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Resumo. A toxocariase é uma doenga zoonoética causada pelo parasito Toxocara canis, que
tem como habitat o intestino delgado de cées. A infec¢do humana ocorre através da ingestao
de ovos embrionados presentes no ambiente contaminado, como consumo de alimentos
crus ou beber 4gua contaminada com ovos do parasito. Essa enfermidade tem ampla
distribuicdo geografica e a falta de precaucdes e controle da doenca, juntamente com
condigdes inadequadas de vida dos animais, ampliam os riscos de transmiss&o. Portanto,
medidas profilaticas, como vermifugacdo regular de animais e essencialmente a
higienizacdo adequada do ambiente, de alimentos e agua sdo importantes para diminuir
casos de contaminacao. Neste sentido o presente estudo busca testar reagentes desinfetantes
para inviabilizar a larva no interior dos ovos de T. canis, com o intuito de controlar essa
enfermidade. Para esse estudo foram utilizados parasitos da espécie T. canis, fornecidos
por uma clinica veterindria, onde os ovos foram recuperados, purificados e distribuidos em
pogos de placas de cultura, a qual foi adicionado diferentes reagentes desinfetantes em
diferentes concentragBes e tempos. Posteriormente o conteudo foi lavado e os ovos
transferidos para garrafas de cultura e adicionado PBS. Como controle, amostras de ovos
foram mantidas em agua destilada. Ap6s 40 dias, com auxilio de microscépio, foi realizado
a observacéao do desenvolvimento larvar no interior dos ovos. Para determinar a viabilidade
da larva foi observado a embriogénese, com o desenvolvimento larvar em seu interior. De
doze produtos testados um demonstrou eficécia, em inativar a embriogénese larvar de T.
canis, quando exposto ao reagente desinfetante apds 24 e 48 horas, sem estar diluido. Os
dados obtidos neste estudo poderdo contribuir para o desenvolvimento de programas mais
efetivos para o controle desta enfermidade.
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Efficiency of disinfectants in inhibiting embryogenesis of larvae in
eggs of Toxocara canis

Abstract. Toxocariasis is a zoonotic disease caused by the parasite Toxocara canis, which
inhabits the small intestine of dogs. Human infection occurs through the ingestion of
embryonated eggs present in contaminated environments, such as consuming raw foods or
drinking water contaminated with the parasite's eggs. This disease has a wide geographical
distribution, and the lack of precautions and disease control, along with inadequate living
conditions for animals, amplifies the risks of transmission. Therefore, prophylactic
measures, such as regular deworming of animals and proper hygiene of the environment,
food, and water, are important to reduce contamination cases. In this study, we aimed to
test disinfectant reagents to render the larvae inside T. canis eggs nonviable, with the
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intention of controlling this disease. We used parasites of the T. canis species provided by
a veterinary clinic. The eggs were recovered, purified, and distributed into culture plate
wells, to which different concentrations and exposure times of disinfectant reagents were
added. Subsequently, the contents were washed, and the eggs were transferred to culture
bottles and supplemented with PBS. As a control, egg samples were kept in distilled water.
After 40 days, larval development inside the eggs was observed using a microscope.
Embryogenesis, with the presence or absence of larval development, was examined to
determine larval viability. Out of the twelve products tested, one demonstrated efficacy in
inhibiting larval embryogenesis of T. canis when exposed to the undiluted disinfectant
reagent after 24 and 48 hours. The data obtained in this study can contribute to the
development of more effective programs for controlling this disease.

Keywords: Disinfectant, larvae, toxocariasis, zoonotic

Introducéo

A toxocariase € uma doenca zoondtica causada pela espécie Toxocara canis que pode acometer
ocasionalmente os humanos (Jacab et al., 1984). Esses parasitos habitam o intestino delgado de cées e
apresentam ampla distribuigcdo geogréfica (Felix et al., 2020; Frassy et al., 2010). A predominancia dessa
parasitose vem se ampliando nos ultimos anos, principalmente devido ao aumento das taxas das
populagdes caninas convivendo no mesmo ambiente com as pessoas (Carvalho & Araujo, 2009; Lallo
et al., 2016).

