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ACAO DE AGENTES QUIMICOS E FiSICOS
SOBRE OVOS DE Lagochilascaris minor. (Leiper,1909).

Jayrson Araijo de Oliveira’, Miguel Alipio V ieira ", Andréa Caetano da Silva",
Carlos Augusto Lopes Barbosa , Aline Pinheiro Veloso

RESUMO

Ovos recém-eliminados em fezes de gatos infectados experimentalmente com Lagochilascaris
minor foram testados quanto a agdio de varios agentes quimicos (élcool etilico, hipoclorito, formaldeido e
lugol em vérias concentragdes) e agentes fisicos (congelamento -10° C, aquecimento 80 / 97 ° C) para se
verificar o indice de letalidade através do percentual de embriogénese. Estes ovos foram colocados sob a
aglo desses agentes por um periodo de 24 horas. Apds este periodo foram lavados por 3 vezes em 4gua
destilada ¢ mantidos em placas de Petri com solugdo de formaldeido 1% por 45 dias em temperatura
ambiente. Todos os ovos foram examinados entre liminas e laminulas ao microscopio optico. O
aquecimento a 90 ° C, élcool etilico a 99%, lugol (100%, 50%, 25%, 12,5%, 625%, 3,125%)
apresentaram o fndice de letalidade de 100%.

UNITERMOS: Lagochilascaris minor, agentes quimicos e fisicos, ovos de helmintos.

INTRODUCAO

No Brasil, as parasitoses intestinais transmitidas por helmintos, assumem um
papel relevante em face ao elevado indice de prevaléncia, tanto pelo aspecto médico
social, como pelo aspecto epidemioldgico, diante das implicagdes clinicas e dos
prejuizos causados aos seres humanos.

Virios autores tém relatado a presenga de patdgenos em rede de esgotos
apresentando elevada resisténcia aos processos de tratamentos e persistindo por longos
periodos.( 23.67%9) Em nosso pél’s, sdo poucas as cidades que fazem tratamentos da
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rede de esgotos. A concentragdo destes contaminantes bioldgicos nos esgotos
domésticos é influenciada por fatores como: condigdes de satide da populagdo e
presenga de estagdes de tratamento desses esgotos.

A elevada resisténcia de ovos de helmintos, especialmente de Ascarideos,
frente aos varios processos de tratamentos como, altas temperaturas, reagentes
quimicos e dessecag@o séo relatados na literatura <> ). Alguns agentes quimicos e
fisicos apresentam agdo larvicida sobre ovos de helmintos inclusive com destruicdo dos
mesmos >4 %

O Lagochilascaris minor € um ascarideo raro entre humanos e animais
domésticos como o gato e o cdo. Seu ciclo experimental proposto por CAMPOS et al,®
utilizando camundongos como hospedeiros intermedirios e gatos como hospedeiros
definitivos, vem sendo mantido no Departamento de Parasitologia do IPTSP/UFG.
Tanto na lagochilascariase humana como na experimental pode-se observar a presenga
de diferentes fases evolutivas no local das lesdes (ovos, larvas e vermes adultos) *) Na
manutencéo deste ciclo evolutivo experimental sdo encontrados ovos nas fezes de gatos
infectados e sdo utilizadas para obtengdo de cultura de ovos, que serdo posteriormente
inoculados em camundongos. Durante este processo de produgdo de culturas, vérios
ovos sdo eliminados e jogados diretamente na rede de esgotos, podendo ser infectantes
para alguns animais ou mesmo para 0 homem, pois neste, ainda ndo se sabe o
mecanismo de infecgéo.

Virios autores tém mostrado a importancia da disseminagdo de ovos através
de esgotos, daf a preocupagdo na elaboragdo deste trabalho, cujo objetivo foi, avaliar a
agdo dos agentes quimicos e fisicos e dimimuir os custos gastos na esterilizagdo dos
dejetos e materiais contaminados com ovos de Lagochilascaris minor, para que 0s
mesmos possam ser eliminados sem causar riscos a populago, haja visto que em nossa
comunidade ndo existe tratamento da rede de esgotos.

