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Prefdcio

O Chico Trombone costumava me dizer:

— lsso eu sei fazer, dr. Luiz Fernando, aprendi com Joaquim Venancio.

E era com orgulho que se referia a seu mestre.

Vimos, portanto, que a Formagéo de técnicos j& vem dos tempos de Oswal-
do. E claro que ndo era institucionalizada como hoje. Eram outros tempos.

Joaquim Venancio nasceu na fazenda Bela Vista, Minas Gerais. Era a
fazenda da mae de Carlos Chagas, pai. Em 1916, veio trabalhar no Instituto
Oswaldo Cruz. Veio e deu certo. O dr. Lutz teria dito certa vez:

— Nao troco o Venancio por nenhum doutor de Oxford ou de Cambridge.

Se ndo disse, pensou.

Eficiéncia nos processos de se|egéo de pessoal? Competéncia do servico de
recursos humanos? Evidentemente que ndo. Nao havia nada disso nessa época.
As coisas eram muito mais simples, e davam certo. Veio porque era amigo do
velho Carlos Chagas. Amigos de infancia. Brincaram juntos na fazenda.

Quando Joaquim Venancio faleceu em 27 de agosto de 1955, teve seu

necrolégio publicado na Revista Brasileira de Biologia — lugar de necrolégio
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de cientista famoso. Cito textual: “Joaquim Venancio conseguiu durante cerca
de 35 anos que trabalhou ativamente, aprender zoologia, que conhecia de
modo invejavel. Como decorréncia das contingéncias da vida, ndo teve opor-
tunidade de instruir-se, mas sua mentalidade era de um homem culto. Pela
convivéncia com o dr. Lutz, pela observagéo direta do que via nas excursGes e
no laboratério, adquiriu conhecimento detalhado de vérios grupos zoolégicos,
principalmente, anfibios, moluscos fluviais e trematédeos. Chegou a conhecer
muito bem os anfibios e, com grande facilidade, os classificava nas excursdes
pela voz. Dadas as indicag()es feitas pelo dr. Lutz em seus trabalhos, hé casos
em que foi citado na literatura como colaborador direto.”

Joaquim Venancio era, sem divida, um naturalista. Era competente, tinha o
dominio do oficio, a maestria da arte.

E gostava de ensinar. Ensinou muita gente.

Certa vez, o Venancinho me disse:

— Era a Escola do Venancio, né? Foi muito boa, né?

Na presidéncia de Sérgio Arouca, resolvemos atualizar a “Escola de Ve-
nancio”. E foi assim que surgiu a Escola Politécnica, com o nome do seu pa-
trono. Cresceu e abriu vérias frentes, desde a vOCagao cientifica aos cursos de
nivel médio, complementados pela formacdo de técnicos. Foi um éxito, como
a antiga. Aparece sempre nos primeiros lugares nas ava|iag6€s e ja se estendeu

a outras instituicoes.

E agora surgem os livros didéticos: organizada por Etelcia Molinaro, Luzia
Caputo e Regina Amendoeira, vem & luz a co|egéo Conceitos e métodos para
formagéo de profissionais em laboratérios de saide, reunindo professores de

vérias unidades da Fiocruz.
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Os cap|'tu|os oferecem a histéria da técnica, os seus fundamentos, a maneira
moderna de realiza-la, as suas aplicagdes, a organizacdo do laboratério etc.

E atil para os cursos da Fundagéo Oswaldo Cruz e para outros externos.
Mostra, também, o quanto as unidades da Fiocruz estdo integradas na realiza-
cdo de suas tarefas.

Ensino é questdo primordial. Sem ele, o pais ndo se desenvolve.

Esta de parabéns a Fiocruz pela rea|izagéo de mais uma tarefa de primordial
importancia.

Oswaldo Cruz esté orgulhoso dos seus continuadores.

Luiz Fernando Ferreira
Pesquisador emérito da Fundacdo Oswaldo Cruz






Apresentacdo

A coletanea de livros intitulada Conceitos e métodos para formagdo de
profissionais em laboratérios de satde, organizada por Etelcia Molinaro,
Luzia Caputo e Regina Amendoeira, ¢, antes de tudo, uma obra origina|,
importante e necesséria. Original porque ndo existe na literatura técnica
em saide, na 4rea biomédica brasileira e internacional, ao menos que eu
saiba, algo semelhante em abrangéncia, profundidade e se|egéo dos temas
abordados; importante pelo piblico-alvo a que se destina, muito além da
“formagéo de técnicos de |aboratérios", abrangendo certamente todos os
profissionais de salide; e necesséria porque servird como obra de referéncia
para a formagéo dos mencionados técnicos e como consulta obrigatéria para
todos os profissionais de saide que necessitem de esclarecimento dos as-
pectos técnicos ali abordados.

Versada em cinco volumes e 23 capitulos, organizados em sequéncia 16-
gica, desde a biosseguranga e as boas préticas de laboratério, passando por
todos os fundamentos das técnicas laboratoriais — bioquimica bésica, biologia

celular e molecular, histologia e ultraestrutura —, até atingir o cerne da prética
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laboratorial, da imunologia a infectoparasito|ogia — virologia, bacteriologia,
micologia, protozoo|ogia e helmintologia e seus vetores, com a entomologia
médica e a ma|aco|ogia. Os autores dos respectivos cap|’tu|os sao do melhor
nivel intelectual e cientifico, com titu|agéo de mestres, doutores e especialis-
tas, e com grande experiéncia pratica nos assuntos de que tratam.

Parabenizo o Instituto Oswaldo Cruz e a Escola Politécnica de Satde
Joaquim Venancio, que patrocinaram esta obra de referéncia, e que, desde
os seus primérdios, valorizaram a qualidade da formagéo dos seus técnicos
e com eles povoaram e estdo povoando o Brasil de norte a sul e de leste a
oeste com o que temos de melhor — os fundamentos para uma boa pesquisa.
Aproveito esta oportunidade para homenagear a figura de Henry Willcox,
que, no inicio da década de 1980, quando o convidei para me ajudar na
coordenacio dos cursos de Pés-graduacdo em Biologia Parasitéria ¢ Medicina
Tropical do Instituto Oswaldo Cruz, foi o grande incentivador para criarmos
paralelamente o Curso de Técnico em Pesquisa, do qual foi o seu primeiro
coordenador.

lgualmente parabenizo as organizadoras desta coletanea, e a Fiocruz como

um todo, pe|o |angamento desta obra pioneira.

José Rodrigues Coura
Pesquisador titular emérito da Fundaggo Oswaldo Cruz
Chefe do Laboratério de Doencas Parasitarias

do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz



Apresentacao das organizadoras

“Um sonho quase realizado”
Oswaldo Cruz, 1872-1917

As a|tera96es pelas quais passa o mundo com a g|oba|izagéo trazem como
consequéncia o surgimento de novos paradigmas tecnoldgicos, fazendo-se ne-
cessario que o ensino na 4rea da satde atenda as exigéncias do mundo moder-
no, do trabalho e do atual perfil do técnico da érea.

Os cursos para a formacdo de técnicos da Fundacio Oswaldo Cruz (Fio-
cruz) buscam demonstrar os principios cientificos envolvidos com as técni-
cas laboratoriais, preparando os alunos para as transformacées no mundo do
trabalho em satide decorrentes do desenvolvimento tecno|égico e cientifico.
Nesse contexto, duas unidades técnico-cientificas da instituicio — o Instituto
Oswaldo Cruz (IOC) e a Escola Politécnica de Satde Joaquim Venancio
(EPSJV) — s3o historicamente as responsaveis pela coordenagéo de cursos e
especia|izag6€s técnicas que se firmaram como modelos desses principios. Essas

unidades sempre estiveram intrinsecamente ligadas na érea de ensino técnico,
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e os professores realizam permanentemente parcerias entre si. Muitos de nés,
egressos desses cursos, somos hoje docentes e autores desta colecdo.

Além da formacdo técnica de profissionais em nivel regional e nacional,
intensificou-se a demanda pelo estabelecimento de cooperagdes técnicas inter-
nacionais na Fiocruz, que, por sua expertise e capacidade de produzir, passou
a divulgar conhecimentos, elaborando cursos, metodologias e tecnologias edu-
cacionais. A Escola Politécnica Joaquim Venancio, desde 2004, é um centro
colaborador da Organizacdgo Mundial da Satdde (OMS) para a educacio de
técnicos em satde.

A ideia da publicacdo desta colecdo surgiu da necessidade conjunta das
duas unidades citadas da Fiocruz de produzir material didatico que atendesse
aos alunos dos cursos de nivel técnico em Satide da Fiocruz e de outros locais.
Desse modo, o nosso principal desafio é oferecer um contedido que abarque
todos os temas da érea técnica da satide tratados nos principais cursos de nivel
médio e que, a0 mesmo tempo, possa manter-se suficientemente atualizado.

Dada a complexidade da estrutura instrumental e pedagdgica dos cursos
técnicos, fez-se necessario publicar uma co|egéo escolhendo-se tépicos de
importancia bésica. Para tanto, foram convidados pesquisadores e professores
com experiéncia de ensino em cursos de nivel técnico e com destacado conhe-
cimento nos temas abordados nos 23 capl'tu|os que integram os cinco volumes
da colecdo.

A colecio Conceitos e métodos para formacdo de profissionais em la-
boratérios de sadde tem como objetivo integrar conhecimentos teéricos e pré-
ticos, proporcionando ao aluno inFormagc’Jes que possibilitem uma permanente
reflexdo de seu pape| como agente transformador dos processos e atividades
de ensino, pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnolégico. Outro objetivo
inconteste destes livros é servir aos professores, como norteadores da deFinigéo
curricular de seus cursos.

Visando garantir a autonomia dos autores, e respectivas responsabilidades,

foi mantida a Formatagéo original dos textos, inclusive as fotos, figuras, diagra-
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mas. Podem ocorrer, também, repeticoes de contetido em a|guns capl'tu|os,
mas, a nosso ver, a retirada de partes ja abordadas em cap|'tu|os anteriores,
poderia descontextualizar o texto.

O pontapé inicial deste sonho sé foi possivel pelo incondicional apoio
dado pelo professor André Paulo da Silva Malhdo, pela dra. Isabel Brasil
Pereira, pessoa-chave desencadeadora do processo, e a dra. Tania Cremonini
de Aralijo Jorge, que apoiaram e incentivaram institucionalmente o projeto.
Agradecemos especialmente aos autores que abragaram este trabalho com mui-
to entusiasmo e que possibilitaram a sua concretizagao. E um carinho especial
para Josane Ferreira Filho pela organizacao paciente de nossas reunides e
textos, a gratiddo das organizadoras e dos autores.

Agradecemos em especial aos renomados cientistas eméritos da Fundacao
Oswaldo Cruz, doutores Luiz Fernando Ferreira — patrono da EPSJV — e
José Rodrigues Coura, que nos deram a honra de apresentar esta colecdo.

Esperamos, assim, contribuir para a sistematizacao do conhecimento dos
leitores sobre os diferentes tépicos abordados nos capitulos, apresentando
cada assunto de forma didética e sintética, e recomendando a consulta & i-
teratura especializada sempre que houver necessidade de aprofundamento do

conhecimento em determinados temas.

Etelcia Molinaro
Luzia Caputo
Regina Amendoeira
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Capitulo 1
Protozoologia

Maria Regina Reis Amendoeira
Danuza Pinheiro Bastos Garcia de Mattos

Joao Carlos de Avratjo Carreira

Alba Valéria Machado da Silva
Patricia Riddell Millar Goulart

Introducao

A protozoologia é o segmento da ciéncia que estuda os protozoérios.

Protozoologia, do grego — protos = primeiro + zoon = animal + logos = ciéncia.

Dentro da c|assificagéo dos seres vivos, o estudo do reino Protista ganha

importancia por incluir o sub-reino Protozoa,' que engloba os protozoérios:

" Organismos providos de organelas membranosas variadas: nicleo, mitocéndrias, aparelho de Gol-
gi, lisossomas, vactiolos, entre outras.
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seres unicelulares, eucariotas, que apresentam organelas? capazes de desem-
penhar fungdes em sua nutrico, locomocao e na reproducdo de suas diferentes

formas. As organelas dos protozoérios podem ser estéticas ou dindmicas:

d organe|as estaticas — externas: membrana, pe||'cu|a,3 teca,* lorica,’
parede cistica®

—> internas: axdstilos’

* organelas dinamicas (|ocomogéo) — pseuddpodes®
—> flagelos®

— cilios®
Os protozoarios podem ter habitat:™

* aquatico — vivem na agua do mar ou no fundo dos oceanos;
em 4gua doce, salobra ou poluida;
® terrestre — vivem no solo ou em matéria organica

em decomposicio.

2 Estruturas celulares (mitocondrias, aparelho de Golgi, ribossomas, entre outras) que, nos proto-
zoérios, diferenciam-se para desempenhar determinadas Fungées, as quais, no caso dos metazoérios,
sdo de competéncia de diferentes érgaos.

3 Membrana delgada.

4 Envoltério protetor de alguns protozoérios.

5 Carapaga externa protetora de a|guns protozoérios.

¢ Envoltério que protege o cisto, de estrutura resistente.

7 Estrutura celular formada por microtdbulos, encontrada em giérdias e tricémonas.

8 Projegées originadas por movimento do citoplasma que ocorrem em alguns protozoérios.

? Filamento protoplasmético, muito mével, utilizado na |ocomogéo de alguns protozoérios.

10 Formagéo mével presente na superficie de alguns protozoérios e que os auxilia em sua loco-
mocao nos fluidos que os circundam.

" Tipo de lugar onde um organismo vive e se reproduz.
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O:s protozoérios estdo divididos em protozoérios de vida livre e protozoérios

parasitos:

* os protozoarios de vida livre, que formam col6nias, podem apresentar
natacdo livre, ser sésseis'® ou ter elementos de ambas as categorias;

* os protozoérios parasitos vivem sobre (ectoparasitos) ou no ambiente
interno (endoparasitos) de algumas p|antas e animais. Nesse dltimo caso,

podem parasitar desde outros protozoérios até o homem.

Das mais de 60 mil espécies descritas no sub-reino Protozoa, metade sdo
fésseis, cerca de 25 mil sdo seres de vida livre e aproximadamente 10 mil
sdo parasitos de diferentes animais ou vegetais, mas apenas algumas dezenas
de protozoérios tém o homem como hospedeiro. O sub-reino Protozoa
¢ dividido em sete filos; quatro deles — Microspora, Sarcomastigophora,
Apicomplexa e Ciliophora — apresentam interesse médico, por reunirem pa-

rasitos que podem ser patogénicos para o ser humano ou para outros animais.

* Filo Microspora

Dentre os protozoérios patogénicos que o filo agrupa, sabe-se que sdo
capazes de produzir esporos unicelulares contendo a forma infectante endo-
plasméstica em seu interior. Esse filo recentemente passou a apresentar interesse
médico, a partir da descoberta de que seus integrantes podem vir a parasitar o
homem. Embora na maioria dos compéndios esse filo esteja classificado como
protozoério, atualmente o grupo é enquadrado na classe dos fungos. O filo

Microspora ndo serd abordado neste capitulo.

* Filo Sarcomastigophora
Relne os protozoérios capazes de se locomoverem por flagelos (subfilo

Mastigophora) e aqueles capazes de emitir pseudépodes (subfilo Sarcodina).

2 Protozoério que adere diretamente ao substrato, sem pedicu|o ou haste de sustentacao.
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* Subfilo Mastigophora
Ordem: Kinetoplastida

Geéneros: Trypanosoma e Leishmania

Subordem: Diplomonadina
Geénero: Giardia

Espécie: Giardia intestinalis

Ordem: Trichomonadida
Género: Trichomonas

Espécie: Trichomonas vaginalis

* Subfilo Sarcodina
Ordem: Amoebida
Geéneros: Entamoeba
Endolimax
lodamoeba
Acanthamoeba
Hartmannella

Naegleria
Vahlkampkia

*Filo Apicomplexa

S3o esporozoérios que apresentam deslocamento por deslizamento (sem
pseudépodos, flagelos ou cilios) determinado pela contracao de microtdbulos
subpeliculares e pelo complexo apical de penetracdo; todos os membros do
filo sdo parasitos obrigatérios, ou seja, apresentam alguma deficiéncia metabé-

lica e, por isso, dependem de um hospedeiro para sobreviver.
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Ordem: Eucoccidiida

Geéneros: Toxoplasma
Isospora
Sarcocystis

Cryptosporidium

Ordem: Hemosporidiida

Género: Plasmodium

Ordem: Piroplasmida

Género: Babesia

* Filo Ciliophora

Assim chamados porque seu deslocamento é determinado pelo batimento
de dilios. Dentre os protozoérios desse filo, a (nica espécie que pode vir a
parasitar o homem ¢é o género Balantidium, espécie Balantidium col, maior

protozoério parasito humano.

