspensdo. O restante do material foi utilizado no teste da
infectividade das larvas. Para a realizagio do teste, foram utilizados 20
camundongos da linhagem C57BL/6 (grupo I) que foram divididos,
igualmente, em dois subgrupos: I-A e I-B. Cada animal do subgrupo I-A foi
inoculado com 1.000 ovos do parasito, provenientes do restante da
suspensdo de ovos que entrara em contato com a droga. Procedimento
§emelhante foi empregado para os animais do subgrupo I-B, porém o
in6culo foi constituido por ovos de L. minor, mantidos em solugio de
formalina a 1% (grupo controle).

SUSPENSAO DE 20.000 OVOS DE L. minor
EM SOLUGAO DE IVM 200 pg /L
DE FORMOL A 1%

28 DIAS

4

LAVAGEM DA SUSPENSAO DE OVOS
3 VEZES C/ AGUA DESTILADA

SUSPENSAO DE ovo! EM SOLUCAO DE
FORMOL 1% ATE O 40° DIA

\

AVALIACAO:
* PERCENTUAL DE EMBRIOGENESE
* PROVA DE MOTILIDADE DE LARVAS
* TESTE DE INFECTIVIDADE DE LARVAS

Figura 1. Esquema do ensaio terapéutico da IVM sobre ovos nilo

embrionados.
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EXPERIMENTO II. Aglo in vitro da IVM sobre ovos embrionados

Para verificar a ago da droga sobre ovos embrionados (Figura 2),
foi preparada uma suspenséio de 20.000 ovos do parasito, mantidos em
cultura por 40 dias em solug#o de formalina a 1%. Apds centrifugagfo (1500
r.p.m.), a suspensdo de ovos contendo larvas de terceiro estadio foi colocada
em contato com uma solugdo de IVM na concentragdo de 200 pg/l de
formalina a 1%, durante 28 dias, em placas de Petri 4 temperatura ambiente,
sendo mantida a oxigenagdo diéria por agitagdo.

Decorrido este periodo, lavou-se a suspensdo de ovos por trés vezes
com égua destilada, procedeu-se  avaliagdio da eficicia da droga, através
dos critérios j4 citados, isto é, o da determinag#o da viabilidade das larvas no
interior dos ovos (motilidade e infectividade das larvas). Para o teste de
infectividade foram utilizados 20 camundongos (Grupo II) que foram
divididos, igualmente, em dois subgrupos: subgrupo II-A e II-B. Os animais
do subgrupo II-A foram inoculados com ovos embrionados (1.000 ovos do
parasito/animal), mantidos em contato com a droga, e os do subgrupo II-B
com ovos mantidos em solugdo de formalina a 1% (grupo controle).

SUSPENSAO DE 20.000 OVOS EMBRIONADOS DE
L. minor (40 DIAS DE CULTURA) EM SOLUGAO DE
IVM 200 pg/L DE FORMOL A 1%

i
28 DIAS

\

LAVAGEM DA SUSPENSAO DE OVOS
3 VEZES C/ AGUA DESTILADA

¥

AVALIAGAO:
* PROVA DE MOTILIDADE DE LARVAS
* TESTE DE INFECTIVIDADE DE LARVAS

Figura 2. Ensaio terapéutico da IVM sobre ovos embrionados
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RESULTADOS

Resultados preliminares sobre o percentual de embriogénese de
ovos provenientes de oviposicdo espontinea (fezes de gatos infectados
experimentalmente) e de dissecagdo uterina de fémeas adultas de
Lagochilascaris minor demonstraram que os ovos obtidos de fezes
apresentaram um percentual de embriogénese superior a 90%, quando
xqanndos em solugo de formalina a 1% por 40 dias. Os ovos obtidos por
dissecagdo uterina apresentaram um percentual de embriogénese inferior a
30%. Por esse motivo, optamos pela utilizagdo de ovos provenientes de fezes
de gatos infectados para a realizagdo dos experimentos.

EXPERIMENTO 1. Ag#o in vitro da IVM sobre ovos n3o embrionados

Observou-se um percentual de embriogénese superior a 90% em
ovos recém-eliminados (Figura 3), tanto submetidos a a¢o da droga (grupo
teste) como aqueles mantidos em solugdo de formalina a 1% (grupo
controle).

Todas as larvas de ambos os grupos, eclodidas por compress3o
enfre limina e laminula, apresentaram motilidade “serpenteante”,
caracteristica de larvas vidveis de nematédeos quando observadas por
microscépio 6ptico (Figura 3).

O teste de infectividade demonstrou indices de infecgfo de 10,4%
para os animais inoculados com ovos do grupo teste e 11,1% com os do
grupo controle.

EXPERIMENTO II. A¢3o da IVM sobre ovos embrionados

Observou-se que houve motilidade em 100% das larvas, tanto da
suspens#o de ovos submetida a agdo da IVM (grupo teste) quanto daquela
mantida em solugdo de formalina a 1% (grupo controle).

O teste de infectividade revelou indices de infecgdo de 11,7%, para
os camundongos inoculados com ovos submetidos & ag3o da droga
(subgrupo II-A) e 9,3 para os animais do grupo controle (subgrupo II-B).
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Figura 3. Aspecto do ovo de Lagochilascaris minor em processo de
embriogénese, larvado e larva eclodida por compressdo entre
lamina e laminula. Aumento de 10x40.