MATERIAL E METODOS
Obtencio dos ovos

Os ovos foram obtidos a partir de fezes de gatos infectados experimentalmente
com Lagochilascaris minor, por sedimentacdo esponténea apos sucessivas lavagens em
4gua e pelo método de Faust (5) Esses ovos foram transferidos para tubos de ensaios
graduados, retiravam-se 5 aliquotas de 0,01 ml e colocavam-se entre lamina e laminula,
e com o auxilio de microscopia Optica, procedia-se a contagem. A média das 5
contagens determinava a concentragdo de ovos por ml. Esses ovos foram transferidos
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para tubos de. ensaio na concentragdo de 10* ovos/tubo e testados frente a diferentes
agentes quimicos ou fisicos por um periodo de 24 horas. A escolha, deste niimero de

ovos, foi devido ao fato de ser uma parcela significativa que representa a eliminagéo
diaria de ovos nas fezes dos gatos infectados.

Agentes quimicos

1-Formaldeido PA-(37%, 30%, 20%, 10%, 5%)

2-Formaldeido comercial a 5%

3-Alcool etilico PA-(99%, 90%, 80%, 70%)

4-Hipoclorito de Sédio-(6,13 N; 4,0 N; 3,0 N; 2,0 N; 1,0 N; 0,5 N)
5-Lugol-(100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,125%)

6-Sulfato de Zinco (33%)

Agentes fisicos

1-Congelamento em freezer a -10°C

2-Aquecimento a 80 °C, 90 °C, 97 °C com a introdugdo de 4gua aquecida nos
tubos de ensaio contendo ovos.

Ap6s 24 horas em contato com os agentes fisicos e quimicos, esses ovos
foram lavados em 4gua por trés vezes consecutivas, transferidos para placas de Petri
contendo solugio de formaldeido a 1% e deixados por um periodo de 45 dias a
temperatura ambiente, para observar se haveria evolugéo. Decorrido este periodo, os
ovos foram centrifugados, o sobrenadante descartado, diluidos em 4gua, e desta
suspensdo foram coletadas 3 aliquotas de 0,05 ml que foram colocadas entre 14mina e
!aminula, examinadas e contado ao microscépio Optico o nimero de ovos férteis e
inférteis. A fertilidade dos ovos era avaliada pela compressdo entre lamina e laminula
sendo que se a larva tivesse mobilidade era considerada fértil.

Grupos controle

Para cada agente testado, foram feitos grupos controle, constituidos por 10*
ovos pré-embrionados que foram transferidos para placas de Petri contendo solugio de
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formaldeido a 1% e deixados por um periodo de 45 dias & temperatura ambiente.
Diariamente, todos os ovos, tanto do grupo controle como dos tratados, eram
homogeneizados e oxigenados.

Avaliacio da eficicia

A avaliagdo da eficacia foi feita pela comparagdo entre as percentagens de
ovos férteis do grupo controle com as percentagens dos ovos férteis dos grupos
tratados, aplicando-se a seguinte formula:* '

XC-XT
——x

E%= 100

E% = percentagem de eficécia da droga
XC= percentagem de ovos férteis do controle
XT= percentagem de ovos férteis do tratamento

RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho quanto & ag#o de varios agentes quimicos
(4lcool etilico, lugol, formaldeido, Hipoclorito de sodio) e agentes fisicos
(congelamento e aquecimento) sobre os ovos de Lagochilascaris minor, e o percentual
da efic4cia desses varios agentes sdo apresentados nas tabelas 1 a 7.

O sulfado de zinco, utilizado no processo de separagdo dos ovos, ndo
apresentou nenhuma alteragdo quanto a evolugdo dos mesmos, com relagdo aos tratados
¢ aos ovos do grupo controle.

Podemos observar na tabela 2 que nas concentragdes abaixo de 99° GL de
dlcool etilico ndo apresentou eficacia.