Quando ocorrem as contaminagdes em humanos, a doenca é conhecida como larva migrans visceral
(Queiroz & Chieffi, 2005). A infeccdo ocorre quando hé ingestdo acidental de ovos embrionados,
contendo larvas no seu interior, gque no intestino dos humanos eclodem, penetram na parede intestinal e
migram através dos tecidos, levando a alteracOes diversas, consequentes da resposta inflamatdria, ou
ainda podem migrar para o globo ocular, tendo a sindrome denominada larva migrans ocular (Machado
& El Achkar, 2003).

A escassez de precaugdo e controle de doengas e condigbes inadequadas de vida dos animais
aumentam o risco de transmissdo, ressaltando a importancia de meios profilaticos para um melhor fator
sanitario (Felix et al., 2020; Labruna et al., 2022).

O método de infeccdo de T. canis em cdes ocorre quando esses animais infectados liberam ovos junto
com as fezes (Verocai, 2008). No ambiente ocorre o desenvolvimento larvar no interior dos ovos, que
progridem para uma larva infectante (Jacob et al., 1984; Okulewicz et al., 2012; Overgaauw & van
Knapen, 2013; Queiroz & Chieffi, 2005). A infe¢do ocorre pela ingestdo dos ovos embrionados (Barros
et al., 2018).

Outros meios de contagio em cdes é a via transplacentéaria, como em casos em que a fémea se infecta
antes da gestacdo, onde o parasito vai desenvolver cistos na musculatura e devido as alteracBes
hormonais, as larvas desencistam atingem a circulagéo, passando a barreira placentéria e contaminam o
feto, antes de nascer; ou ainda, através da amamentacédo (Leal & Coelho 2014).

Geralmente humanos e cdes sdo assintomaticos, entretanto em humanos podem se manifestar através
de duas formas: visceral ou ocular (Barros et al. 2018). A forma visceral pode causar sindrome
hipereosinofilica cronica seguida de leucocitose e hepatomegalia (Kohler et al., 2017). Na toxocariase
ocular, ocorre inflamagéo intermediaria ou posterior, ocasionando formacdo de granuloma. Ja em caes
alguns sintomas incluem, emagrecimento, vomito e alteragdes gastrointestinais (Borges & Ferreira
2020).

O tratamento para essa enfermidade em humanos baseia-se em medicamentos com propriedades
larvicidas, como por exemplo, dietilcarbamazina, albendazol, mebendazol, salientando o tiabendazol
por possuir ato inibidor de migracéo tecidual das larvas (Felix et al., 2020). Em casos de contaminagdo
ocular, deve-se avaliar a acuidade visual, analisar a gravidade da inflamacéo e reversibilidade da leséo
ocular (Lopes et al., 2021). Para os cées, o tratamento indicado é anti-helmintico sendo recomendado o
uso em filhotes a partir de 30 dias de vida, como por exemplo pirantel de dose Unica e oxantel com
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intervalo de 15 dias. Em cées adultos possui impacto de prevencdo tornando-se essencial a cada seis
meses ser ofertado (Moraes et al., 2004; Santarém et al., 2009).

Como prevencdo é indicado a higienizagdo e desinfeccdo do ambiente onde os cdes vivem,
entretanto, os ovos de T. canis sdo extremamente resistentes, podendo ficar por varios meses no
ambiente e permanecerem infectantes. 1sso ocorre, pois, 0s 0vos sS40 compostos por varias camadas, que
auxiliam para proteger das larvas em seu interior contra os fatores adversos (Carvalho & Araujo, 2009).

Neste sentido, uma forma que pode contribuir para a profilaxia da toxocariase seria a inativacéo do
desenvolvimento larvar no interior dos ovos, pelo uso de reagentes desinfetantes. Porém, nao € sabido
ao certo quais produtos ou suas concentracOes, sdo capazes de impedir o embrionamento de T. canis.

Nessa perspectiva, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar métodos profilaticos para
desinfeccdo, mediante o uso de diferentes tipos de agentes desinfetantes, em diferentes concentracgdes e
tempos, para verificar a inativacdo da embriogénese das larvas no interior dos ovos de T. canis, de
maneira a torna-los inviaveis na contaminagdo de humanos e cées.