Ordem: Trichostomatida

Género: Balantidium

1. Protozodrios do filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae engloba oito géneros: Trypanosoma, Leishma-
nia, Endotrypanum, Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia e
Phytomonas.

Os géneros Trypanosoma, Leishmania e Endotrypanum sio representados
por organismos heteréxenos, parasitos de vertebrados; em sua maioria, sdo

transmitidos por vetores hematéfagos: artrépodes Ou sanguessugas.
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Os géneros Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia e Blastocrithidia sao
representados por organismos monoxénicos, descritos originalmente como pa-
rasitos de insetos e outros invertebrados.

O género Phytomonas, como os trés primeiros, ¢ representado por orga-
nismos heteréxenos, porém sdo parasitos de plantas, transmitidos por vetores
hemipteros fitéfagos.

Por serem capazes de causar graves doencas, os géneros Irypanosoma e
Leishmania séo de grande importancia no que se refere & salde humana e ani-
mal. Em virtude disso, veremos a seguir as principais caracteristicas de algumas

das espécies de maior importancia pertencentes a esses dois géneros.

1.1 Género Trypanosoma

Nesse género, os parasitos sdo observados nos hospedeiros vertebrados
sob a forma tripomastigota; por causa da sua grande variabilidade, tém sido
agrupados pelas caracteristicas de seus diversos hospedeiros vertebrados: tri-
panossomos de peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos.

Em relacdo aos tripanossomos de mamiferos, diferentes subgéneros foram
criados e incluidos em duas secdes: Salivaria e Stercoraria.

A secao Salivaria se caracteriza por parasitos que evoluem na porcao ante-
rior do vetor e que sdo transmitidos por inocu|agéo, através da picada. Nessa
secdo estdo incluidos quatro subgéneros: Dutonells, Nannomonas, Trypano-
zoon e Pycnomonas.

A $ecao Stercoraria se caracteriza por parasitos que se desenvolvem na
porcdo posterior do tubo digestivo de seus vetores e pela transmissdo ser feita
pela contaminacdo por meio de suas fezes. Nessa secdo, foram incluidos trés

subgéneros: /\/legatrypanum, /—/erpetosoma e 5c/7izotrypanum.
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1.1.1 Secdo Stercoraria — principal representante

A) Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi
E o agente etiolégico da doenca de Chagas em humanos ou da tripanosso-

miase americana em animais.

a) Morfologia e biologia

Hospedeiros vertebrados: o homem e vérias espécies de mamiferos silves-
tres e domésticos, inclusive o gamba.

Hospedeiros invertebrados: insetos (heml’pteros) hematéFagos conhecidos
como triatomineos e popu|armente chamados de barbeiros — em virtude de
seus hébitos de picarem as pessoas na face. Os principais géneros de triatomi-
neos transmissores (vetores) da doenga de Chagas em nosso pais sao ﬁiatoma,

Rhodhnius, Panstrogylus e Dipetalogaster.™

Morfologia

Tripomastigotas: sao as formas responséveis pela transmissao natural do pa-
rasito; tém a forma de um “C” ou um “S” e um |ongo F|age|o, que percorre,
aderido, todo o corpo do protozoério e que conta também com uma porcao
livre, a qual emerge de sua extremidade anterior. Os tripomastigotas ndo tém
capacidade de mu|tip|icagéo e quando isolados a partir dos barbeiros (triato-
mineos), sdo chamados de tripomastigotas metaciclicos. Os tripomastigotas
metaciclicos, apds serem eliminados nas fezes e na urina pelos triatomineos, sio
responséveis pela inFecgéo dos mamiferos. Essas formas efetuam a invasdo dos
tecidos do hospedeiro através das mucosas ou da pele lesionada. As formas
tripomastigotas, quando isoladas do sangue de mamiferos, sdo chamadas de
tripomastigotas sanguicolas ou circulantes. Ao serem ingeridas juntamente
com o sangue do hospedeiro vertebrado pelos triatomineos, sdo as principais

responséveis pela transferéncia do parasito do mamifero para o inseto.

3 Ver o capitulo “Entomologia” neste volume.
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Figura 1. Desenho esquemético da forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).
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Figura 2. Esfregaco sanguineo corado pelo Giemsa, com tripomastigota
de Trypanosoma cruzi (A), 1000X.

Foto: Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz.
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Amastigotas: sdo as formas do parasito que fazem mu|tip|icagéo intra-
celular obrigatéria no hospedeiro vertebrado; tém formato arredondado ou

ovoide e ndo apresentam flagelo livre.

Cinetoplasto «

Nuacleo

Figura 3. Desenho esquemético da forma amastigota do Trypanosoma cruzi.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

Epimastigotas: s3o as formas responséveis pela mu|tip|icagéo do parasito
no tubo digestivo do vetor — o hospedeiro invertebrado. Tém formato fusifor-
me e um longo flagelo, que percorre, aderido, todo o corpo do protozoério,

mas que também possui uma porcao livre.
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Figura 4. Desenho esquemético da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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Figura 5. Formas epimastigotas (A) e tripomastigotas metaciclicas (B) de
Trypanosoma cruzi em meio de cultura corado pelo Giemsa, 1000X.
Foto cedida pela Dra. Celeste Souza (Laboratério de Imunomodulacio

e Protozoologia/l OC—Fiocruz).

Ciclo biolégico do Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi

Depois de serem sugados por um triatomineo juntamente com o sangue de
um mamifero infectado, os tripomastigotas sanguicolas iniciam, ainda no est6-
mago do vetor, o processo de diFerenciagéo para epimastigotas. Ao atingirem
o intestino médio, as formas epimastigotas multiplicam-se por fissdo binéria,
dando origem a varias geragoes dessas formas. Grande quantidade de epi-
mastigotas a|canga a ampola retal e os tibulos de Malpighi do inseto. Nesses
locais, os epimastigotas, por meio de seus flagelos, aderem as paredes, ini-
ciando um processo de metaciclogénese — diferenciagéo de epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos.

A transmissdo do . cruzi do inseto para o hospedeiro mamifero ocorre
posteriormente, quando um triatomineo infectado se alimenta em outro ma-
mifero ainda nao exposto ao parasito. Durante ou |ogo apds o repasto san-
guineo, os triatomineos tém como habito defecar e urinar. Apds a picada, o

hospedeiro geralmente se coca, por causa da reacdo alérgica causada pelas
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substancias presentes na saliva do vetor. E desse modo que frequentemente
os parasitos sdo veiculados para algum local de pele lesionada ou para as
mucosas do hospedeiro.

Ao invadirem o organismo de um mamifero hospedeiro, os tripomastigotas
metaciclicos penetram em células do local, mas também podem ser fagocita-
dos por macréfagos. Uma vez no interior dessas células, os tripomastigotas se
diferenciam em amastigotas e iniciam um processo de mu|tip|icagéo por fissdo
binéria. Apds vérios ciclos de mu|tip|icagéo, as formas amastigotas iniciam a sua
diferenciagéo em tripomastigotas. Durante o processo, as células hospedeiras
sao rompidas pela acao dos parasitos, e os tripomastigotas liberados atingem
a circu|ag§o sangufnea, disseminando-se por todo o organismo. Essas formas
tripomastigotas presentes no sangue, chamadas tripomastigotas sanguicolas, sdo
capazes de invadir macréfagos, fibras musculares esqueléticas, cardiacas e ner-
vosas. Os tripomastigotas sanguicolas também podem infectar os triatomineos.

Todo o processo desde a ingestao dos tripomastigotas sanguico|as pe|os
triatomineos até a liberacdo dos tripomastigotas metaciclicos nas suas fezes pode
levar de 20 a 45 dias. Vale lembrar que o Trypanosoma cruzi possui vérias cepas
que podem apresentar diferengas nos padrées de crescimento e diFerenciagéo

celular, dependendo da espécie de triatomineo envolvida na inFecgéo.
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Figura 6. Ciclo biolégico do Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

Ciclo biolégico do T. cruzi no gambé (Didelphis spp)

No gambé, o T cruzi apresenta um comportamento impar: esse marsupial
¢ o Gnico hospedeiro no qual o T cruzi é capaz de desenvolver todo o seu
ciclo, tanto o que ocorre nos mamiferos quanto aquele que se dé nos ve-
tores. No gambé, o ciclo referente aos mamiferos acontece no interior dos
vasos sanguineos, com a presenca de tripomastigotas sanguicolas, e também
em fibras cardiacas e plexos neurais, onde ocorre a mu|tip|icagéo das formas
amastigotas. O ciclo correspondente aos vetores ocorre na luz das g|§no|u|as
de cheiro do gambé, onde o parasito se multiplica na forma epimastigota
extracelularmente, diferenciando-se, também, em tripomastigota metaciclico.
Apesar da importancia biolégica de tal ciclo, o nimero de infectados pelo

gambé nao tem grande impacto do ponto de vista epidemiolégico.
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Figura 7. Ciclo biolégico do Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi no gamba.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

b) Relagdo parasito—hospedeiro

Habitat: sangue (extracelularmente), células do sistema fagocitico mono-
nuclear (SFM), fibras musculares cardiacas, esqueléticas ou lisas e células do
sistema nervoso.

Apbs a fase da infeccdo, ocorre a evolucdo para a fase crénica — deno-
minada por alguns autores de fase indeterminada, pois é uma fase latente
onde ndo hé sintomatologia clinica —, que pode evoluir para a fase crénica
sintomética de 10 a 15 anos apés a fase aguda da infeccdo, ou a doenca
pode permanecer assintomética por toda a vida do paciente. Nessa fase, a
quantidade de parasitos no sangue é muito baixa.

Como jé& mencionado anteriormente, a doenca causada pelo I cruzi nos
humanos chama-se doenca de Chagas. Ela apresenta grande variabilidade em
seus quadros clinicos e também nos aspectos histopatoldgicos. Em razdo dos
sintomas, a doenga de Chagas ¢ dividida em fase aguda e fase crénica. Na
fase aguda, o paciente pode apresentar chagoma de inoculacdo (cutdneo)
ou sinal de Romana (edema de pélpebra), febre, hepatoesplenomegalia (fi-

gado e bago aumentados) e miocardite. Na fase crénica, o individuo pode
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permanecer assintomético ou seu quadro evoluir para cardiopatia chagasica
crénica, megaesdfago ou megacdlon. A cardiopatia chagasica, que pode levar
3 cardiomegalia — aumento significativo do tamanho do coracdo —, ocorre
basicamente por causa da destruicdo das fibras cardiacas, com sua substituicdo
por tecido conjuntivo, o que prejudica a capacidade de contracdo do 4rgdo.
A destruicdo das células do coracdo responsaveis pelo controle dos batimentos
(feixe de His) também leva a a|teragées cardiacas.

As formas conhecidas como megas caracterizam-se pelo aumento exces-
sivo do esbfago (megaesdfago) ou do cédlon (megacédlon). Essas formas sdo
provocadas pela destruigéo de fibras nervosas, principalmente parassimpéticas,
que ocasionam descontrole dos movimentos peristélticos (disperistaltismo) e
levam ao aumento excessivo do 6rgdo: no caso do esdfago, pelo acimulo de
alimentos decorrente da dificuldade de deg|utigéo; no caso do célon, pela

retencdo do bolo fecal.

c) Diagnéstico
* Fase aguda

Métodos parasitolégicos diretos

Pode-se fazer o exame direto do sangue utilizando-se o esfregaco sangui-
neo, posteriormente fixado com metanol e corado por corantes derivados do
Romanowsky. J& o método de Strout consiste na centrifugagéo do sangue sem
a adicdo de anticoagulante e na observacdo do parasito entre as hemacias e
o soro. Com a utilizacdo dos métodos citados acima, ¢ possivel observar as
formas tripomastigotas sanguicolas do 7. cruzi. Outro método direto ¢ a pun-
¢do de linfonodos, principalmente quando se observa enfartamento ganglionar
préximo ao chagoma de inocu|agéo. Com essa metodologia, ¢ possivel obser-
var as formas amastigotas em células do sistema Fagocftico mononuclear — por

exemplo, nos macréfagos.
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Imunodiagnéstico

O diagnéstico sorolégico da infeccdo chagésica baseia-se na deteccdo de
anticorpos anti- 1. cruzi das classes IgM (fase aguda) e IgG (fase crénica) no
soro do paciente. Os testes sorolégicos, em geral, apresentam variabilidade
na sensibilidade e na especificidade. No entanto, fatores como imunocom-
peténcia do hospedeiro, qualidade do antigeno e dos reagentes e ca|ibragéo
dos instrumentos, entre outros, podem interferir no resultado do teste. Pode
ocorrer, inclusive, reacao cruzada com soro de pacientes de é4reas endémicas
de leishmaniose. Alguns exemplos de métodos para o imunodiagnéstico de
T cruzi sdo a reagao de imunofluorescéncia indireta (Rifi)) e os testes imu-
noenziméticos, como o ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assay), por exemplo.

Métodos moleculares
O método mais utilizado é o da reacdo em cadeia da polimerase, com de-
teccao do DNA do cinetoplasto (kDNA) do parasito por meio da uti|izagéo

de amostras de sangue e/ou tecidos dos individuos infectados.

* Fase cronica

Meétodos parasitolégicos indiretos

Xenodiagnéstico: tem por base a mu|tip|ica<5‘éo das formas epimastigotas
no trato digestivo do triatomineo, permitindo sua deteccdo nas fezes ou na
urina dos insetos alimentados com sangue do paciente apés periodo de 1 a 3
meses. Existe ainda a opcdo do xenodiagnéstico artificial, utilizado quando
nao se pode praticar o xenodiagnéstico natural e quando se objetiva pesqui-
sar o parasito em outros liquidos, como o cefalorraquidiano, que, misturado
com o sangue, ¢ sugado pe|os triatomineos. Para tanto, o sangue dos pacien-
tes ¢ coletado com anticoagulante, mantido a 37°C e oferecido aos insetos

atraveés de uma membrana.
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Hemocultura: o isolamento do 7. cruzi pode ser realizado em diferentes
meios de cultivo acelulares (NNN, LIT) que contenham hemina ou derivados
da hemoglobina. A hemocultura requer condigées assépticas' para a coleta e
o manuseio da amostra de sangue, sendo pouco prética em trabalhos de cam-
po. Outras desvantagens associadas a essa técnica sdo o grande volume do
inéculo que deve ser utilizado e o periodo de exames das culturas. As formas
observaveis em hemocultura sdo as epimastigotas e as tripomastigotas. As per-
centagens de positividade obtidas na hemocultura convencional por diferentes

estudos sdo muito semelhantes éque|as observadas no xenodiagnéstico.

Imunodiagnéstico

Por meio de imunofluorescéncia indireta (Rifi) e teste imunoenzimético de

reacao (ELISA).

Diagnéstico molecular

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

e) Epidemiologia

Distribuicao geografica

O T cruzi é encontrado somente no continente americano, desde o sul dos
Estados Unidos até o sul da Argentina e do Chile. No entanto, em algumas
éreas — nos Estados Unidos, por exemplo —, embora a infecgéo ja tenha sido
detectada em mamiferos silvestres, a infeccdo humana ndo ocorre ou ¢ rara. A
infeccdo humana ¢ mais comum na América do Sul, e os paises mais acometi-
dos sdo Brasil, Argentina, Chile, Colédmbia e Venezuela. A infecgéo por esse
protozoério ocorre basicamente em 4reas rurais e periurbanas pobres, onde o

tipo de moradia (barro, palha) favorece a colonizagdo por triatomineos.