O formaldeido mostrou-se ineficaz para a esterilizagdo das vidrarias, mesmo
em altas concentragdes (Tabela 3).

O lugol (iodo a 1%), apresentou uma eficicia de 100% em todas as
concentragdes testadas (Tabela 4). ‘

O hipoclorito de sédio, por destruir a membrana dos ovos, dificultou a analise
matematica dos dados, pois quando se coletaram as aliquotas dos ovos tratados,

constatou-se que grande parte foi destruida, encontrando-se vérias larvas mortas e raros
ovos larvados com larva vidvel em seu interior (Tabela 5).

O congelamento e o aquecimento demonstraram também serem métodos de
escolha para eliminagdo dos ovos, principalmente dos sobrenadantes das lavagens dos
ovos, no ato da confecgdo da cultura (Tabelas 6 e 7).

Tabela 1. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento com sulfato

de zinco
Ovos férteis Ovos inférteis
Concentragéo % n’ % n’ % Eficacia %
33% 139 95,86 06 4,14 0,0
Controle 302 95,27 15 4,73. -

Tabela 2. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento com alcool

etilico P.A.
Ovos férteis Ovos inférteis
Concentragdo % G.L. n’ % n’ % Eficécia %
70 576 93,97 37 6,03 220
80 1023 90,94 102 9,06 5,36
90 258 58,92 106 41,08 38,68
99 0 0,00 470 100,00 100,00
Controle 769 96,09 30 3,90 —

* P.A. =Para Anélise G.L. Graus Gay-Lussac

Tabela 3. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento com

formaldeido
Ovos férteis Ovos inférteis

Concentragdo % n’ % n’ % Efic4cia %
37PA 168 80,38 41 19,62 14,66
30 PA 64 46,38 74 53,62 50,76
20 PA 166 92,23 14 7,77 2,08
10 PA 371 94,78 21 5,22 0,00

SPA 252 96,99 08 3,01 0,00
5 comercial 62 95,38 03 4,62 0,00
Controle 86 94,19 05 5,81 —

* P.A. =Para Anélise
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Tabela 4. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento com lugol

Concentragdo Ovos férteis Ovos inférteis

do Lugol em % n’ - % n’ % Eficé4cia %

100 0 0,00 156 100,0 100

50 0 0,00 267 100,0 100

25 0 0,00 294 100,0 100

12,5 0 0,00 273 100,0 100

6,25 0 0,00 380 100,0 100

3,125 0 0,00 285 100,0 100

controle 738 96,20 28 3,8 —

Tabela 5. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento com

hipoclorito de s6dio
Ovos férteis Ovos inférteis
Concentragio % n’ % n’ % Eficécia %

6,13N 0 0,00 0 0,00 20
4,0N 1 " 0 0,00 26

3,0N 0 0,00 0 0,00 25

2,0N ’ 0 0,00 0 0,00 18

1,0N 1 ¥ 1 4 28

0,5N 0 0,00 1 * 36
controle 103 96,26 4 3,74 0,0

* Como foi encontrada uma pequena quantidade de ovos férteis e inférteis nestas concentragdes, a
percentagem dos mesmos se tora um dado ilégico devido ao grande numero de ovos utilizados para cada
tratamento.

Tabela 6. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento por
Congelamento a (-10° C)

Ovos férteis Ovos inférteis
Temperatura n’ % n’ % Eficacia %
-10°C 4 0,96 413 99,04 99,02
controle 324 98,18 . 6 1,82 —
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Tabela 7. Relagdo entre ovos férteis e inférteis submetidos ao tratamento pelo

aquecimento.
Ovos férteis Ovos inférteis
n° % n’ % Eficacia %
97°C 01 0,28 358 99,72 99,71
90°C 0 0,00 426 100,00 100,00
80°C 01 0,25 395 99,75 99,75
Controle 324 98,18 6 1,82 —
DISCUSSAO