Metodologia

Para o desenvolvimento do experimento, 21 parasitos foram cedidos por uma clinica veterinaria,
situada no municipio de Arcos-MG, evacuados por um filhote de cdo, macho, sem racga definida, de
aproximadamente trés meses.

A identificacdo dos parasitos foi realizada, baseados nos parametros morfoldgicos, segundo Vicente
et al. (1997). Os parasitos foram identificados como pertencentes a espécie Toxocara canis.

Destes parasitos 12 fémeas foram separadas, as quais foram lavadas com soro fisioldgico (0,9%
NaCl), posteriormente foram presas, com auxilio de agulhas (Agulha BD Precision Glide® 13 x 0,40
mm), na parte anterior e posterior. Com o auxilio de uma I&amina de bisturi n® 24 (Lamina de bisturi aco
e carbono descarpack) foi realizado uma incisdo longitudinal no parasito, o Utero foi retirado, com
auxilio de uma pinga (Pinga anatdmica em aco, dissec¢do com serrilha 14 cm). Os Uteros retirados dos
parasitos foram transferidos para um Cadin de porcelana (Chiarrott, volume de 400 ml) e adicionados
trés ml de Salina Tamponada com Fosfato (PBS) pH 7,4 aos quais foram macerados, com auxilio de um
bastdo de porcelana (Vitrificado pistilo n4 26cm chiarott). Apds esse procedimento todo o contetdo foi
filtrado em Tamis (Peneira granulométrica 20 X 5 cm), malha com espagamento de 100 micrémetros, o
filtrado foi transferido para um célice de sedimentacdo, com capacidade de 250 ml. Apds 1 hora o
sedimento foi retirado, usando uma pipeta sorolégica (Serological pipet), capacidade de 20 ml, e
transferidos para garrafas de culturas celular (Thermo fisher scientific), com capacidade de 250 ml e
acrescido 100 ml de (PBS) pH 7,4.

Ao final desta etapa, 100 pl da solucdo contendo a solucdo foi retirada com auxilio de uma
micropipeta (Gilson 100 pl) e colocada em lamina/laminula e analisada em microscopio éptico,
(Microscopio olympus cx23) com aumento de 400 vezes. Os ovos foram contados e aliquotados, para
que uma quantidade de 600 ovos fosse transferida para cada poco de placas de cultura celular de fundo
chato (Falcon com 24 pocos SLP). Ao final desta etapa, foi acrescido em cada pogo das placas de cultura,
1000 pl de um dos reagentes de acao desinfetante em diferentes concentragdes. Estes produtos reagentes
foram diluidos em &gua destilada, nas seguintes concentracdes: 25%, 50%, 75% e sem dilui¢do. Os ovos
foram mantidos imersos nos produtos desinfetantes nos tempos de 1, 12, 24 e 48 horas nas diferentes
concentracdes.

Doze reagentes desinfetantes foram adquiridos em pontos comerciais e identificados por meio de
codigos (R1 a R12), para preservar a marca comercial de cada produto (Tabela 1).

Apobs o contato dos ovos com 0s reagentes desinfetantes nos tempos e concentracGes definidas, o
conteudo de cada amostra foi retirado, com auxilio de uma pipeta soroldgica (Pipeta Soroldgica em
Vidro Classe A, graduada capacidade de 10 mL) e cada amostra foi transferida para tubos conicos, com
capacidade de 50 mL (Tubo de Centrifugacdo fundo conico 50 mL). Em seguida, os tubos foram
centrifugados (Centrilab modelo TDZ5) a 800g, durante 10 minutos. Os ovos concentraram no pellet, o
sobrenadante foi descartado e acrescido 45 mL de agua destilada em cada tubo. Esse processo foi
repetido trés vezes, para retirada dos reagentes desinfetantes, de acordo com (Barbosa et al., 2021).
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Posteriormente o conteido de cada tubo, contendo os ovos, foi colocada em garrafas de cultura,
(Thermo Fisher Scientific) com capacidade de 250 ml, contendo 30 ml de PBS, devidamente
identificadas e aguardado 40 dias, para que fosse observado se iria ocorrer o embrionamento das larvas
no interior dos ovos. Estas culturas foram agitadas manualmente trés vezes por semana, como de acordo
com (Gazzinelli-Guimaraes et al., 2013).