*Livre de contaminagdo microbiana.
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Prevaléncia

Segundo a Organizacio Mundial da Satide (OMS) (2010), a doenca
de Chagas atinge cerca de 10 milhées de pessoas no mundo, principalmente
na América Latina, tendo causado, em 2008, mais de 10 mil mortes, com
uma incidéncia de 300 mil novos casos ao ano. No Brasil, cerca de 2 mi-

lhées de pessoas estdo infectadas.

Mecanismos de infeccio

Para o homem, o principal mecanismo de infeccdo ¢é ativo cutdneo, com a
penetracao das formas tripomastigotas metaciclicas na pele lesionada, na mucosa
ou na conjuntiva, sempre mediante o contato com as fezes de triatomineos infec-
tados, que ocorre durante a hematofagia, pois o inseto frequentemente defeca
sobre a pele do hospedeiro. Outro modo comum de inFecgéo ¢ a transfusao
sanguinea; pela transfusdo ¢ possivel que um individuo que nunca tenha tido con-
tato com barbeiros — por exemplo, individuos de 4reas urbanas e que possuem
melhores condicdesde moradia — seja infectado. Ja foram descritos casos de
infecgéo transplacentéria e de infecgéo por transplante de 6rgaos. A infecgéo oral
pode ocorrer pela ingestdo de alimentos contaminados com material infectante —

fezes, urina e triatomineos triturados — proveniente especialmente de triatomineos.

g) Profilaxia e controle

De maneira geral, a metodologia recomendada para o controle da doenca
de Chagas esté relacionada aos seguintes fatores:

* controle dos triatomineos, com o uso de inseticidas nos esconderijos
dos insetos;

* educacdo ambiental, com a melhoria das habitacdes, para que os barbei-
ros ndo encontrem condicdes favoréveis de desenvolvimento;

* educacdo sanitéria visando esclarecer a populacdo sobre a doenca, pro-
cedimento fundamental para que ela busque medidas praticas a fim de

evitar a infeccdo;
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® conscientizacao dos responséveis por bancos de sangue, a fim de evitar
a transmissdo por meio de transfusdo sanguinea: realizacdo de testes so-
rolégicos nos candidatos a doadores e quando isso ndo for possivel, ou
nao for confidvel a triagem sorolégica dos doadores, ou, ainda, em regices
onde a prevaléncia da endemia seja elevada, adicionar substancias tripa-
nossomicidas as partidas de sangue destinadas & transfusao;

* controle da transmissdo congénita: todo recém-nascido de mae com
sorologia positiva para I cruzi deve ser examinado imediatamente apds
o nascimento para pesquisa de IgM anti-T cruzi; no caso de resultado
positivo, o recém-nascido deve ser tratado imediatamente;

* controle de transp|antes de orgdos: doador e receptor devem ser exa-
minados sorologicamente. Sendo o primeiro positivo e o segundo suscep-
tivel, o ideal é medicar o doador durante os 10 dias que precedem a
cirurgia e o receptor, nos 10 dias seguintes ao ato cirdrgico. Nao sendo

isso possfve|, o receptor deve ser tratado como caso agudo da doenga.

1.1.2 Secdo Salivaria — principais representantes
A) Trypanosoma ( Trypanozoon) brucei

O Trypanosoma ( Trypanozoon) brucei apresenta trés subespécies: Trypa-
nosoma brucei gambiense, Irypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma
brucei brucei. T brucei gambiense e T brucei rhodesiense sdo os agentes
etiolégicos da doenga do sono, descrita em seres humanos, ao passo que
o Irypanosoma brucei brucei causa a tripanossomiase africana, ou nagana,

doenca descrita em animais.

a) Morfologia e biologia

Hospedeiros vertebrados: para 7rypanosoma brucei gambiense e Irypa-

nosoma brucei rhodesiense, o homem e vérias espécies de mamiferos silvestres
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e domésticos; para Irypanosoma brucei brucei, vérias espécies de mamiferos
silvestres e domésticos.

Hospedeiros invertebrados: insetos (dipteros) vetores hematéfagos, do
género Glossina, conhecidos como glossinideos e popularmente chamados

de mosca tsé-tsé.

Morfologia

Tripomastigotas: sdo as principais formas responséveis pela transmissao
do parasito. Tém formato em “S” e possuem flagelo, que percorre, aderido,
todo o corpo do protozodrio e que apresenta também uma porcao livre curta,
a qual emerge de sua extremidade anterior. Os tripomastigotas, quando pre-
sentes no intestino médio das moscas tsé-tsé (glossinideos), tém capacidade
de mu|tip|icagéo, sendo, nesse caso, chamados de tripomastigotas procicli-
cos. J4 nas glandulas salivares das moscas tsé-tsé, os tripomastigotas ndo tém
capacidade de multiplicacdo; nesse caso, sdo chamados de tripomastigotas
metaciclicos. Os tripomastigotas metaciclicos sdo responsaveis pela inFecgéo
dos mamiferos, apds serem introduzidos na corrente sanguinea juntamente com
a saliva quando a mosca se alimenta, mediante a insercao da probéscide na
pele do hospedeiro.

As formas tripomastigotas encontradas nos mamiferos podem ser observa-
das no sangue, na linfa e no fluido espinhal. Quando observados nos mami-
feros, os tripomastigotas do 7. brucei também apresentam diferencas morfols-
gicas e podem ser descritos como formas finas ou formas largas e curtas. As
formas finas a|cangam 30Um™ ou mais de comprimento e sdo responséveis
pela mu|tip|icagéo do parasito nesses hospedeiros; as formas largas e curtas,
que nado apresentam a porcdo livre do flagelo, com comprimento de 15um,

sdo responséveis pela transferéncia do parasito do mamifero para o inseto.

S Um = micrdmetro
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Nucleo

Cinetoplasto Flagela

Membrana
ondulante

Figura 8. Desenho esquemaético das formas tripomastigotas do 7. brucei:
A) forma fina; B) forma larga; C) forma prociclica; D) forma metaciclica.

llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

Epimastigotas: sdo as formas responséveis pela mu|tip|icagéo do parasito

nas glandulas salivares das moscas tsé-tsé.

Cinetoplasto
Membrana ondulante

Flagelo

Figura 9. Desenho esquemético da forma epimastigota do 7. brucei.

||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

Ciclo biolégico do Trypanosoma brucei

Durante o repasto sanguineo, a mosca tsé-tsé (g|ossina) inocula tripomas-
tigotas metaciclicos na pele do hospedeiro mamifero. Os parasitos entram no
sistema linfético e, posteriormente, na corrente sanguinea. No hospedeiro

mamifero, essas formas metaciclicas se diferenciam em formas tripomastigotas
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sanguicolas finas ou largas. As formas tripomastigotas sanguicolas finas se
multiplicam por fissdo binéria e sdo carreadas para outras partes do corpo,
podendo ser encontradas na linfa e no fluido espinhal, entre outros.

As glossinas se infectam quando ingerem, durante o seu repasto sangui-
neo em um hospedeiro infectado, formas tripomastigotas sanguicolas largas. No
intestino médio das moscas, os parasitos se diferenciam em tripomastigotas
prociclicas, os quais também se multiplicam por fissdo binéria e saem do in-
testino, diferenciando-se em epimastigotas. As formas epimastigotas migram,
entdo, para as glandulas salivares, aderindo-se as microvilosidades das células e
iniciando, em seguida, um processo de mu|tip|icagéo por fissdo binria. Apds
vérios ciclos de multiplicacdo, parte dessas formas epimastigotas se diferencia

em tripomastigotas metaciclicas. O ciclo na tsé-tsé dura em média trés semanas.
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sanguined da mosca 3 imlﬂ
t:M:th.:ur: 1ﬂmnuﬁ|:|ﬂs mﬁﬁ; 0
Tripostigotas invadem o sanguicalas ngancos &, multiplicam por
S{S0M PERVOS0 NN ¢ :m ﬁg;'n"; ’i“’ ﬁf‘:‘“c"“" ﬂstii.u h:'-lti;.
s localizam nos espacos 4 Igota no intesting
intercelulares. j’ prociclicas. H:nnncu.
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se dispersarem no
organismo do
hospedeiro, s
multiplicam por fissao
bindria no sangue,
linfa e liquor
cerebroespinhal.

Tripomaw olas
pmciclll‘;au deixam

o intestine médio
| e s diferenciam
o em epimastigotas.
Epimastigotas se diferenciam por fisio bindria
nas glindulas salivares, se Ciam am
tripomastigotas metaciclicos que sfo injetados

no ho iro mamiferao quando a mosca faz o
repasto sanguineo.

Figura 10. Ciclo biolégico do Trypanosoma brucei.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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b) Re|ag§o parasito—hospedeiro

A infeccdo pode ocorrer em trés estégios:

° 1° estagio — pode haver o desenvolvimento de um cancro tripanoss6-
mico no local da picada, conhecido como cancro de inoculagdo, e inchago
edematoso, que desaparece apds trés semanas em média;

* 92° estagio — denominado estagio hemolinfatico, apresenta os seguintes
sintomas: febre, tremores, dores musculares e articulares, linfadenopatia (gén-
g|ios linfaticos aumentados), mal-estar, perda de peso, anemia e trombocito-
penia (redugéo do nimero de plaquetas no sangue);

* 3° estagio — conhecido como estdgio meningoencefélico, nele o parasito
invade o sistema nervoso central, ocasionando dores de cabega, sonoléncia,

convulsdes epilépticas e apatia que progride para o coma.

O curso da infecgéo ¢ muito mais grave para o 1. b. rhodesiense do que
para o I b. gambiense. A doenga pode levar os individuos & morte num
periodo médio de, para o T b. gambiense, seis meses a seis anos e, para o
T b. rhodesiense, de até seis meses.

Acredita-se que a patologia da doenga do sono esteja relacionada a me-

canismos imunoldgicos.

c) Diagnéstico laboratorial

* Métodos parasitolégicos diretos

Pode-se fazer o exame direto de amostras provenientes do sangue, do
fluido do cancro, do aspirado de linfonodos, da medula 4ssea e, no estdgio
final da inFecgéo, do liquido cefalorraquidiano. Com o exame a fresco dessas
amostras, observa-se a motilidade do parasito; esse material pode ser fixado
posteriormente com metanol e corado pelo Giemsa para visua|iza<5‘éo das

formas tripomastigotas.
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* Métodos parasitolégicos indiretos

|nocu|agéo do sangue em animais de laboratério (ratos e camundongos)
para isolar o parasito; esse método, porém, tem seu uso limitado quando se
trata do tipo 1 do 7 b. gambiense, pois seu crescimento é muito lento nesses

animais.

* Imunodiagnéstico

Séao utilizados os métodos Rifi, de hemaglutinacdo e ELISA.

d) Epidemiologia

A tripanossomiase africana é uma zoonose envolvendo animais, silvestres
ou domésticos, e o homem.

A doenga do sono, que atinge os humanos no continente africano e que
pode levar & morte quando nao tratada, ¢ causada pe|os parasitos I 6. gam-
biense tipo 1 (parte oeste da Africa e Africa central), T 6. gambiense tipo
2 (Costa do Marfim) e T b. rhodesiense (porgéo leste da AFrica) — essa
dltima, a forma mais grave da doenga. Ja a subespécie T b. brucei (Africa
tropical) atinge somente os animais, causando uma doenga denominada na-
gana. Essa infecgéo se restringe aos paises africanos, porque a transmissdo da
infecgéo depende somente das moscas tsé-tsé, presentes apenas na Africa
subsaariana.

Segundo a OMS, tém sido reportados em média 20 mil novos casos ao
ano, com uma preva|éncia de 50 mil a 70 mil casos (Organizagéo Mundial
da Satide, 2010). S3o raras as infeccdes entre os viajantes e a maioria delas
¢ causada pela subespécie T. b. rhodesiense.

A epidemiologia da doenga do sono causada por T. b. gambiense tem como
caracteristica o fato de ser ela essencialmente rura|,~ os humanos se infectam
ao se aproximarem de cursos de 4gua onde hé a presenca da mosca. J& T b.
rhodesiense é uma zoonose de animais selvagens que atinge o homem quando

ele entra em contato com o foco epizoédtico, tornando-se hospedeiro acidental.
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A transmissdo da inFecgéo se da principalmente por meio da picada da
mosca tsé-tsé infectada, podendo ocorrer, raramente, de forma congénita,

por transfusdo de sangue e por acidente de laboratério.

e) Profilaxia e controle

Uma das medidas para a profilaxia ¢ o controle da infeccdo ¢ a reducio
da exposicao da popu|agéo a é4reas onde ocorre a presenca da glossina, ou
seja, lugares préximos de rios e matas. Em é&reas de risco, os individuos devem
usar roupas que cubram todo o corpo, de tecido pesado e com cores neu-
tras, pois as moscas tse-ts¢ sdo atraidas pe|o movimento e por cores fortes.
Outras medidas de controle sdo o diagnéstico e o tratamento dos pacientes

e o controle vetorial.

B) Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli

a) Morfologia e biologia

Parasita o homem e grande nimero de mamiferos, mas ndo causa doenca.
Assim como o I cruzi, o T rangeli é transmitido ao hospedeiro vertebrado
por triatomineos, com a diferenga de que o T rangeli é transmitido pela pica-
da principalmente de hemipteros do género Rhodhius. Os parasitos podem
ser isolados da corrente sanguinea alguns meses apés a infeccio.

Morfologicamente, a forma tripomastigota sanguicola do 7. rangeli ¢ del-
gada e de extremidade bastante afilada, assemelhando-se & do 7. cruzi; ele
apresenta um cinetop|asto de formato arredondado, porém bem pequeno e

pouco evidente.
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b) Epidemiologia

Tem distribuicdo geogréfica sobreposta (simpatria) ao 7. cruzi O T. rangeli
j foi encontrado no Brasil, Venezuela, Colémbia, Panamé, El Salvador, Costa
Rica, Guatemala e Honduras, sempre em situagOes nas quais o protozodario ndo
causava doenga sintoméatica no homem.

Em éreas onde o . cruzie o T. rangeli estio presentes, os testes sorolé-
gicos podem apresentar resultados falsos positivos, pois existe a possibilidade
de reagoes cruzadas. Para distinguir essas duas protozooses, recorre-se ao
xenodiagnéstico — uma vez que o I. rangeli coloniza as glandulas salivares do
vetor —, & cultura tecidual ou, ainda, as técnicas de bio|ogia molecular, como

a reagdo em cadeia da polimerase.

1.2 Género Leishmania
A) Leishmania spp (leishmaniose tegumentar e visceral)

a) Morfologia e biologia

As leishmanioses constituem um grupo de doengas, nas quais estdo envol-
vidas mais de vinte espécies, causadas por parasitos intracelulares do género
Leishmania. Sao protozoérios digenéticos's e que apresentam duas principais
formas evolutivas: promastigota e amastigota; ambas se multiplicam por divi-
sdo binaria e desenvolvem-se, respectivamente, no trato digestivo do inseto
vetor ou em meios de cultura acelulares e no interior de células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros mamiferos.

Hospedeiros vertebrados: o homem, roedores, canideos silvestres e do-
mésticos, marsupiais, equinos, preguicas e felinos, entre outros.

Hospedeiros invertebrados: insetos flebotomineos dos géneros Phlebo-

tomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia e Psychodopygus, no Novo Mundo.

16 Parasito que necessita de dois ou mais hospedeiros para a rea|izag§o de seu ciclo de vida.
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Habitat: células pertencentes ao sistema fagocitico mononuclear.

Morfologia
Forma amastigota: forma intracelular observada no hospedeiro vertebrado;
possui formato ovoide ou esférico, nicleo arredondado, cinetop|asto em for-

ma de bastdo, reto ou curvo, sem flagelo livre.

Cinetoplasto

Nucleo

Figura 11. Desenho esquematico da forma amastigota de Leishmania spp.
llustraggo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/lOC—Fiocruz).

Figura 12. Amastigotas de Leishmania: material de medula éssea corado
pelo método May-Grunwald—Giemsa, 1000X.