DISCUSSAO

A presenca de diferentes estédios evolutivos no local das lesdes

(Pawan 1926, 1927; Oostburg & Varma, 1968; Artigas et al., 1968; QOostburg,
1971; Borgo et al., 1978; Ledo et al, 1978; Corréa et al., 1978; Campos et al.,
1983; Moraes et al., 1983; Fraiha et al,, 1983; Botero & Little, 1984; Rocha et
al., 1984; Costa et al., 1986; Souza et al., 1986; Telles Filho et al., 1987 e
Campos et al., 1989) confirma a reprodugdo do parasito nos tecidos l}umanos
(auto-infecgdo), justificando a longa persisténcia do parasito e cmdmdo a
evolugdo cronica da lagochilascariase. Na lagochilascarfase experimental
também tem sido observada a presenca de todas as fases evolutivas do parasito
no local do abscesso (Campos et al., 1992). Este fendmeno induz a cronicidade
da doenga e dificulta a terapéutica, uma vez que a droga utilizada teria que atuar
simultaneamente sobre ovos, larvas e vermes adultos. A reprodugdo
experimental do ciclo evolutivo de Lagochilascaris minor, feita de roti_na em
nossos laboratérios, inicialmente obtida por Campos et al. (1989), permite-nos
verificar a eficécia terapéutica de medicamentos sobre cada fase evolutiva do
arasito. :
} Apesar da introdugo de vérios farmacos anti-helminticos no mercado,
ainda nfio h4 um medicamento especifico “ideal, capaz de conferir a cura
definitiva do processo parasitario desta helmintiase. Viérias drogas ja foram
utilizadas no tratamento da lagochilascariase humana, tais como
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dietilcarbamazina, tiabendazol, mebendazol, levamisol, cambendazol e
albendazol. Algumas associagdes de drogas foram experimentadas, como, por
exemplo, cambendazol com levamisol (Le#o et al., 1985). Ndo houve sucesso na
maioria dos esquemas terapéuticos empregados. Apesar do uso de drogas em
concentragdes elevadas, dos esquemas terapéuticos prolongados e da prética de
ressecgdo de tecidos envolvidos na infecgdo, grande nimero de casos de
recidivas tém sido registrados (Draper, 1963; Oostburg & Varma, 1968; Borgo
et al., 1978; Ledo et al., 1978; Moraes et al., 1983; Bacarat et al., 1984; Rocha et
al., 1984; Orihuela et al., 1987; Campos et al., 1991; Oostburg, 1992).

Trabalhos a respeito da farmacodindmica da ivermectina demonstraram
que, apés a administragdo na dosagem de 200 pg /kg por via subcutinea em
caprinos e ovinos, as concentragdes plasméticas da droga foram crescentes a
partir da 2* hora (4,8 + 1,2 ng/ml), atingindo um pico méximo de 32,2 + 3,2
ng/ml na 36" hora, decrescendo a partir dai e sendo detectada somente até 0 21°
dia, na concentragdo de 0,8 + 0.4 ng/ml (Bogan & Mc Kellar, 1988). Em um
estudo sobre a farmacodindmica da droga em voluntarios humanos, ficou
demonstrado um pico de concentrago plasmatica de 52 ng/ml trés horas apés a
administragio e a aparente vida média foi de 22 horas. Outros estudos
demonstraram que a droga foi detectada no figado e no tecido adiposo 28 dias
ap6s a administragdo (Mandell & Ananeu, 1988).

A efic4cia da ivermectina foi demonstrada sobre vérios helmintos,
sobretudo nematédeos, em diversas fases evolutivas e em diferentes hospedeiros
(Campbell, 1982). Em humanos, a droga foi considerada eficaz no tratamento de
algumas helmintfases intestinais, como estrongiloidiase, ascaridiase, enterobiose
e tricurfase (Naquira et al., 1989). Gragas a seu excelente potencial
microfilaricida, a IVM foi considerada a droga de escolha no tratamento da
oncocercose e filariose. A partir de margo de 1992, mais de 7 milhdes de
comprimidos (Mectizan®) foram distribuidos para aproximadamente 5 milhdes
de pessoas em pelo menos 30 paises da Africa e América do Sul para o controle
destas endemias (Guerrero, 1993).

No presente estudo, observou-se que a ivermectina, na concentragéo de
200 pg por litro de formalina a 1%, durante 28 dias, ndo impediu a
embriogénese nem desvitalizou larvas no interior dos ovos de L. minor. Esses
resultados diferem dos obtidos por Campos et al. (1988), que observaram a
destruicdo da larva no interior do ovo. E provavel que a diluigdo da droga em

" solugdo de formalina a 1% possa reduzir a superficie de contato entre a mesma e

a casca do ovo. Apesar dos resultados obtidos, este trabalho estimulou-nos
avaliar a a¢fio desta droga sobre as demais fases do ciclo evolutivo experimental
do parasito.
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SUMMARY

In vitro evaluation of the ovicide and larvicide activity of ivermectin over
Lagochilascharis minor

The action of ivermectin (IVM) over Lagochilaschari:v minor eggs
was evaluated. Recently eliminated eggs (experiment 1 - action over non
embrionatted eggs) and 40 day culture eggs (experiment 2 - action over
embrionatted eggs) were used. In both experiments, the egg suspensions were
placed in a IVM 200 pg/l in formaldehide 1% solution for 28 d.ays, at room
temperature. An egg suspension kept in a 1% formaldehide so}utnon was used
as the control group. The evaluation of the IVM therap.eutlc .ei.’ﬁcacy was
carried out through the embriogenesis percentage and the infectivity ?est. We
have observed that the IVM 200 pg/l in formaldehide 1% solution was
innefective against early stages Lagochilascharis minor eggs.

KEYWORDS: Ivermectin. Lagochilascaris minor. Therapeutic trials.
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