Tabela 1. Reagentes desinfetantes, demonstrando as caracteristicas dos produtos expostos aos ovos de Toxocara canis
Reagentes Principio Ativo Atividade indicada
Loreto de benzalconico 0,3%. Principio ativo, tensoativo ndo-idnico (alcool graxo

R1 etoxilado), agentes de controle de pH, fragrancia e agua. Limpeza de em geral
R2 Peroxido de hidrogénio 1,5% (p/p) e Cloreto de Benzalconio 1,5% (p/p) Tira manchas

R3 Principio de cloro ativo entre 2% e 2,5% Germicida e bactericida
R4 Orto-Benzil p-Clorofenol 0,25%; orto-Fenil fenol 0,50% Detergente

R5 0,45% de Cloreto de Cocobenzil Alguil Dimetil Aménio/Cloreto de Didecil Dimetil Am6nio Germicida e bactericida
R6 Cloreto de benzalcénio 0,3% Limpeza geral

R7 Digluconato de Clorexidina — 0,06% Germicida e bactericida
R8 0,65% de cloreto de didecil dimetil aménio/cloreto de alquil dimetil benzil aménio Limpeza de pisos
R9 Cloreto de Benzalconio 0,52% p/p Germicida e bactericida
R10 Hipoclorito de sodio: 2,025% Germicida e bactericida
R11 Alcool 70% Limpeza em geral
R12 Acido acético (Vinagre - Acidez 4%) Uso na culinéria. Trivialmente

Apbs 40 dias, as garrafas de cultura contendo os ovos de T. canis mantidos em cultura, foram
homogeneizados e 20 mL da solugdo foram retiradas com auxilio de uma pipeta sorologica (Pipeta
Sorolégica em Vidro Classe A, graduada capacidade de 10 mL) e transferidos para tubos cénicos, com
capacidade de 50 mL (Tubo de Centrifugacdo fundo cénico 50 mL). Em seguida, os tubos foram
centrifugados (Centrilab modelo TDZ5) a 800g, durante 10 minutos. Os ovos concentraram no pellet, o
sobrenadante foi descartado e acrescido 20 mL de agua destilada em cada tubo. Esse processo foi
repetido trés vezes, para retirada do (PBS); de acordo com (Barbosa et al., 2021).

Apos esse procedimento os ovos foram analisados. Para isso, 100 pl da solugdo foi retirada, com
auxilio de uma micropipeta (Gilson 10-100 pl) e colocada em lamina/laminula e todo o conteldo
analisado no microscépio 6ptico, com aumento de 400 vezes. Os ovos foram observados em duplicata,
onde foi verificado se havia ocorrido o embrionamento larvar no interior dos ovos.

Para analisar a viabilidade dos ovos e verificar se ocorreu a embriogénese foi observado o
desenvolvimento larval no interior dos ovos. Nos ovos embrionados foi possivel observar a presenca de
uma larva em seu interior, bem delimitada. Ao passo que nos ovos inviaveis foi possivel observar a
presenca de uma composi¢do em seu interior, sem definicdo. Os grupos controle positivo e negativo
também foram analisados. Como controle positivo, aliquotas de ovos embrionados de T. canis sem
exposicdo aos reagentes desinfetantes foram utilizadas, onde foram mantidos somente em contato com
agua destilada em temperatura ambiente, mantidos em garrafas de cultura celular. Como controle
negativo, adicionou aos ovos agua destilada a temperatura de 100°C, e deixada até que a mesma
chegasse a temperatura ambiente, e posteriormente transferidos para garrafas de cultura celular. Esse
método inviabiliza as larvas no interior dos ovos, conforme (Barbosa et al.,2021). Por meio destas
analises, foi possivel identificar quais agentes apresentaram ou ndo a eficacia em inviabilizar o
desenvolvimento larvar no interior dos ovos e em quais concentragdes e tempos inviabilizaram o
desenvolvimento larvar no interior dos ovos.