Foto cedida pela Dra. Celeste Souza (Laboratério de Imunomodulacio e Protozoologia/lOC—Fiocruz).
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Figura 13. Amastigotas de Leishmania: imprint de lesdo tegumentar,
corado pelo método May-Grunwald—Giemsa, 1000X.

Foto cedida pela Dra. Celeste Souza (Laboratério de Imunomodulacio e Protozoologia/lOC—Fiocruz).

Forma promastigota: observada no tubo digestivo do hospedeiro inver-
tebrado e em meio de cultura acelular. Tem formato fusiforme ou piriforme,
ntcleo arredondado, cinetoplasto em forma de bastao e flagelo exteriorizado

na porcao anterior do parasito.

Nicleo — M Flagelo
— - '....I _____,__..--'a

Cinetoplasto

Figura 14. Desenho esquematico da forma promastigota de Leishmania spp.
llustracdo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/lOC—Fiocruz).
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: .
A .
Figura 15. Formas promastigotas de Leishmania spp em meio de cultura,

1000X: A) niicleo; B) cinetoplasto; C) flagelo.

Foto cedida pe|a Dra. Celeste Souza (Laboratério de |munomodu|agéo e Protozoologia/lOC—Fiocruz).

Ciclo biolégico da Leishmania spp

A transmissdo da leishmaniose ocorre no momento do repasto sanguineo
do vetor, com a inocu|agéo de formas promastigotas metaciclicas, fagocitadas
por macréfagos teciduais, na derme do hospedeiro mamifero. No interior dos
macréfagos, os promastigotas sofrem a|tera<5‘6€s morfolégicas e bioquimicas,
resultando nas formas amastigotas, e se inicia o processo de reprodugéo por
divisdo binéria no interior dos fagolisossomas. Posteriormente, apds o rompi-
mento da célula hospedeira, os amastigotas sdo liberados, disseminando-se
no organismo do hospedeiro, mediante a fagocitose por outros macréfagos,
células dendriticas e fibroblastos.

Nos flebotomineos, o ciclo do parasito tem inicio no momento do repas-
to sanguineo das fémeas, quando sdo ingeridos amastigotas de mamiferos
infectados. No intestino do flebotomineo, os parasitos se diferenciam na
forma promastigota, dando inicio a vérios ciclos de multiplicacdo por divisdo
binria. Com isso, o grande nimero de parasitos acaba determinando a obs-
trucdo mecanica das partes altas do tubo digestivo do inseto, e isso dificulta

a sua ingestdo de sangue, levando-o a picar mais vezes para completar a sua



Protozoologia | 49

a|imentagéo. As formas promastigotas tornam-se infectantes por volta do
sétimo dia, estando aptas a prosseguir no ciclo evolutivo quando novamente

o vetor se alimente de sangue.
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Figura 16. Ciclo evolutivo da Leishmania spp.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

b) Leishmanias e leishmaniose

Do ponto de vista clinico, as leishmanioses do Novo Mundo se dividem

em dois grandes grupos: tegumentar (cuténea) e visceral.

* Leishmaniose tegumentar
Os parasitos do género Leishmania induzem respostas complexas no hos-

pedeiro vertebrado, efetuadas e/ou moduladas pelo sistema imune do mesmo.

Principais formas cutaneas no Novo Mundo

A) Leishmania (Viannia) braziliensis
Tem amp|a distribuigéo no Brasil, na Venezuela, na Guiana Francesa e na

América Central. E encontrada em éreas de colonizagdo recente ou antiga,
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e, nessas Ultimas, o ciclo de transmissdo estd associado a animais domésti-
COS — COMO caes, equinos e mulas —, e a sinantrépicos — como roedores. A
ocorréncia de casos humanos esté relacionada & ocupacio desordenada na
periferia dos grandes centros urbanos ou aos desmatamentos. As espécies
vetoras mais comuns sao Lutzomyia intermedia, L. whitmani e Psychodopygus

wellcomei.

B) Leishmania (Viannia) guyanensis

Ocorre em territérios da Venezuela, na Guiana Francesa, no Suriname e no
Brasil, podendo ser observada na Calha Norte da Amazénia, principalmente
em é4reas de desmatamento e de co|onizagéo recente. O ciclo epidemiolégico
esté relacionado a alguns hospedeiros silvestres, tais como a preguica, o ta-
mandud, marsupiais e roedores; os casos humanos ocorrem com a invasdo da
mata pelo homem, com finalidades de desmatamento ou agricultura. As espé-

cies vetoras mais comuns sdo Lutzomyia umbratilis, L. whitmani e L. anduzei.

C) Leishmania (Leishmania) amazonensis

Ocorre na Colémbia, no Panamé e no Brasil, onde é observada na Ba-
cia Amazdnica e nos estados do Maranhdo, Bahia, Minas Gerais, Goiés e
Rio de Janeiro. Seu ciclo epidemiolégico ¢é silvestre, envolvendo roedores
silvestres e marsupiais como hospedeiros. A inFecgéo no homem ¢é pouco

frequente. Seu vetor é Lutzomyia Haviscutellata.

D) Leishmania mexicana

Ocorre no México, na Guatemala e em Belize, como zoonose florestal.
Seu ciclo epidemiolégico ¢ silvestre, sendo os roedores os principais reser-
vatérios. A “Glcera dos chicleros”, como ¢ conhecida, ¢ uma doenca ocupa-
cional, visto que a populagio mais atingida é a dos trabalhadores extratores
de chicle. As espécies vetoras mais comuns sdo Lutzomyia Haviscutellata e

Lutzomyia panamensis.
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Principais formas cutaneas no Velho Mundo

A) Leishmania major

Ocorre na AFrica ena Asia. Conhecida como leishmaniose cutinea (imida,
esse tipo de Leishmania raramente afeta o homem. Seu ciclo é zoonético,
envolvendo roedores silvestres como reservatérios. A principal espécie vetora

¢ Phlebotomus papatasi.

B) Leishmania tropica
Ocorre na Europa, na Alfrica e na Asia. Possui caracteristicas antropondticas,
ou seja, ¢ transmitida de homem a homem pelo inseto vetor. A principal

espécie vetora é Phlebotomus sergenti.

* Leishmaniose visceral

A re|agéo parasito—hospedeiro pode levar a amplo espectro clinico, que
vai desde inFecgées assintométicas (leishmaniose visceral subclinica) — com
auséncia de sintomatologia, mas presenca de anticorpos para o parasito — até
formas mais graves, que culminam com o ébito. Nos quadros mais graves, a
progressio da doenga ¢ geralmente insidiosa, com periodos de incubagéo que

|evam meses ou anos.

Forma visceral no Novo Mundo

A) Leishmania infantum chagasi

Ocorre nas Américas. Possui um ciclo doméstico — no qual, além do
homem, o cdo ¢é o principal reservatério envolvido — e um ciclo silvestre —
envolvendo canideos silvestres e marsupiais. As espécies vetoras mais comuns

sdo Lutzomyia longipalpis, L. evansie L. cruzi.

Formas viscerais no Velho Mundo

A) Leishmania donovani
Ocorre na Alrica Oriental, na India e na China. A L. donovani caracte-

fiza-se por ser uma antroponose. Em cerca de 10% dos casos, os pacien-
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tes desenvolvem uma sindrome denominada leishmaniose dérmica pds-calazar
(PKDL, do inglés post - kala.azar.dermal leishmaniasis). A principal espécie

vetora é Phlebotomus argentipes.

B) Leishmania infantum

Ocorre na AFrica Ocidental e Central, no Oriente Médio, na China e
no Mediterraneo. A L. infantum acomete principalmente o cio e criangas
abaixo de 5 anos, e, em contraste com L. donovani, o nivel de inFecgéo em
flebotomineos ¢ geralmente baixo. A transmissdo acontece essencialmente
no ambiente rural, e os cdes sdo considerados os principais reservatérios. As

principais espécies vetoras sao Phlebotomus argentipes e P perniciosus.

Sintomatologia
As leishmanioses consistem em quatro principais sindromes  clinicas:
leishmaniose cutdnea, leishmaniose mucocutinea, leishmaniose visceral e

leishmaniose dérmica pds-calazar.

Leishmaniose cutanea: no local da picada surge uma ferida na qual pode
desenvolver-se um processo necrético ou uma Glcera, que costumam curar-
se espontaneamente. As principais espécies responséveis pela leishmaniose
cutdnea no Velho Mundo sdo L. major e L. tropica; as principais espé-
cies responsaveis pela leishmaniose cutdnea no Novo Mundo sdo Leishmania
(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. mexicanae L. (L.) amazonensis.
L. (L.) amazonensis é um parasito que normalmente causa leishmaniose cuta-
nea, porém, em alguns individuos surgem lesGes mL’J|tip|as difusas, com grande
quantidade de parasitos. Esse tipo de leishmaniose, a leishmaniose cutanea

difusa, ¢ conhecido como forma anérgica da doenca.

Leishmaniose mucocutanea: os pacientes apresentam u|cerag6es destruti-
vas e desfigurantes nas mucosas oral e nasal; em geral, ndo ocorre cura espon-
tanea. As leses sdo causadas por metéstases que migram por via hematogé-

nica. Essas lesGes podem aparecer meses ou anos apds o primeiro episédio
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da leishmaniose cutanea ocasionada por L. (V) braziliensis.

Leishmaniose visceral: ¢ a sindrome clinica mais grave das leishmanioses
e, quando nao tratada, pode levar & morte. Os pacientes podem apresentar
febre, cansaco e perda de peso, além de aumento de linfonodos, do figado

e do bago. As espécies responséveis sao L. (L.) infantum, L. (L.) donovani
e L. (L.) chagasi.

Leishmaniose dérmica pés-calazar: ¢ uma sequela que costuma aparecer
em média dois anos depois da cura completa, apds o tratamento, da leishma-
niose visceral. Caracteriza-se por lesées nodulares, com grande quantidade de

amastigotas. A espécie responsével é L. (L.) donovani.

c) Diagnéstico

* Leishmaniose tegumentar

Métodos diretos (evidenciagéo do parasito)

Bidpsia de lesdes cutaneas: com a amostra retirada da lesdo, realiza-se o
imprint em lamina, o qual ¢ fixado posteriormente com metanol e corado pelo
Giemsa, Leishman ou Panético.'” Também ¢é possivel fazer a histopatologia do

material. A utilizacdo dessa técnica permite observar as formas amastigotas.

Puncdo da borda inflamada: o material ¢ processado da mesma forma que
no imprint. A uti|izagéo dessa técnica permite observar as formas amastigotas.

E uma técnica pouco utilizada na rotina diagnéstica.

Meio de cultura (cultivo em meios acelulares)
Semear em meio apropriado — NNN, LIT, BHI ou Schneider — material
obtido de puncdo ou bibdpsia. Manter na temperatura de 24 a 27°C e

7 No método pandtico utilizam-se corantes capazes de evidenciar todas as estruturas histolégicas
existentes no material examinado.
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observar semanalmente, por quatro semanas, em microscépio Sptico. A utili-
7acao dessa técnica permite observar as formas promastigotas. E uma técnica

pouco utilizada na rotina diagnéstica.

Inoculagdo em animal de laboratério

|nocu|a<5‘éo do material obtido de pungao ou bidpsia por via subcutinea
ou intradérmica em hamster. A inoculacdo de animais, embora ndo tenha apli-
cacdo prética para fins de diagnéstico imediato, pode ser (til para o isolamen-
to do parasito visando & sua caracterizacdo e aos estudos epidemiolégicos. A
uti|izagéo dessa técnica permite observar as formas amastigotas. E uma técnica

pouco utilizada na rotina diagndstica.

Métodos indiretos

Imunolégicos

Teste intradérmico: é uma reacdo de hipersensibilidade celular retardada
utilizada no diagnéstico da leishmaniose tegumentar, porém indica somente a
reatividade aos antigenos utilizados; tem sido também empregado no controle
da cura.

Pesquisa de anticorpos séricos: as técnicas mais utilizadas sdo a reagdo de

imunofluorescéncia indireta (Rifi) e o teste imunoenzimético ELISA.

Moleculares
Reagéo em cadeia da polimerase: utilizada para detecgéo do kDNA
(DNA do cinetoplasto) do parasito, por meio de amostras de sangue e/ou

tecidos de pacientes infectados.
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* | eishmaniose visceral

Métodos diretos (evidenciacao do parasito)

Aspirado (pungéo) de material do bago, medula éssea ou linfonodo:
com qualquer dessas amostras ¢ realizado o esfregago em lamina, posterior-
mente fixado com metanol e corado pe|o Giemsa, Leishman ou Panético. A

uti|izagéo desse método permite observar as formas amastigotas.

Bidpsia de figado ou bago: imprint e/ou histopatologia para observagéo
das formas amastigotas. A biépsia de baco ou de figado ¢ um procedimento
de elevado risco que sé deve ser realizado em condigées especiais e por

médicos.

OBS.: Embora de maior simplicidade e menor risco para o paciente,
o material de medula bssea, coletado através de pungao do esterno,
da tibia ou da crista iliaca, também deve ser coletado por médicos, em

ambiente com condicées adequadas.

Esfregagos do material biolégico coletado: devem ser feitos em papel de

nitrocelulose, visando ao diagnéstico por PCR.

Meio de cultura (cultivo em meios acelulares)

Semear em meio apropriado — NNN, LIT, BHI, Schneider — material
obtido de puncdo ou bidpsia. Manter entre as temperaturas de 24 a 27°C
e observar semanalmente, por quatro semanas, em microscépio dptico. A

uti|izag§o dessa técnica permite observar as formas promastigotas.

Inoculagdo em animal de laboratério
|nocu|agéo do material obtido de puncao ou bidpsia por via intraperi-
toneal em hamster. A utilizacdo dessa técnica permite observar as formas

amastigotas. Essa metodologia, embora ndo tenha aplicacdo prética para fins
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de diagnéstico imediato, pode ser Gtil para o isolamento do parasito, visando

3 caracterizacdo da Leishmania spp.

Métodos indiretos

Imunolégicos

Pesquisa de anticorpos séricos: sdo utilizados os métodos Rifi (os titulos
sorolégicos costumam ser mais altos na leishmaniose visceral) e ELISA.

Antigenos recombinantes: tém sido usados nos testes imunoenziméticos e
em testes répidos de dljp stick, para diagnéstico de campo. Entre eles, temos
o K39, um teste altamente especifico na deteccdo de individuos na fase

aguda da infeccdo.

Moleculares
PCR: detecgéo do kDNA (DNA do cinetoplasto) do parasito, utilizan-

do amostras de sangue e/ou tecidos de pacientes infectados.

d) Epidemiologia

A leishmaniose acomete mais de 12 milhes de pessoas em 88 paises;
calcula-se que cerca de 350 milhdes de individuos encontrem-se em situagdo
de risco. A reemergéncia das leishmanioses é provavelmente consequéncia
de novas caracteristicas epidemiolégicas, ocasionadas por fluxos migratérios,
a|terag6es antrépicas no ambiente, participagdo de novas espécies vetoras,
bem como de reservatérios secundérios, e ocupagdes desordenadas na peri-
feria das grandes cidades. Em adicdo a esses fatores, a ocorréncia de doencas
imunossupressoras, tais como a Aids, e de outras situagoes que levam & imu-
nossupressdo — transplantes, drogas e desnutrigéo, muito comuns em paises
do Terceiro Mundo e em desenvolvimento — tém levado ao aparecimento de
formas clinicas atipicas nos individuos com leishmaniose, pois ¢ conhecido o
comportamento oportunista desse protozoério.

A epidemiologia da leishmaniose visceral americana vem se alterando ao
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longo dos tempos. Inicialmente, a doenga mantinha um perfil rural, mas de
transmissdo peridomiciliar, sendo as criancas as mais acometidas. Nos Gltimos
vinte anos, verificou-se grande emigracao de pessoas de 4reas rurais para éreas
urbanas. Essas pessoas frequentemente se instalam na periferia das grandes
cidades, lugares de crescimento répido e desordenado, e trazem consigo ani-
mais domésticos, o que contribui para o processo de urbanizagéo da doenga.
Ao serem criados no peridomicilio, esses animais propiciam a domicia|izagéo
de L. /ong/'pa/p/'s; consequentemente, a densidade desse vetor pode a|cangar
niveis bastante elevados nas habitacdes humanas e em criadouros de animais.
Aos poucos, a doenga passou a adquirir caracteristica periurbana e, hoje, se
encontra em plena urbanizacdo, estando presente em bairros urbanizados de
grandes cidades.