Neste trabalho pode-se observar que o sulfato de zinco apresentou uma
eficacia de 0,00%, ndo afetando a embriogénese dos ovos e, que a separagdo dos
ovos pela técnica de Faust e col.®>? ndo interfere na evolugéo ou na viabilidade dos
mesmos. Esses dados coincidem com MEYER et al M,

A agfo do lcool etilico é sobre lipidios e proteinas, sendo que, desta forma,
lesa membranas celulares e desnatura proteinas (19) Sua atividade no experimento
foi efetiva apenas na concentragdo de 99%, atuando contra os ovos pré-embrionados,
porém, para o uso diario se torna ineficiente pois, além do alto custo, os ovos que
serdo eliminados nos processos de produgdo da cultura estardo suspensos em 4gua e
logo, diluiré o lcool etilico para concentragdes de pouca atividade sobre os ovos.

Segundo TRABULSI ¢ °”, o formaldeido atua sobe as células provocando
desnaturagiio protéica, reagindo como agente alquilante (formaldeido reage com
grupos amino, hidroxila, carboxila e sulfidrila, introduzindo um radical -CH,- entre
grupos adjacentes, alterando as estruturas dos 4cidos nucléicos e proteinas) . Talvez
devido a casca do ovo ou ao pequeno tempo de exposigdo (24 h) ndo tenha ocorrido
uma maior efetividade do formaldeido sobre os mesmos. Os dados ndo sdo
coincidentes com YOSCHIDA apud PESSOA (?) onde os ovos de ascarideos
morrem a 15% de formaldeido. Como foi testada a faixa de 20% e 10 %, supde-se
que esta faixa de concentragdo ndo seja realmente tdo efetiva no tempo estipulado. A
concentragdo mais eficiente do formaldeido foi a 30%, onde a percentagem de
eficiéncia ndo passou de 50,76 e portanto, ndo recomendado para o tratamento
proposto devido aos mesmos fatores assinalados em relago ao alcool etilico.

O Iodo provoca inativagdo enzimitica (imediata) e reage com residuos de
tirosina, presente em proteinas, inativando enzimas celulares' '°’. AGUIAR et al'! ),
observaram que o biiodeto de merciirio preserva bem os ovos de helmintos tanto a
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1% como a 2%. Neste trabalho ocorreu uma percentagem de eficacia em todas as
concentragdes de 100% de letalidade para os ovos pré-embrionados. Infere-se pois,
que a casca dos ovos ndo foi eficiente para a sua prote¢do, sendo este, 0 agente de
escolha no tratamento dos residuos das culturas de ovos. Este potencial ovicida do
iodo, demonstrado neste trabalho, sugere uma provéavel linha de tratamento da
lagochilascariase, ainda por explorar.

O hipoclorito de sédio atua a partir do cloro livre, o qual provoca uma
inativagdo enzimatica e a¢do oxidante imediata' ° ) MEYER. et al.!7’, observaram
que o hipoclorito na concentragdo de 2,62% ndo mata nem decompde ovos de
Ascaris, e BARRET apud MEYER (7). demonstrou que o hipoclorito néo ¢ efetivo
na viabilidade dos ovos de Ascaris quando expostos a uma solugdo de 7,4% de
hipoclorito por 24 horas. MEYER‘ " ainda observou que quando o hipoclorito foi
usado sozinho 38% dos ovos da cultura foram recuperados.