Resultados

Dos 12 reagentes de acdo desinfetante testados, o produto R5 (0,45% de Cloreto de cocobenzil alquil
dimetil amonio e Cloreto de didecil dimetil aménio) foi o que demonstrou acdo para impedir a
embriogénese, isso ocorreu nos intervalos de 24 horas e 48 horas de exposi¢do junto aos ovos (Figura 1).

O produto que demonstrou eficécia na inviabilidade do desenvolvimento larvar apresentou efeito
somente quanto ndo foi diluido. Os demais produtos testados ndo geraram nenhum efeito deletério sob
0 desenvolvimento larvar, independentemente do tempo de exposicéo avaliada.
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Ao analisar as concentracbes de diluicdo dos reagentes utilizados, para avaliar em quais
concentracdes eram mais eficazes foi observado que nenhum produto demonstrou eficacia quando
diluidos em 25%, 50% e 75% (Figura 2). Entretanto quando utilizado sem diluicdo o produto R5
demonstrou eficacia.

Ao analisar os ovos do grupo controle positivo foi possivel observar o desenvolvimento larvar em
seu interior. No controle negativo as larvas ndo desenvolveram no interior dos ovos (Figura 3). Esse
fato, comprova que a validacdo do controle € um fator de extrema importancia para confirmar o
desenvolvimento ou ndo das larvas no interior dos ovos.

Produtos que demonstraram eficacia na inviabilidade de larvas em relagéo ao tempo de
exposicdo

100%

50%

Mortalidade de larvas de T. canis

0%
RL R2 R3 R4 R5 R6 R/ R8 RO RI0 RIl RI2

Produto testados que demonstraram eficacia
m Apo6s 1 hora de exposicéo m Ap6s 12 horas de exposicdo
Apbs 24 horas de exposicdo Apo6s 48 horas de exposicdo

Figura 1. Produtos que tiveram efic&cia em inviabilizar os ovos de Toxocara canis em relacdo ao tempo de exposicéo.

Produtos que demonstraram eficacia na inviabilidade de larvas em relagéo a diluicdo

100%
80%
60%
40%

20% —_— e e e e ey e e e e e

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 RI12

Desinfetantes testados

0%

Mortalidade de larvas de T. canis

m Desinfetantes diluidos em 25% = Desinfetantes diluidos em 50%
Desinfetantes diluidos em 75% Desinfetantes sem diluicdo

Figura 2. Produtos desinfetantes que mostraram eficdcia em inviabilizar os ovos de Toxocara canis em diferentes diluicbes
dos produtos.

0% -

Desenvolvimento das lavas

Desenvolvimento das
larvas de T. canis no
interior dos ovos

u Controle positivo Controle negativo
Figura 3. Grupo de controle positivo e controle negativo das larvas de Toxocara canis.

Discussao

Os ovos de T. canis apresentam grande resisténcia, nesse sentido é necessario encontrar metodos
eficazes para a inviabilizagdo dos ovos deste parasito, com o intuito de controlar essa enfermidade.
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A justificativa para os ovos apresentarem essa resisténcia € devido as camadas que compdem a sua
casca. Os ovos de T. canis possuem varias camadas distintas: uma membrana uterina fina, uma
membrana vitelina que contorna as cristas e estrias da camada subjacente, uma camada espessa €
uniforme de quitina, uma camada granulosa de alta densidade e uma zona lamelar, composta por vérias
camadas fibrosas. Essas combinacBes de camadas conferem aos ovos uma resisténcia Unica as
adversidades do meio ambiente, 0 que contribui para a sobrevivéncia dos ovos no ambiente e assim
haver a embriogénese larvar, que também ocorre no meio ambiente (Wharton, 1980).

A contaminacgdo ambiental por ovos de Toxocara sp. € um problema de satde publica mundial, visto
gue, esses ovos sdo encontrados em ambientes, como parques e jardins, onde cdes sdo comumente
levados para passear (Capella et al., 2022). Quando esses animais estdo infectados com Toxocara sp.,
eles podem excretar 0s ovos nas fezes, contaminando o ambiente e aumentando o risco de infeccdo para
seres humanos e outros animais.

Além disso, 0s ovos de Toxocara sp. podem permanecer viaveis no ambiente por varios anos,
tornando o controle desses parasitos ainda mais dificil (Capella et al., 2022). Portanto, é essencial que
medidas de controle sejam conhecidas, para proteger tanto a satde animal quanto a humana.