Atualmente a epidemio|ogia da leishmaniose tegumentar americana (LTA)

pode apresentar dois padrées epidemiolégicos distintos:

* surtos epidémicos, quando ocorrem desmatamentos e exp|oragéo da
mata por acdo antropica;'® nesse caso, a LTA ¢ fundamentalmente uma
zoonose de animais silvestres que pode acometer o homem quanclo ele

entra em contato com os focos zoondticos.

* surtos relacionados ao fluxo migratério e s ocupacgoes desordenadas na
periferia dos grandes centros urbanos, nos quais animais domésticos — por
exemplo, cdes e equinos — e também sinantrépicos — por exemplo, roedo-

res — podem ter papel importante como hospedeiros do parasito.

Segundo o Ministério da Satide, a leishmaniose visceral é endémica no
pais, ocorrendo surtos com a|guma Frequéncia‘ A protozoose estd presente
em 19 estados brasileiros, sendo que, em 2005, dos 3.203 casos noti-
ficados, a maior incidéncia foi observada no Nordeste (55,5% do total
de casos), seguido pela regido Sudeste (21,5%), regido Norte (16%)

e, finalmente, regido Centro-Oeste (7%). Tém sido registrados em média

'8 Por acdo do homem.
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cerca de 3.500 casos por ano, com uma taxa de letalidade que, em algumas

regides, atinge 10%.

e) Profilaxia e controle

Muitas vezes, a profilaxia e o controle das leishmanioses sdo de dificil exe-
cugao. E preciso proceder & ampla anélise local da epidemiologia da doenga
a fim de avaliar a uti|izagéo de medidas profiléticas e de controle, quando
vidveis. As estratégias de controle utilizadas no Brasil devem estar integradas
e focadas no diagnéstico e tratamento dos casos humanos, em inquéritos
soroldgicos, na e|imina<5'éo de caes soropositivos, no manejo ambiental e no

controle quimico para a redugéo da espécie vetora.

Combate ao flebotomineo: algumas medidas que podem ser adotadas sdo
uso de inseticidas no ambiente (fumacé) em 4reas endémicas urbanas; uso de
repe|entes ao entrar na mata; uso de telas de malha Fina, impedindo a entrada
do vetor no domicilio. Em relagdo ao manejo ambiental, evitar desmatamentos

e construcdes préximas de 4reas de florestas.

Controle de reservatérios: segundo a Organizagéo Mundial da Satde
(2010), caes comprovadamente parasitados por Leishmania chagasi devem
ser submetidos & eutanasia. Atualmente outras medidas de controle também
tém sido utilizadas, tais como borrifagéo de inseticidas nos cachorros, uso de
coleiras com deltametrina e vacinacio dos caes, porém algumas dessas estra-

tégias exigem ainda maiores estudos.
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2. Protozodrios do filo Sarcomastigophora, subfilo Mastighopora,
ordem Diplomonadida

A) Giardia lamblia

a) Morfologia e biologia

A Giardlia lamblia, também conhecida como Giardia duodenalis e Giardia
intestinalis, pertence ao filo Sarcomastigophora e ao subfilo Mastigophora.
S3o parasitos do intestino delgado de uma série de mamiferos, incluindo o
homem, no qual pode causar diarreia aguda e cronica. Anteriormente acredi-
tava-se que homens e outros animais eram infectados por espécies diferentes,
mas atualmente hd uma tendéncia a se crer tratar-se de uma mesma especie
que pode parasitar homens, cies, gatos e mais uma série de outros mamiferos.
Existem variacdes genéticas dentro do género e da espécie G. famblia. Dife-
rencas dos isolados™ influenciam diretamente a especificidade ao hospedei-
ro, crescimento, desenvolvimento, viruléncia, antigenicidade e sensibilidade
a drogas. Vérios estudos sugerem o risco de transmissdo zoondtica, ou seja,

entre homens e animais.

Morfologia

Os trofozoitas sao piriformes,? apresentam simetria bilateral e dois niicleos
anteriores. Sua porgdo dorsal é convexa, e a ventral, concava com um grande
disco suctorial®’ em sua metade anterior que facilita a adesdo do protozoério
as células do epitélio intestinal. Como estrutura de |ocomogéo, apresentam
quatro pares de flagelos (dois anteriores, dois laterais, dois ventrais e dois
posteriores), que se originam de blefaroplastos.?? H4 dois axonemas paralelos
que vao de sua extremidade anterior até a extremidade posterior em dois

blefaroplastos. Abaixo do disco suctorial estdo uma ou duas estruturas curvas,

9 Grupo de protozoérios obtidos de um mesmo hospedeiro.
20 Forma de pera.

21 Também chamado de disco ventral ou disco adesivo.

22 Corplsculo basal do flagelo.
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em forma de virgulas, intensamente coradas, chamadas de corpos parabasais
ou corpos medianos. Nao hé citéstoma. Seu tamanho varia de 9 a 20 Um
— mais comumente tém de 10 a 18 Um de comprimento — por 5 a 10 Um
de largura.

Os cistos possuem formato ovalado, eliptico ou mais raramente esférico,
sdo refringentes, de parede bem fina, com tamanho variando de 8 a 14 Um
de comprimento por 6 a 10 Mm de |argura‘ Apresentam as mesmas estrutu-
ras intracitop|asméticas que os trofozoitas — corpos parabasais, n(Jc|eos, axo-

nemas —, em mesmo nimero ou, quando o cisto estd maduro, duplicadas.

Figura 17. Giardlia lamblia: A) trofozoita; B) cisto.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

Diferenciagio dos cistos
Ingestéo de cistos em trofozoitas e
em agua e alimentos multiplicagdo no

i 1 i1

Liberagéo de cistos Diferenciagdo de
nas feres do hospedeiro alguns trofozoitas

em cistos

Figura 18. Ciclo biolégico da Giardlia lamblia.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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As formas trofozoitas encontram-se aderidas, por meio de seu disco suc-
torial, as células do epitélio intestinal do hospedeiro. Nesse local, utilizam
produtos da digestdo do hospedeiro para sobreviver. A mu|tip|icag§o ocorre
por divisdo binaria longitudinal. Alguns trofozoitas sofrem encistamento: re-
colhem seus flagelos, encurtam o corpo e formam uma parede ao seu redor.

Os cistos sdo eliminados para o meio ambiente nas fezes do hospedeiro.
Essas estruturas resistem por cerca de duas semanas em condiges favoréveis,
permanecendo vidveis para infectar novos hospedeiros.

A infeccdo ocorre por meio da ingestdo de cistos, principalmente por
contaminagdo da 4gua e de alimentos. No intestino delgado (criptas do duo-

deno) ocorre o desencistamento, que dé origem a dois trofozoitas.

b) Patogenia e manifestacoes clinicas

A presenca dos trofozoitas aderidos & mucosa intestinal causa alteraces
locais que podem prejudicar a absorgéo de nutrientes, como vitaminas e gor-
duras lipossolaveis, pelo intestino. Alguns locais onde a Giardia lamblia se
fixa podem apresentar impresses circulares deixadas por seu disco suctorial,
com o que se altera a funcdo das microvilosidades da regido. Muitos casos de
parasitismo podem passar despercebidos. As manifestagées mais frequentes
sdo quadros de diarreia, perda de peso e presenca de muco e gordura nas
fezes (esteatorreia). Quadros de intolerdncia & lactose j& foram observados
em associacdo com o parasitismo. A hipersensibilidade local, mediada por
|gE, leva ao aumento do perista|tismo e, fora do intestino, pode ocasionar
manifestagdes cutdneas, como lesdes semelhantes & urticéria, que jé foram

observados em individuos parasitados por Giardlia lamblia.

c) Diagnéstico laboratorial
O diagnéstico ¢ feito principalmente por meio de exames coproparasito-

l6gicos para pesquisa de cistos e trofozoitas. Em fezes diarreicas, ¢ possivel a
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observagéo de trofozoitas por meio do exame direto (a fresco) ou mediante
esfregacos fecais. Para uma melhor observacdo do trofozoita, deve ser utiliza-
do material fresco (até uma hora apés a coleta das fezes) ou conservado pelo
fixador de Schaudinn (1903). A simples visualizagdo a fresco ou a coloragdo
pelo lugol j4 sdo suficientes para diagnosticar a presenca do trofozoita. Em fe-
zes moldadas, onde hé grande niimero de cistos, os métodos de concentracao
sdo os mais indicados, por sua maior sensibilidade. Dentre os mais indicados,
encontram-se os métodos de Faust e cols. (1938) e Ritchie (1948).

Como a |il:>eragéo de cistos nas fezes pode ser irregular, recomenda-se a co-
leta de mais de uma amostra, em dias ndo consecutivos, mantendo-se o material
em solucdes conservadoras, tais como o MIF (mercurocromo ou mertiolate +
iodo + formol).

Apesar de ndo fazer parte da rotina diagnéstica, em razdo das dificulda-
des técnicas para a sua rea|izagéo, a pesquisa microscépica do liquido jejunal
ou de bile, obtidos por endoscopia, apresenta grande sensibilidade nessa
parasitose.

A pesquisa de coproantigenos pode ser realizada principalmente pelo
método ELISA; jé a pesquisa de cistos pode ser feita por imunofluorescéncia
direta. Geralmente, essas técnicas utilizam anticorpos monoclonais contra os
antigenos dos cistos e dos trofozoitas de Giardlia lamblia.

A sorologia tem sido empregada apenas em estudos epidemiolégicos de-
vido & alta prevaléncia de giardiase no mundo. Os titulos anti- Giardia IsM
s3o apenas elevados naqueles individuos com infecgéo corrente. Aproximada-
mente um terco dos pacientes desenvolvem anticorpos espechicos de resposta
anti- Giardia IgA. Resultados negativos nao afastam a doenga. Anticorpos
anti-IgG podem se manter elevados por longos periodos, o que prejudica o
diagnéstico, principalmente em se tratando de regiGes endémicas.

A deteccdo do DNA de Giardlia lamblia pela reagdo em cadeia da poli-
merase (PCR) ¢ altamente sensfve|, porém, ao menos atua|mente, pe|o alto

custo relativo, é pouco realizada na rotina diagnéstica.



Protozoologia | 63

d) Epidemiologia

A distribuicio geogréfica desse género ¢ mundial. Surtos de giardiase hu-
mana estdo normalmente associados & contaminacdo de reservatérios de dgua
para o abastecimento da populacdo. Hé maior prevaléncia da protozoose em
regides tropicais e subtropicais onde as condicdes sanitérias sdo precérias e hé
maior resisténcia do cisto — que pode se manter vidvel por vérios meses — as
condigées ambientais. No Brasil, a prevaléncia geral oscila, segundo os pes-
quisadores, de 4 a 309%. A maior incidéncia ocorre entre 8 meses e 12
anos de idade, caindo significativamente na fase adulta. Alguns estudos in-
dicam a possibilidade de existirem reservatérios ndo humanos dessa infeccao
— principalmente ratos e cdes —, porém esses dados devem ser analisados
mais profundamente para que fique clara a real importancia desses animais
na epidemio|ogia da giardiase humana. Pelas caracteristicas de transmissao,
comunidades fechadas como creches, escolas, enfermarias e afins se mostram
mais propensas & transmissdo entre seus membros. Além disso, como ¢ possivel
encontrar cistos de . lamblia na regiao embaixo das unhas, os manipuladores

de alimentos podem transmitir o parasito para grande nimero de pessoas.

e) Profilaxia e controle

Como outras parasitoses intestinais de transmissdo passiva oral, as medidas
mais eficientes nesse campo sdo: educagéo sanitaria da popu|agéo; busca de
casos, principalmente na populagdo pré-escolar e escolar, seguida por trata-
mento especffico; tratamento de dgua e esgoto; cuidados gerais no preparo

de reFeigées; corte de unhas; lavagem das maos apés defecar, entre outras.
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3. Protozodrios do filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastighopora, ordem Trichomonadida

A) Trichomonas vaginalis

A espécie [richomonas vaginalis pertence & ordem Trichomonadida, familia
Trichomonadidae. Acomete diversas regides do sistema urogenital de mulhe-

res e homens.
a) Morfologia e biologia
Existe apenas a forma trofozoftica, que tem de 8432 Mm de comprimen-

to por 5 a 14 (um de largura, aspecto piriforme ou ameboide, quatro flagelos

livres e um recorrente (formando uma membrana ondulante) e o axéstilo.

a ? /Q__, Flagelo

Memb | A
ot (Y

Figura 19. Trofozoita de Trichomonas vaginalis.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

O habitat principal do T. vaginalis, nas mulheres, é a cavidade vaginal, se-
guida por exo e endocérvix, Gtero, trompas de Falépio e uretra. Nos homens,
uretra, prostata, vesicula seminal e epididimo sdo os locais que podem albergar
o parasito. Sua reprodugéo ocorre por divisdo binéria longitudinal, o que pos-

sibilita um grande aumento da populacdo em seu habitat. A transmissdo ocorre
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principa|mente durante o ato sexual sem o uso de preservativos. Em gestantes
infectadas por esse parasito, pode ocorrer infecgéo dos bebés durante a pas-
sagem pelo canal de parto. Raramente, também pode ocorrer transmissao por
meio de roupas intimas e de material de exame ginecoldgico, ou pelo contato

da genitélia com meio contaminado, tal como banheiras e piscinas.

N

A forma trofozoitica de
T. vaginalis, na A transmissdo ocorre
cavidade vaginal principalmente durante
feminina ou na uretra o ato sexual
masculina, reproduz-se {transmissdo direta
por divisio bindria entra humanos).
longitudinal.

A

Figura 20. Ciclo biolégico do Trichomonas vaginallis.

b) Patogenia e manifestagées clinicas

As principais lesdes determinadas pelo Trichomonas vaginalis sdo explica-
das principalmente pela irritacdo da mucosa local causada pelos parasitos, que
gera uma resposta inflamatéria e lesdes celulares.

Em mulheres, a tricomoniase manifesta-se sob a forma de vaginite com
intenso corrimento fluido e aspecto bolhoso, com odor desagradavel, mais fre-
quente no periodo pés-menstrual, e cuja coloracdo, de acordo com a presenca
de elementos da microbiota normal feminina, pode variar de tons amarelados
a esverdeados. O quadro pode estar acompanhado de prurido ou irritacdo
vulvovaginal de intensidade varidvel e dores na regido do baixo ventre. A

mu|her apresenta dOf (4 desconforto nas re|ag6€s sexuais e ao urinar, quando
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ocorre uretrite. E comum também o aumento na Frequéncia com que urina.
A tricomoniase no homem ¢é geralmente assintomética, ou apresenta-se como
uma uretrite com leve prurido. Aproximadamente 25% a 30% das mulheres
infectadas podem estar também infectadas nas glandulas de Skin e de Bar-
tholin, podendo ou nao existir sintomatologia. Pela dificuldade dos farmacos
utilizados no tratamento chegarem a essas glandulas, pode ocorrer permanéncia
do protozoério em tais locais, gerando insucesso terapéutico, e isso pode levar
3 ideia equivocada de resisténcia as drogas utilizadas. Por conta das alteracoes
locais desencadeadas pelo protozoario, a tricomoniase urogenital tem sido
apontada como um fator de risco para a aquisicdo do virus da imunodeficiéncia

humana (HIV, do inglés Human Immunodeficiency Virus).

c) Diagnéstico laboratorial

Em mulheres, sdo utilizados com mais frequéncia: exame microscépico da
secreco vaginal ou cervical, diluida em solugdo fisiolégica; analise do centri-
fugado do lavado vaginal; e pesquisa de trofozoitas no sedimento do centri-
fugado urinério. O cultivo desses materiais em meio nutritivo pode aumentar a
quantidade de trofozoitas, melhorando a sensibilidade no diagnéstico.

Em individuos do sexo masculino com suspeita de tricomoniase, examina-se
a secrecao uretral ou a descarga decorrente de massagem prostatica, utilizan-
do-se as mesmas técnicas citadas para o diagndstico em mulheres.