A membrana mamilonada é destruida pela agdo do hipoclorito sendo que
talvez o tempo de 24 horas seja insuficiente para a destruigdo desta casca e atuagdo
do cloro nas células embriogénicas do ovo. BARUFFALDI et al. * observaram que
a redugdo significativa de protozodrios e helmintos, em decorréncia do efeito
conjugado da lavagem ¢ desinfecgdo com hipoclorito, exigiram intervalos de
exposigdo de 40 min para solugdes com 30 ppm de cloro livre disponivel e maior ou
igual a 10 min a concentragdo de 40 ppm de cloro livre disponivel. Neste
experimento observou-se, apés 45 dias de cultura, que houve uma redugdo no
nimero de ovos, sendo que estes apresentavam-se sem a membrana mamilonada e
com presenga de larvas vidveis em seu interior (confirmada ap6s compressdo entre
lamina e laminula). Nenhum ovo infértil e dezenas de larvas mortas, livres na
suspensdo, foram encontrados. Por um lado o hipoclorito foi eficiente devido ao fato
de reduzir drasticamente o numero de ovos, porém, sua ineficacia apoia-se na
observagdo de que o0 mesmo nao impediu a embriogénese. Podemos inferir a partir
destes dados que o hipoclorito destruiu as membranas dos ovos e ndo impediu sua
embriogénese. Sua eficacia pode ser excelente, se aumentado o tempo de exposi¢do
nos ovos, porém inadequado para 0 uso no Jaboratério porque a vidraria ficaria sem
utilizago por mais de um dia.

Quanto & exposi¢do por agentes fisicos, (congelamento € aquecimento) foi
observada uma eficicia proxima de 100 9% tanto na congelamento como pelo
aquecimento na faixa de 80 a 97°C. Deve-se levar em consideragdo, em relagdo ao
aquecimento, que ndo houve um temperatura constante por 24 horas pois, a dgua
aquecida era colocada sobre 0s 0VOS NOS tubos de ensaios e mantida assim até atingir
a temperatura ambiente, que ocorria pelo menos em 1 hora. Supde-se que, se fosse
mantida esta temperatura por 10 minutos ou mais, ocorreria 100 % de eficécia sobre
estes ovos. Observagdo pertinente foi feita por MARTINS (¢) que durante
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estef'ilizaqﬁo e destruicdo de patégenos em lodo digerido ndo conseguiu uma maior
efetlvida?t; )da temperatura devidas as dificuldades de manté-la adequada. Conforme
PESSOA'”’ quanto mais for elevada a temperatura mais fraca seré a resisténcia dos
ovos a dessecagdo. De 5 a 25°C em meio seco, a resisténcia dos ovos de Ascaris ndo
ultrapassa a 3 meses. De acordo com KALBE apud PESSOA‘’ ) temperaturas mais

ele\./a(}ra.s sd0 nocivas, mesmo em meio imido, sendo que os ovos resistem bem em
meio frio.

CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

1. O sulfato de zinco néo interfere na viabilidade dos ovos.

2. O 4lcool etilico é efetivo na concentragdo de 99% porém sem utilizagdo para o

tratamento proposto.

3. O formaldeido é ineficaz em todas as concentragdes testadas, sendo que sua

maior atividade ovicida é na concentragdo de 30%.

4. O lugol demonstrou ser o agente ideal na esterilizagdo dos dejetos, sendo que sua

atividade ovicida foi de 100 % em todas as concentragdes. Esta atuacdo em

balxas.concentraqﬁes in vitro estimula sua utilizagdo in vivo no tratamento da
lagochilascariase.

5. O hipoclorito mostrou-se ineficiente aos objetivos propostos devido ao fato de

ndo impedir a embriogénese e ainda facilitar a liberagdo da larva no meio
externo.

6. Tanto o tratamento pelo aquecimento como pelo congelamento foi eficaz e

portanto, recomendado para o uso na desinfecgdo dos ovos de L. minor.
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SUMMARY

In vitro effect of chemical and physical agents on viability and embriogenesis of
eggs of Lagochilascaris minor (Leiper, 1909).

Various chemical agents (ethilic alcohol, formaldehyde, lugol in different
concentrations) have had their efficacy tested against Lagochilascaris minor €ggs.
The eggs were also submitted to physical agents (freezing -10° C, heating 80/97° C).
The lethality index was calculated through the embriogenesis rate. The following
conditions tested yield a 100% lethality index: 90° C heating, 99% ethilic alcohol and
lugol (100%, 50%, 25%, 6,25%, 3,125%).

KEYWORDS: Lagochilascaris minor. Chemical and physical agents. Helmints
eges.
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