No presente estudo foi possivel identificar que um produto desinfetante mostrou eficécia, e este
produto pode ser utilizado para desinfecgdo de ambientes, com intuito de tentar controlar essa
enfermidade.

No presente estudo o produto que demonstrou eficiéncia quanto a mortalidade das larvas apresenta
como principio ativo Cloreto de Cocobenzil Alquil Dimetil Amonio/Cloreto de Didecil Dimetil Aménio.
Esse produto provavelmente foi eficaz devido a capacidade de conseguir penetrar no interior dos ovos
0 que contribuiu para a inviabilidade do desenvolvimento de larvas em seu interior. Sendo assim, este
produto pode ser utilizado para desinfeccdo de ambientes, com intuito de tentar controlar essa
enfermidade.

Outros trabalhos, citados abaixo, tentaram identificar produtos para inviabilizar ovos de varias
espécies de helmintos, entretanto poucos produtos demonstraram eficacia.

Nas pesquisas com produtos desinfetantes e acido acético que avaliaram o efeito sobre ovos de
Ascaris lumbricoides (Massara et al., 2003) e larvas de Angiostrongylus costaricensis (Zanini & Graeff-
Teixeira 1995) ndo obtiveram eficacia na inatividade de larvas. No presente estudo os detergentes
testados e o &cido acético também ndo interferiram na inviabilidade dos ovos de T. canis.

Nos estudos de Barbosa et al. (2021). foi observado que trés produtos demonstraram eficécia para
inviabilizacdo de ovos de A. lumbricoides. Um dos produtos testados por estes pesquisadores
corroboram com o0s estudos desenvolvidos no presente estudo em inviabilizar os ovos de T. canis, ja 0s
demais produtos ndo foram capazes de inviabilizar o desenvolvimento das larvas de T. canis.

Os estudos de Tavares et al. (2011) testaram diferentes produtos desinfetantes para a inibicdo do
desenvolvimento larvar de T. cati, entretanto foi observado que nenhum dos produtos testados inibiram
a embriogénese dos ovos.

Nos estudos de Fernandes et al. (2021) em estacGes de tratamento, foi constatado ovos de T. canis
na agua de esgoto tratado, no qual apresenta riscos a populacéo, pois a 4gua é usada para 0 consumo,
aumentando ainda mais as infec¢des parasitérias, uma vez que o método de tratamento da agua ndo
inviabiliza os ovos de T. canis (Santos et al. 2012).

Diante das informacdes, poucos produtos demonstraram eficacia em tornar os ovos inviaveis, logo,
é necessario demais estudos para uma desinfeccdo efetiva desses ovos, evitando assim novas infec¢oes.

Todavia, é importante salientar que dentre os produtos desinfetantes utilizados, sdo comercializados
e adequados para uso doméstico, em forma diluida e ndo pura. Portanto novos experimentos devem ser
testados para compreender a eficicia destes agentes desinfetantes como meios profilaticos para T. canis.
Mas é essencial salientar que, os dados obtidos neste estudo poderdo contribuir para um maior
entendimento da epidemiologia destas parasitoses e auxiliar no desenvolvimento de programas mais
efetivos para seu controle.
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Concluséo

No presente estudo ficou comprovado a necessidade em descobrir produtos e métodos mais eficientes
para a eliminacdo dos ovos de T. canis, devido ao fato de varios produtos demonstrarem ineficiéncia
para inativa-los. Esses resultados enfatizam a necessidade de reavaliar os métodos profiléticos ja
adotados rotineiramente na higienizacao e limpeza em geral, quando se tem por finalidade prevenir a
infeccdo de T. canis, visto que, a maioria dos procedimentos ndo sdo eficientes para combaté-los.
Portanto, reforca ainda mais a importancia de testes com novos produtos para compreender a eficacia
desses desinfetantes como medidas profilaticas para ovos de T. canis, bem como para ovos e cistos de
outros parasitos, sendo que os produtos que sdo utilizados rotineiramente para uso doméstico ndo
permanecem 0 tempo que seria necessario para inviabilizar os ovos como demonstrado no presente
estudo.
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