Para ambos os sexos, podem ser realizados mais raramente a reacdo de

imunofluorescéncia direta e o teste ELISA.

d) Epidemiologia

A tricomoniase urogenital ¢ a doenga sexualmente transmissivel (DST) nao
viral mais comum no mundo. Em razdo de sua forma de transmissdo, a faixa
etéria sexualmente ativa da populagdo ¢ a mais acometida. Sua distribuicdo
¢ cosmopolita®® ou seja, é encontrada em diversas regides do mundo —, e a

chance de inFecgéo ¢ diretamente proporcional ao niimero de parceiros sexu-

23 Com aampla distribuicso mundial; comum a vérios paises.
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ais. Em razdo dos preconceitos que cercam as DSTs e da nao notificagéo obri-
gatéria de tal infeccdo, ndo existem dados fidedignos sobre a prevaléncia e a

incidéncia da tricomoniase, tanto em nivel mundial quanto em nivel nacional.

e) Profilaxia e controle

A educacio sanitéria da populacdo quanto aos aspectos relativos & trans-
missdo/prevencdo de DSTs ¢ a forma mais eficiente de controle dessa proto-
Zoose. E recomendével o uso de preservativos durante todo o ato sexua|,~ o
uso individual de roupas intimas; a esteri|izagéo dos aparelhos ginecolégicos;
a higiene adequada de assentos sanitarios e cuidados ao se utilizarem sani-
térios publicos; e o diagndstico e tratamento dos individuos parasitados e
do(s) seu(s) parceiro(s) sexual(ais). Para o caso da transmissdo por canal de
parto, a pesquisa cuidadosa de I vaginalis deve ser incluida entre os exames

pré-natais de rotina.

4. Protozodrios do filo Sarcomastigophora, subfilo Sarcodina,
ordem Amoebida

4.1 Principais amebas parasitos do intestino humano e amebas
de vida livre oportunistas

As amebas mais comumente encontradas no intestino humano pertencem
ao subfilo Sarcodina, classe Lobosea, ordem Amoebida, familia Entamoebi-
dae. Quatro espécies do género £ntamoeba podem habitar o intestino grosso
de humanos, sendo a Entamoeba histolytica a (inica espécie comprovadamen-
te patogénica; as demais — Entamoeba dispar, Entamoeba hartmanni e Enta-
moeba coli — sdo consideradas comensais. A espécie Entamoeba gengivalis
pode ser encontrada na cavidade oral, mas ndo causa danos locais. Outras
espécies de amebas comensais pertencentes a diferentes géneros também sao
encontradas no intestino humano: Endolimax nana e lodamoeba biitschlii,

além de Dientamoeba Fragilis, um flagelado com fase ameboide. Algumas
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amebas de vida livre, como Naeg/eria fowleri, Achanthamoeba castellanii e
Achanthamoeba astronyxis, podem causar, em determinadas situagoes, infec-

¢Oes severas, com quadros como os de meningoencefalite?* em humanos.

4.2 Morfologia e biologia dos géneros Entamoeba, Endolimax e lo-

damoeba

A) Entamoeba histolytica
Hospedeiros: homem (hospedeiro principal), outros primatas, cies e gatos.

Habitat: intestino grosso, essencialmente ceco, reto, sigmoide e inicio do
célon ascendente, por serem locais de menor velocidade do transito intestinal.
Eventualmente, principalmente na dependéncia do isolado do parasito, pode
ocorrer a forma extraintestinal da inFecgéo, acometendo principalmente o figa-

do, o pulmdo, o cérebro e a pele.

a) Morfologia

Trofozoita: ¢ a forma vegetativa do protozoério, encontrada no hospe-
deiro. Possui formato irregular (ameboide) por causa da emissdo de pseudd-
podes. Sua membrana citoplasmética é delicada. Seu niicleo possui granulos
de cromatina periférica delicados e regularmente distribuidos na face interna
da membrana nuclear. O cariossomo® ¢ puntiforme e central. Quando na luz
intestinal, os trofozoitas possuem dimensdes entre 12 e 40 Um; entretanto,
nos quadros de amebiase invasiva, quando os trofozoitas estio em intensa
atividade fagocitica, podem chegar a 60 Um de didmetro, apresentando o ci-
top|asma rep|eto de vaciolos digestivos contendo hemécias e restos celulares,

e lesionar a parede intestinal, atingindo outros 4rgaos.

24 |nflamacdo do cérebro e das meninges que o envolvem.
25 Corplsculo central ou excéntrico presente no nicleo de alguns protozoérios, visualizado apés a
co|oragéo por hematoxilina férrica; o mesmo que endossomo.
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Cistos: s3o as formas de resisténcia do parasito fora do organismo do hos-
pedeiro. Sdo eliminados com as fezes no ambiente. Possuem forma arredon-
dada, medem de 10 a 15 Um e podem apresentar de um a quatro nicleos,
dependendo do estagio de maturacdo. Cistos imaturos podem apresentar
um, dois ou trés nicleos e corpos cromatoides em forma de bastdo; pode-se
observar também, nas co|oragées permanentes, como a hematoxilina férrica,
um “vactolo de glicogénio”.?¢ As duas dltimas estruturas ndo sdo visualizadas

nos cistos tetranucleados e maduros.

-'f;z L}.
Y

Figura 21. Entamoeba histolytica: A) trofozoita grande;
B) trofozoita pequeno; C) cisto jovem ou imaturo; D) cisto maduro.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

26 Regido ocupada pelo glicogénio, que é removido pelo processo de co|oragéo.
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Figura 22. Ciclo biolégico da Entamoeba histolytica.

b) Amebiase

Entende-se por amebiase a inFecgéo causada pela espécie E. histolytica. Tal
evento pode desencadear alteracoes como diarreia com presenca de sangue
(disenteria amebiana) em decorréncia de lesdes ulceradas causadas pelos tro-
fozoitas da ameba. Em a|guns casos, trofozoitas podem atingir outros érgaos,
por meio da circulacio sanguinea, gerando lesdes necréticas principalmente
no Figado, pu|méo e cérebro. A amebiase extraintestinal pode ser fatal e,
por causa de sua prevaléncia, é considerada a terceira infecgéo parasitaria por
protozoario que mais causa ébitos no mundo, colocando-se depois apenas da
doenca de Chagas e da maléria.

A maior parte dos casos de infeccdo por E. histolytica registrados como
amebiase sdo assintométicos. Entretanto, sabe-se hoje que muitos casos de pa-
rasitismo por Entamoeba dispar (amebideo morfologicamente idéntico & £. his-
tolytica) foram erradamente considerados inFecgées por E. histolytica. Alguns
pesquisadores consideram que a patogénese da amebiase depende de fatores
inerentes ao parasito — cepas mais ou menos virulentas, produgéo de proteinas
responsaveis pela adesdo celular, formagdo de poros e lise das células-alvo —
e de fatores inerentes ao hospedeiro — resposta imunolégica, dieta alimentar e

sua microbiota intestinal.
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c) Diagnéstico laboratorial

* Forma intestinal

A forma aguda da amebiase exibe quadros clinicos comuns a outras
doengas que produzem disenteria ou diarreia. O diagnéstico deve basear-se
em exames parasitolégicos ou, quando isso ndo é possivel, em provas indiretas
e outros recursos laboratoriais. Como a liberacdo dos parasitos ocorre de modo
intermitente, devem-se realizar vérios exames (de 3 a 5), em dias diferentes,

para que se possa obter um resu|tado mais seguro.

Fezes diarreicas: os trofozoitas sdo as formas mais encontradas em fezes
diarreicas, sendo a primeira 0opgao o exame direto, que deve ser feito com
fezes coletadas e enviadas ao laboratério em menos de uma hora, a fim de
se evitar a degradagéo dos trofozoitas. Caso esse exame resulte positivo
para a presenca de trofozoitas de amebideos, o material é em seguida
corado por hematoxilina férrica (HF) ou tricromo (corante alternativo),
para exame pormenorizado da morfologia e dimensdes dos trofozoitas,
que vai permitir a diFerenciagéo entre as diferentes espécies que podem ser

encontradas no homem.

Fezes moldadas: os cistos resistentes a técnicas de concentracdo fecal
como as descritas por Faust e cols. (1938) e Ritchie (1948) sdo as
formas predominantes. Podemos ainda utilizar outros materiais para a pes-
quisa em casos particulares, tais como material aspirado de lesées ulceradas

coletado por endoscopia (retossigmoidoscopia), com posterior co|orag§o

por HF.

Muitos pesquisadores tém utilizado o teste de imunoabsorgéo enzimatica
ELISA, com anticorpos policlonais anti- Entamoeba, a fim de detectar antige-
nos parasitarios nas fezes de pacientes; no entanto, esse teste ndo é capaz de

distinguir £. histolytica de E. dlispar, sendo sua utilidade limitada.
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* Formas extraintestinais

Alguns exames, tais como cintilografia, ressonancia magnética e radiografia
podem apresentar resultados que levantem a suspeita de amebiase extraintesti-
nal. No entanto, para a sua conFirmagéo, s30 necessdrias técnicas que eviden-
ciem diretamente a presenca de trofozoftas: coleta de material em aspirados
e/ou bidpsias e co|oragéo pela hematoxilina férrica. Essas técnicas apresentam
alguns inconvenientes, por serem muito invasivas e por apresentarem baixa
sensibilidade. Dessa forma, métodos de diagnéstico imunolégico — imunoflu-
orescéncia indireta (IFl), ELISA, hemaglutinacdo indireta, reacio de fixacdo
do complemento, ag|utinagéo do latex, contraimunoeletroforese, imunodifusao
dupla em gel de 4gar — tém ganhado mais espaco no mercado.

Hemaglutinagdo, reacdo de fixacdo do complemento e contraimunoeletro-
forese sdo métodos muito sensiveis, mas como os anticorpos envolvidos nesses
processos persistem durante muitos anos apds a infecgéo, pouco informam
sobre a situacao atual do paciente. Contudo, apesar de estarem em desuso,

podem ser utilizados em inquéritos epidemioldgicos.

OBS.: Somente E. histolytica é responsével pelos quadros amebianos
invasivos, levando & produgéo de anticorpos especificos; nas inFecgées
por E. dlispar, tais anticorpos ndo sio encontrados no soro. E. dispar é
indistinguivel morfologicamente de E. histolytica; sua diFerenciagéo é
feita exclusivamente por técnicas moleculares ou imunolégicas.

d) Diagnéstico diferencial morfolégico
E importante fazer a diferenciagéo das espécies de amebas no diagndstico

coproparasitolégico.

* Entamoeba hartmanni

Os trofozoitas de Entamoeba hartmanni sao pequenos e delicados (com
6 a 12 Um). Apresentam apenas um nicleo pequeno, com cariossoma em
geral puntiforme e excéntrico. Em cerca de dois tercos dos casos, a cromatina

periférica ¢ semelhante & da E. histolytica; em um terco dos casos, porém,
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pode-se apresentar formando barras ou desenhos em forma de crescente, de
tamanho varidvel, mas sempre colados & face interna da membrana nuclear. Os
cistos sdo tetranucleados, com dimensdes menores que os da E. histolytica
(geralmente tém de 5 a 8 Um).

rﬁ a
agﬂ.— a '23
Figura 23. A B . C _, . _lozoitas; C) cisto.

||ustragao JCA Carrelra (4 AVM S||va (Laboratorlo cle Toxop|asmose/|OC FIOCI‘UZ)

* Entamoeba coli

O:s trofozoitas de E. coli variam geralmente de 18 a 28 Um de dismetro,
apresentam nucleo visivel mesmo a fresco, com o cariossoma posicionado fora
do eixo central do niicleo (excéntrico), e um anel de granulos periféricos mais
grosseiro e irregular. O endoplasma ¢ bastante granuloso, com muitos vactiolos
contendo grande nimero de bactérias Fagocitadas, leveduras e, muito raramen-
te, hemécias. No cisto, o citop|asma nao apresenta vactolo e, conforme o seu
grau de desenvolvimento, pode apresentar de um a oito nicleos. A dimensdo
do cisto varia de 15 a 25 um. Os cistos também podem apresentar corpos
cromatoides lembrando agulhas ou espiculas. Vactolos de glicogénio e corpos

cromatoides sdo raros em cistos maduros.

Figura 24. Entamoeba coli: A) trofozoita; B) cisto.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).



74 | Conceitos e Métodos para a Formagéo de Profissionais em Laboratérios de Satide

* Endolimax nana

Seus trofozoitas sdo os menores encontrados nos humanos — seu tamanho
varia de 6 a 12 Um. Apresentam nlcleo pequeno, vesicular, com membrana
nuclear delicada e sem revestimento interno de granulos de cromatina; seu ca-
riossomo ¢ relativamente grande, compacto e irregular, e algumas vezes ligado
3 carioteca?’ por filamentos delgados. Endolimax nana emite lentamente seus
pseuddépodos grossos e hialinos. O niicleo nao ¢ visivel nos exemplares vivos.
Os cistos sdo elipticos ou ovoides, com quatro nicleos pequenos, pobres
de cromatina, mas lembram o aspecto descrito nas formas troFozofticas, com
cariossoma grande e irregular. Algumas vezes, os corpos cromatoides, que tém
tamanho reduzido e formato varidvel — arredondado, ovoide ou em forma de
bastonete curto —, podem ser observados. Pode também haver um “vaciolo”

de glicogénio.

Figura 25. Endolimax nana: A) e B) trofozoitas; C) cisto.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

* Jodamoeba biitschlii

Os trofozoitas variam geralmente de 6 a 16 Um, e seu nicleo possui
uma membrana espessa sem cromatina periférica. O cariossoma ¢ volumoso,
central e estd separado da membrana por uma fileira de granulos acrométicos.
Quando corado pela hematoxilina, pode-se observar que o cariossomo é
constituido de vérios granulos escuros interligados por material um pouco

menos denso. O citoplasma é muito vacuolizado, e dentro dos vactolos

27 Membrana que envolve o niicleo da célula.
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encontram-se muitas bactérias e partl'cu|as Fagocitadas. Seu aspecto granu|oso
e escuro lembra o citoplasma da Entamoeba coli. A forma cistica tem con-
torno irregular e um dGnico nicleo. Nas preparacdes coradas pelo lugol, os
cistos sdo muito caracteristicos, ndo sé pela forma irregular, como também por

conterem uma ou duas areas de glicogénio, de limites nitidamente marcados.

Figura 26. Jodamoeba biitschlii: A) trofozoita; B) cisto.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

e) Epidemiologia

A infecgéo por E. histolytica é cosmopolita, sendo mais frequente em regides
de clima tropical e subtropical. As taxas de prevaléncia sdo influenciadas pelo
nivel sanitério das regides, de modo que, quanto mais precério o saneamento
bésico local, tanto maiores as taxas de prevaléncia. A transmissdo ocorre pela
contaminagdo do meio ambiente com fezes de pessoas parasitadas. Os cistos
tornam-se maduros em até dois dias em condicdes ambientais adequadas. Agua
e alimentos contaminados podem servir de veiculo para os cistos. Alguns insetos,
como baratas e moscas, podem carrear os cistos em sua superficie corporal. Sua
preva|éncia e gravidade variam muito segundo as diferentes regides, sendo a
mortalidade mundial pela amebiase de 40 mil a 110 mil casos por ano. A fre-
quéncia de |oca|izagées extraintestinais também varia geograficamente, sendo que
México, india e norte da Africa apresentam as mais elevadas taxas das mesmas.
No Brasil, a regido Norte é onde ocorre a maior prevaléncia de amebiase e os

casos mais graves, tanto intestinais quanto extraintestinais.
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O:s casos agudos de disenteria amebiana sdo pouco relevantes na trans-
missdo do parasito, uma vez que os trofozoitas ndo sobrevivem muito tempo
fora do organismo hospedeiro. Assim, os individuos assintométicos ou oli-
gossintomaticos?® s3o os principais responsaveis pela contaminagdo ambiental

com cistos.

f) Profilaxia e controle
* medidas de saneamento bésico;

* educacdo sanitéria;

higiene pessoal (lavar as maos antes de ingerir alimentos e apés utilizar

banheiro) e de alimentos;

(@)

controle de pragas (moscas e baratas);

identificagéo e tratamento das pessoas parasitadas.

5. Protozodrios do filo Apicomplexa (esporozodrios)

Formam um grupo homogéneo de parasitos obrigatérios da classe Sporo-
zoea, ou Sporozoa, com reprodugéo sexuada alternando-se com reprodugéo
assexuada.

O complexo apical dos esporozodrios é uma estrutura especial, que auxilia

o parasito a invadir as células do organismo hospedeiro.

a) Morfologia e biologia

Morfologia

O complexo apical (fig. 27) ¢é formado por anéis (a) localizados no
polo anterior do parasito, embaixo da membrana celular; esses anéis envolvem
o conoide (b) e sdo ligados entre si por fibras do conoide (c). As roptrias

(d) e os micronemas (e) (organelas alongadas), na regido anterior entre o

28 Forma muito benigna da doenca, apresenta manifestacdes clinicas atenuadas.
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complexo apical e o nicleo, excretam materiais proteicos — para a aderéncia
e a penetracio do parasito na célula hospedeira —, atravessam o conoide e
terminam em uma depressdo central no polo anterior. Sob a membrana celular
externa, estd a membrana interna (F), porosa, sustentada por certo nimero de
microtibulos do conoide (g) que contribuem para manter a forma alongada

do parasito.

Figura 27. Desenho esquematico de um protozoério do filo Apicomplexa.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/lOC—Fiocruz).

Ciclo biolégico dos esporozoarios
Os esporozoérios alternam dois ciclos reprodutivos: ciclo esquizogénico

(reprodugéo assexuada) e ciclo esporogonico (reprodugéo sexuada) (fig. 28).

Ciclo esquizogénico: a esquizogonia (1) comega com a entrada do es-
porozoita (a), forma invasiva, na célula hospedeira; no interior dessa, trans-
forma-se em esquizonte (organismo arredondado) (b); o esquizonte passa
por maltiplas divisdes nucleares, que dao origem aos merozoitas (c), formas
invasivas que podem repetir a esquizogonia ou produzir, por gametogonia,

gametécitos masculinos (d) e femininos (e) que evoluem para gametas.
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Ciclo esporogonico: a esporogonia (2) tem inicio com a fusdo dos game-
tas (f) e a Formagéo do ovo ou zigoto (g). Na ordem Eucoccidiida, o zigoto
produz um envoltério resistente, tornando-se oocisto imaturo, que, no meio
ambiente (h), evolui, e o esporoblasto no seu interior divide-se em esporocis-
tos (i) no interior dos quais formam-se esporozoitas, com capacidade invasiva
(). Os oocistos maduros (infectantes) sao ingeridos por um hospedeiro,

fechando-se o ciclo biolégico.

Figura 28. Desenho esquematico do ciclo evolutivo dos esporozoérios:

1) esquizogonia precedendo gametogonia; 2) esporogonia — formacao do
zigoto — esporocistos — esporozoitas.
llustracdo: adaptada de Rey, 2008 por JCA Carreira e AVM Silva
(Laboratério de Toxoplasmose/IOC—Fiocruz).

b) Sistematica
A classificacdo utilizada neste capitulo é a proposta pelo Comité de Siste-

mética e Evolucdo, da Sociedade de Protozoologia (Levine et al., 1980):
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Reino Protista Whittaker, 1977

Filo Apicomplexa Levine, 1970

Classe Sporozoea Leuckart, 1879

Subclasse Coccidia Leuckart, 1879

* Ordem Eucoccidiida Léger & Duboscg, 1910
Subordem Eimeriina Léger, 1911

Familias:
1) Eimeriidae
Géneros: Eimeria e Isospora — que parasitam animais do-
mésticos, inclusive /sospora belli, que infecta o homem.
2) Cryptosporidiidae
Geénero: Cryptosporidium— geralmente nao sdo patogénicos;
no entanto, em individuos imunodeprimidos (por exemplo,
com Aids) causa doenca.
3) Sarcocystidae
Geéneros: Sarcocystis e Toxoplasma — as espécies que tém
importancia médica sdo Sarcocystis hominis, Sarcocystis
suihominis e Toxoplasma gondii.

* Ordem Hemosporidiida

Género: Plasmodium

5.1 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida,

género Toxoplasma

O Toxoplasma gondiii ¢ um protozoério intracelular obrigatério, eucariota,
com capacidade para formar cistos teciduais na fase cronica da inFecgéo. O
parasito invade de preferéncia as células do sistema fagocitico mononuclear,
os leucécitos e as células parenquimatosas.

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em coelhos de

laboratério por Splendore, em julho de1908, no Brasil. Em outubro do
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mesmo ano, na lunisia, Nicolle ¢ Manceaux observaram o parasito em
um pequeno roedor africano (Ctenodactylus gundli), mas o denominaram
Leishmania gondlii. Somente em fevereiro de 1909, Nicolle ¢ Manceaux o
nomearam como o novo parasito Joxoplasma gondlii.

A partir de sua descoberta, a lista de espécies de Toxoplasma foi aumen-
tando conforme se encontravam animais naturalmente infectados. As espécies
eram descritas de acordo com os diferentes hospedeiros.

Em 1939, Sabin concluiu que todas as espécies até entdo encontradas
ndo eram nem hospedeiros especificos nem imunologicamente diferentes
e que deveriam pertencer a uma sé espécie. Sendo assim, segundo a lei
da prioridade, deveriam ser chamados de Joxoplasma gondii Nicolle &
Manceaux, 1909.

Seus hospedeiros intermediérios compreendem diversas espécies de ani-
mais de sangue quente, como aves e mamiferos, incluindo o homem. Como
hospedeiros definitivos, encontram-se apenas membros da familia Felidae, sen-
do o gato o representante de maior relevancia, em virtude de sua proximidade
com humanos e animais domésticos.

Considerada uma das zoonoses parasitérias mais comuns em todo o mun-

do, a toxoplasmose possui importancia médica humana e veterinaria.

a) Morfologia e biologia

Morfologia

Taquizoitas (do grego tachys = répido): formas encontradas tanto no inte-
rior de células nucleadas (fig. 29 e 30) quanto nos liquidos corporais (sangue,
saliva e leite, entre outros). Responséveis pela fase aguda da inFecgéo em hos-
pedeiros intermediarios, tém reprodugéo rapida, dividindo-se assexuadamente
por endodiogenia (formagéo de células-filhas dentro da célula-mae) no interior
de vaciolo parasitéforo, formando com a célula hospedeira o denominado
ngrupo tecidual”. Apresenta forma a|ongao|a, |igeiramente arqueada, medindo

de 2 a 4 Um de largura por 4 a 8 [Um de comprimento, com extremidade an-
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terior mais afilada do que a posterior. Ultraestruturalmente, os taquizoitas reve-
lam inGmeras organelas e inclusdes, sendo que um anel polar envolve conoide,
roptrias, micronemas, microporo, mitocdndrias, microtdbulos subpediculares,
reticulo endoplasmético, complexo de Golgi, ribossomas, nicleo e vactiolo de
glicogénio (fig. 31).

Figura 29. Desenho esquematico de taquizoitas livres e no
interior de macréfago, formando grupo tecidual.
||ustra§§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).
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Figura 30. Taquizoitas de Toxoplasma gondlii em exsudato peritoneal
de camundongos, corado pelo método May-Grunwald—Giemsa, 1000X.

Foto: Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz.
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Figura 31. Desenho esquematico da ultraestrutura da forma
taquizoita de Toxoplasma gondiii.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).

Bradizoitas (do grego bradys = lento): formas encontradas no interior
de cistos teciduais (Fig. 392), caracteristicas da fase crénica da infecgéo em
hospedeiros intermediérios. Dividem-se assexuadamente, de forma lenta, por
endogenia no interior de cistos. Os bradizoitas sdo as formas infectantes e sdo
capazes de suportar temperaturas de ge|adeira.

Cistos: encontrados principalmente no tecido nervoso, na musculatura
(cardiaca e esquelética) e na retina. Apresentam tamanho varidvel de até
300 um, dependendo do nimero de bradizoitas em seu interior — que
em alguns casos, pode chegar a centenas —, mas sem qualquer reagdo no
tecido hospedeiro em redor do cisto. Os cistos permanecem vivos durante
praticamente toda a vida do hospedeiro. Os cistos em carne de porco ou na
carne de carneiro sdo inativados apds 24 horas em temperaturas de -20°C e
depois de trés dias em temperaturas de -15°C. Sdo mais resistentes & pepsina

\ . . . 7, o .
e a tripsina do que os taquizoitas, e a 61 C, morrem em quatro minutos.
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Figura 32. Desenho esquematico de bradizoitas no interior de cistos de 7. gondfi.
||ustrag§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

Oocistos: formas imaturas, nao esporuladas, produzidas no epitélio intes-
tinal dos felideos (hospedeiros definitivos) e eliminadas com as fezes desses
animais. Sdo arredondadas e medem de 10 a 13 Um por 9 a 11 Um, tendo
uma parede que confere resisténcia as condigées adversas do meio ambiente.
Os oocistos esporu|am e se tornam infectantes no meio ambiente em tempera-
tura e umidade adequadas. Quando esporulados, ocorre a formacdo de dois
esporocistos, cada um deles com quatro esporozoitas (fig‘ 33). Os oocistos
maduros permanecem infectantes no meio ambiente Gmido por cerca de um

ano, em temperaturas variando de 4 a 37°C; morrem a - 21°C.

Figura 33. Desenho esquematico do oocisto maduro de 7. gondlii, com dois

esporocistos, cada um deles com quatro esporozoitas.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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OBS.: Os taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas de Toxoplasma gondlii
sao semelhantes u|traestrutura|mente, mas diferem em certas organe|as e

inclusdes.

Ciclo biolégico do Toxoplasma gondiii

O Toxoplasma gondlii apresenta um ciclo biolégico heteréxeno facultativo,
com baixa especificidade para hospedeiros, exceto no que se refere ao seu
hospedeiro definitivo.

O ciclo do protozoério é complexo, alternando uma fase sexuada (isospo-
riana ou entérica), que ocorre nas células epiteliais do intestino delgado dos
hospedeiros definitivos (felideos) (fig. 34), com outra assexuada (extraintes-
tinal) nos hospedeiros intermediérios, que também pode ocorrer nos tecidos

dos hospedeiros definitivos (fig. 35).

1-0s ﬁudan:;aflnfm:m 2-0% mmnlm o
GO uma ‘ormas (2] m continuo w
infectantes (laquizoitas, mulﬂ icagdo, ﬂgﬂm li‘fg:n mmum e
bradizoitas ou esporozoitas); la parasita se diferenciam em
essas penetram ativamente hmm m.m-u cilulas gametas masculings

e
no epitélio intestinal e se (microgametas) ou

reproduzem por endogenia rqparur esse r.:lcb
elou esquizogonia, dando assexuado muitas “?,:‘.m:':f'
origem a merozoitas. vazes, sendo que '
alguns deles se
diferenciam em
gametdcitos. ‘
4- Os mi s,
6- Apds alguns dias e sob moveis e flagelados, saem
condicses faveriveis do 5-0 pocisto & liberado da célula hospedeira para
meio ambiente, esses para a luz intestinal fecundar os macrogametas,
prlrrrvbgr b pelo rompimento da QLIE PEMMANECEm no
esporulacio, Ha formagho célula em que se it de uma outra
de dois esporocistos, encontrava, sendo célula. Ocorre, assim, a
com quatro esporozoitas eliminado, nio form do ovo ou zigoto,
em cada um deles esporulado, Junto com que sintetiza uma parede
tornam-se infectantes. a8 fezes dos felinos cmica,dand; origem ao
oocksto.

7- A infeccio de outros hos, Iros
so da por meio da i o dos
oocistos maduros, iniciando um

novo clclo evolutivo no hospedeiro
intermedidrio ou definitivo.

Figura 34. Fase sexuada (isosporiana ou entérica) nos hospedeiros definitivos.
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Figura 35. Fase assexuada (ciclo extraintestinal) nos hospedeiros intermediarios.

Os gatos domésticos (principalmente jovens ou ndo imunes ao parasito),
entre os outros felideos, tém pape| de maior destaque por sua importancia na
transmissdo da toxoplasmose humana.

Em hospedeiros nos quais ndo houve ainda o desenvolvimento da imuni-
dade especifica, o T. gondli invade qualquer célula do organismo infectado,
exceto as hemécias. Dentro do vaciolo parasitéforo, os taquizoitas sofrem
mu|tip|icagéo répida, por endogenia, formando grupos teciduais repletos de
parasitos que acabam por romper a célula e vao invadir outras células. Alguns
deles caem nos liquidos biolégicos (sangue, liquido aminiético, esperma, liqui-
do cefa|orraquio|iano, saliva, |égrimas, entre outros) antes de entrar em outra
célula. Apés o desenvolvimento da imunidade, a mu|tip|icagéo torna-se muito
lenta; com isso, os bradizoitas, também por endogenia, passam a se mu|tip|icar

dentro dos cistos.
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c) Re|ag50 parasito—hospedeiro

A viruléncia do Toxoplasma gondlii varia segundo a cepa do parasito.
As cepas estao agrupadas em trés genétipos: tipos |, Il e lll. As do tipo |
sdo altamente virulentas (mais patogénicas); as dos tipos Il e Ill sdo relati-
vamente de baixa viruléncia. As linhagens virulentas de 7 gondi produzem
infecgéo aguda, com os protozoérios invadindo principalmente macréfagos e
leucécitos, e distribuindo-se para todos os tecidos do organismo. As células
hospedeiras se assemelham a um "enve|ope" rep|eto de taquizoitas, formando
um grupo tecidual que acaba por romper-se e disseminar os parasitos, que
passam a invadir novas células. O resultado, dependendo do caso, pode ser
fatal em poucos dias.

O mecanismo que determina a viruléncia das diferentes cepas de Toxop/as-
ma gondiii e a sua patogenicidade no hospedeiro ainda ndo ¢ conhecido.

Também ainda sdo pouco conhecidos os tipos de gondlii que circulam entre
os hospedeiros brasileiros e quais os mais prevalentes. Esse conhecimento
pode ajudar na epidemiologia da toxoplasmose.

Na primeira semana de infecgéo, as linhagens nao virulentas de 7. gondlii
produzem grupos teciduais pequenos, que desaparecem depois de duas se-
manas. No entanto, no cérebro e em outros tecidos, bradizoitas envoltos por

uma membrana cistica se multiplicam, formando o cisto.

* Hospedeiro

A inFecgéo por 1. gondii varia de intensidade, de acordo com as diversas
espécies de hospedeiros — por exemplo, diferentes linhagens de camundon-
gos. A protecao do hospedeiro é decorrente principalmente da imunidade
celular. Em humanos, a infecgéo por T. gondlii tem graus diferentes de patoge-
nicidade, variando desde casos assintométicos até quadros severos, incluindo
o bbito. Os casos mais graves sdo a inFecgéo congénita e a toxoplasmose em

imunossuprimidos.
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*Meio ambiente

A frequéncia da inFecgéo por T. gondiii é influenciada pe|os seguintes fato-
res: alimentar, cultural, idade, procedéncia rural ou urbana, condigées socioe-
condmicas e caracteristicas ambientais. A ocorréncia de elevada precipitagdo

p|uvia| tem pape| importante no aumento das taxas de infecgéo

d) Toxoplasmose
A toxoplasmose ¢, classicamente, dividida em forma congénita (que ocor-
re quando a gestante adquire a primo-infecgéo durante a gestacao, passando

o parasito para o bebé) e forma adquirida (que ocorre apés o nascimento).

* Toxoplasmose congénita

As mulheres gravidas na fase crénica de infecgéo toxop|ésmica geralmente
nao a transmitem para seus filhos no Gtero, nem abortam por isso. Porém, no
caso de se infectarem durante a gestacdo, o risco de passarem a protozoose
por via transplacentéria é grande — e, principalmente no caso de a gestante ser
imunossuprimida, podendo ocorrer reativacdo de uma infeccdo crénica, quan-
do nao protegeré o feto. A inFecgéo serd mais ou menos grave dependendo
da viruléncia da cepa do parasito, da capacidade dos anticorpos maternos
de protegerem o feto e do periodo gestaciona| em que a mulher se encontra.
A medida que aumenta a idade gestacional, aumenta o risco de transmissdo
materno-fetal, porém decresce a severidade da infeccdo.

A ocorréncia da infeccdo toxopldsmica congénita no primeiro trimestre
da gravidez ¢ menos frequente, fica em torno de 10 a 15% do total de
gestantes infectadas durante a gestacdo, porém ¢ mais grave, pois costuma
levar a aborto espontaneo. No segundo trimestre, aumenta a possibilidade
de transmissdo (309), podendo ocorrer toxoplasmose aguda ou subaguda
do feto, com lesdes disseminadas, principa|mente no sistema nervoso e retina,
causando um quadro chamado de tétrade de Sabin, com retinocoroidite,

ca|cificagées cerebrais, microcefalia ou hidrocefalia e a|terag6€s neuro|égicas.



88 | Conceitos e Métodos para a Formagéo de Profissionais em Laboratérios de Satide

No terceiro e Gltimo trimestre da gestacdo, as chances de o feto adquirir a
infeccdo aumentam para 60%. Geralmente a infeccdo ¢ assintomatica ou, ao
nascer, a crianca apresenta um quadro clinico relativamente brando. No entanto,
em alguns casos as manifestacdes podem ocorrer mais tardiamente (dias ou mes-
mo anos apds o nascimento), e a crianca pode apresentar algum sinal ou sintoma
sugestivo da infecgéo congénita, como comprometimento da visdo, audigéo ou
do sistema nervoso central. Caso apresente a forma aguda grave, podem ocorrer
ictericia, exantema, hepatoesp|enomega|ia e, em a|guns Casos, |inFac|enopatia,
hepatite, pneumonite, adenite e derrames cavitérios. Nesses casos, pode haver

abortamento, morte fetal ou morte do bebé apés o nascimento.

OBS.: Na toxoplasmose congénita, em casos de infecgéo subaguda e
crénica, as lesdes viscerais regridem, permanecendo as neurolégicas e

ocu|ares.

* Toxoplasmose adquirida

O curso clinico da toxoplasmose pode variar desde formas assintométicas
e subclinicas até formas generalizadas da doenga, com o comprometimento do
sistema nervoso central, podendo também evoluir para processos infecciosos
agudos fatais, dependendo de vérios fatores, principalmente idade e estado
imunolégico do individuo.

Em individuos imunocompetentes, a toxoplasmose tem curso benigno e
autolimitado, e raramente evolui para a forma grave, sendo na maioria das vezes
assintomatica (cerca de 90% dos casos). Tais infeccoes s6 sdo detectadas
casualmente, em inquéritos sorolégicos. Por outra parte, quando sintomatica,
aparecem quadros de sintomatologia varidvel, durando de semanas a meses. As
manifestagées clinicas mais Frequentes sao |infao|enopatia, febricola, cefaleia,
mialgia, artralgia e fadiga.

Durante a fase a crénica da toxoplasmose, os cistos teciduais do Toxo-

plasma gondlii sdo bem controlados pelo sistema imune do hospedeiro, que é
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continuamente estimulado por antigenos parasitérios, o que leva a aquisigdo
de imunidade protetora contra reinfecgées — entretanto, ha evidéncias de que
ela pode ocorrer, ao menos em criangas. Nas criangas, o . gondlii geralmente
produz inFecgéo subaguda — com encefalopatia e retinocoroidite — que, nos
casos congeénitos, ¢ particu|armente grave.

Em individuos imunodeficientes, o T gondii é o mais frequente protozoério
causador de enfermidades oportunistas, devido tanto a reativacdo de infecco
latente quanto por primo-infeccdo, podendo manifestar-se de maneira grave,
com quadros de encefalite e miocardite, ou de forma disseminada, acometen-
do diversos pontos do organismo, chegando a culminar no ébito.

A presenca de cistos em individuos imunossuprimidos por qualquer razio
— por exemplo, pessoas com infecgées virais decorrentes do HIV, pessoas
que receberam transp|antes ou com a|gum tipo de cancer e em tratamento qui-
mioterdpico, entre outros — é sempre um grave risco, pois quando o sistema
imune estd comprometido, pode ocorrer reativacao dos parasitos quiescen-
tes encistados, levando 3 intensa pro|iferagéo de taquizoitas. Nos casos de
imunossupressdo, pode ocorrer subitamente uma encefalite aguda, levando o
individuo a ébito em poucos dias. Em alguns casos, porém, pode haver evo-
lucdo lenta, além de outras manifestacdes clinicas de intensidade variavel.

A toxoplasmose ocular é caracterizada por retinocoroidite — lesdo mais
frequente associada & protozoose, com 309% a 50% dos casos atribuidos
ao Toxo,o/asma gono’/'/'. A forma ocular resultante da toxop|asmose congenita
pode se manifestar antes do nascimento ou tardiamente, apds o mesmo. O
nimero de casos de toxoplasmose ocular adquirida apds inFecgéo aguda por
T gondlii ndo congénita tem aumentado consideravelmente. Erechim, no nor-
te, do estado do Rio Grande do Sul, apresenta a maior preva|éncia mundial

de toxoplasmose ocular adquirida: 17,7%.

d) Diagnéstico
O diagnéstico clinico da toxoplasmose adquirida é muito dificil, pois na

maioria das vezes a infeccdo ¢ subclinica e, quando com sintomatologia evi-
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dente, pode ser confundida com outras afeccoes de etiologias diversas. Nesse
caso, os sinais e sintomas da protozoose sdo apenas sugestivos, tornando-se
necesséria a utilizacdo de métodos de diagnéstico laboratorial.

Mesmo nos casos de toxoplasmose congénita e de toxoplasmose ocular,
com retinocoroidites, quando a clinica traz forte suspeita da protozoose, o
diagnéstico ¢ feito laboratorialmente. O diagnéstico da infeccdo pelo 7. gondli
pode ser feito por métodos sorolégicos, histoldgicos, bioldgicos, moleculares

ou pela combinacdo desses.

* Imunodiagnéstico — métodos sorolégicos

A pesquisa direta para evidenciar o protozoédrio em material biolégico
suspeito ¢ dificil, onerosa e requer tempo, por isso os métodos mais utilizados
sdo os sorolégicos.

Usualmente, o diagnéstico laboratorial ¢ baseado na pesquisa de anti-
corpos especificos anti- I gondli, principalmente imunoglobulinas das classes
IgG e IgM; mais raramente, também sdo dosadas as imunoglobulinas IgA
e IgE. Atualmente, a baixa avidez de IgG tem sido referida como um bom
marcador para inFecgées primarias recentes causadas por Toxoplasma gondii.
Os anticorpos 1gG sofrem progressivo “amadurecimento”, elevando a avidez
na fase cronica da toxoplasmose. Sendo assim, a baixa avidez de IgG indica
inFecgéo aguda. O teste de avidez IgG tem sido recomendado para mulheres

gravidas, sendo utilizado para auxiliar em outros métodos sorolégicos que

dosem IgG e IgM.

OBS.: Teste de avidez de IgG — avidez corresponde & forca de liga-
S

¢do entre o antigeno e o anticorpo, Forga que aumenta progressivamente

com o passar do tempo.

A reacdo de Sabin-Feldman (“teste do corante™) foi muito utilizada no
passado e é considerada cléssica para o diagnéstico da toxoplasmose nas fases
aguda ou crénica. Além de muito especifica e sensivel, ndo ocasiona reagdo

cruzada com outras infecgées, mas tornou-se obsoleta por necessitar de fator
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acessério? e de parasitos vivos — o que constitui fator limitante para o seu
uso. A reagao de imunofluorescéncia indireta (Rifi), de sensibilidade igual
3 do “teste do corante”, tem sido utilizada como “padrdo ouro” em alguns
laboratérios. Porém, atualmente, o ELISA e suas variagoes sao os métodos
mais utilizados para o diagnéstico da infeccdo toxoplésmica, embora alguns
laboratérios utilizem a reacao de hemag|utinagéo, o ELIFA (do inglés Enzyme
Linked Immuno-filtration Assay), a reacdo de enzimoimunoensaio de micro-
partl'cu|as MEIA (clo ing|és /\//icropartic/e Capture Enzyme /mmunoassay), a
reacao de ag|utinagéo por imunoabsorgéo ISAGA (do inglés Immunosorbent

Aglutination Assay) e os métodos Immunoblotting e Western-blot.

Testes sorolégicos utilizados na captura de IgM anti- T. gondlii

P mensurado pela cor — ELISA
» mensurado pela fuorescéncia — ELIFA

» mensurado pela ag|utinagéo — ISAGA

*Deteccao do parasito em material biolégico suspeito

A evidenciacdo do parasito durante a fase aguda da infeccdo pode ndo ser
muito facil, pois a parasitemia® ¢ fugaz e, na fase aguda da infeccdo, s6 ¢ ob-
servavel quando os taquizoitas podem ser encontrados no sedimento do ||'quor
ou em cortes de tecidos corados pelo Giemsa; as vezes, quando o nimero de
parasitos é reduzido, mesmo cortes de tecidos suspeitos corados pela hematoxili-

na eosina, como bidpsias de ganglios, ndo permitem bons resultados.

29 Conjunto de componentes do soro de humanos e animais sem anticorpos anti-T. gondii.
30 Presenga de parasitos na corrente sanguinea.
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* Métodos histolégicos
O diagnéstico histopatolégico pode ser uma alternativa quando a eviden-
ciacdo do parasito é necessaria, como no caso de imunocomprometidos ou

de toxop|asmose congeénita.

A ava|iagéo macro e microscopica do material bioldgico retirado de indivi-
duo com suspeita de inFecgéo pelo T gondii deve ser realizada por profissio-
nal pato|ogista, uma vez que, mesmo quando se encontram estruturas suges-
tivas, torna-se necessério estabelecer a diferenciacdo com outros protozodarios
(Leishmania, Sarcocystis) e fungos (Histoplasma, Cryptococcus).

A técnica de histopatologia ¢ realizada por meio de amostras de diversos
tecidos, apos processamento, corte e co|ora<5'éo.31

A presenga de taquizoitas em tecidos e fluidos corporais pode revelar
casos de infeccdo aguda; entretanto, dificilmente ¢ detectada em preparacdes

convencionais para histopatologia.

de camundongo, corado por hematoxilina eosina, 1000X.

Foto: Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz.

31 Ver o volume 2 desta colecao.
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Figura 37. Cisto de Toxoplasma gondii em corte histolégico de cérebro
de camundongo, corado por hematoxilina eosina, 1000X.

Foto: Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz.

*Técnica de imuno-histoquimica

Para aumentar a eficiéncia da técnica de histologia, tém sido empregadas
técnicas de imuno-histoquimica utilizando imunoperoxidase. A demonstracdo
de taquizoitas pela imunoperoxidase, co|ora§éo com Giemsa ou PAS em
qualquer tecido ou fluido corpéreo pode comprovar uma inFecgéo ativa por

Toxoplasma gondlii.
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Figura 38. Corte de cérebro de camundongo com cisto de Toxoplasma gondlii
marcado por técnica de imuno-histoquimica peroxidase, 1000X.

Foto: Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz.
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* Métodos biolégicos — bioensaio

O isolamento do parasito ¢ feito por meio da inoculacdo de material sus-
peito (sangue, creme leucocitario, saliva, macerado de tecidos, entre outros),
proveniente de individuos com suspeita de infecgéo toxoplésmica, em animais
susceptiveis (geralmente sdo utilizadas fémeas jovens de camundongos ou
galinhas). Embora apresente grande eficiéncia, é uma técnica demorada — seis
a oito semanas — e que requer infraestrutura laboratorial com condigées ideais
para a sua imp|antagéo. Em caso de suspeita de toxoplasmose congénita,
devem-se procurar parasitos na p|acenta.

No caso dos animais, o poder infectante do isolado de 7. gondli pode
variar e muitas vezes é necessério realizar “repiques cegos”, a fim de adapté-lo
ao novo hospedeiro.

Visando reduzir o tempo e aumentar a seguranca laboratorial — e também
evitar, por questdes éticas, o uso de animais —, tém sido utilizados cultivos
celulares. Esse método é sensivel, mas requer até quatro semanas para a
conclusdo do diagnéstico. Embora seja um método menos eficiente do que o

isolamento em animais, tém sido obtidos bons resultados.

* Métodos moleculares

O diagnéstico molecular baseia-se na deteccio de DNA especifico do 7.
gondii em tecidos ou fluidos biolégicos; essa detecgéo pode ser realizada por
meio da reagao de po|imerase em cadeia, utilizando materiais como ||'quio|o
amnidtico, p|acenta, tecido cerebra|, sangue, ||'quor, humor vitreo, humor
aquoso, lavados broncoalveolares e fluidos pleurais e peritoneais. A titu|agéo
de anticorpos em pacientes imunocomprometidos muitas vezes leva a resulta-
dos inespecificos, o que aumenta a importancia de metodologias como as da

PCR e de isolamento parasitrio para essas popu|agées.

OBS.: A identiFicagéo de isolados de 7. gondlii por meio da genotipa-

gem tem sido objeto de estudo.



Protozoologia | 95

e) Epidemiologia da toxoplasmose

A toxoplasmose ¢ uma zoonose de ampla distribuicdo geogréfica, sendo
encontrada em todos os continentes e nos mais variados climas. As menores
prevaléncias tém sido encontradas em regiGes frias ou éridas, onde a baixa
densidade de felideos, aliada & menor sobrevida de oocistos no solo, diminui
os indices de parasitismo de herbivoros, roedores e passaros — e, consequen-
temente, dos carnivoros que deles se alimentam. A variabilidade na frequén-
cia da inFecgéo esté ligada a diversos fatores: padrées culturais da popu|agéo,
habitos alimentares, idade, procedéncia rural ou urbana, entre outros.

A prevaléncia da infecgéo por loxoplasma gondlii varia entre as regides e
entre as populacdes abordadas. Nao hé relatos de toxoplasmose em ilhas do
Pacifico onde ndo existem gatos. De 209% a 83% da populacio mundial es-
tdo infectados pelo parasito. No Brasil, de 50 a 80% da populago adulta
apresenta anticorpos anti- /. gondi: 74,5% na regido do Alto Uruguai (Rio
Grande do Sul); 72,16% no Rio de Janeiro; 58,9% a 77,9% em Sao
Paulo; e 73,9% em Manaus.

O fator idade também tem sido associado ao aumento da frequéncia da
infecgéo pelo T gondli, pois com o aumento da faixa etéria aumentam as
chances de o individuo entrar em contato com um dos diversos mecanismos
de transmissdo, considerados como dados cumulativos.

A procedéncia rural ou urbana tem sido apontada como um fator impor-
tante para a preva|éncia da protozoose. No entanto, a|gumas vezes, ndo tem
sido encontradas diferencas na prevaléncia entre as duas é4reas. Isso pode
sugerir que a causa da positividade nessas localidades seja devida, possivel-
mente, a fatores comuns tanto & zona urbana quanto a zona rural.

Em algumas regides rurais, podem ocorrer casos humanos de reacdes cruzadas
com Sarcocystis spp, mas os casos confirmados sorologicamente sao rarissimos.

Ha alta prevaléncia da infeccdo toxoplésmica, tanto em animais silvestres
quanto nos domésticos, naturalmente infectados. Animais domésticos tém
sido apontados como fonte de infecgéo para o homem. No entanto, esse

fato s6 tem importancia quando associado ao hébito de ingerir carne crua
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ou malcozida. Por outra parte, a presenca de gatos parece ser re|evante,
uma vez que esses animais tém comprovada importancia na manutencdo do

ciclo do parasito.

Transmissao

Todas as trés principais formas evolutivas do 7. gondlii (taquizoitas, cis-
tos contendo bradizoitas e oocistos contendo esporozoitas) sdo capazes de
infectar tanto o hospedeiro definitivo (os gatos) quanto o hospedeiro inter-
mediério (vérias espécies de aves e mamiferos, inclusive o homem), variando

apenas 0 mecanismo.

Mecanismos de transmissdo: um importante mecanismo de transmissdo ¢ a
ingestdo de carne crua ou malcozida de animais (hospedeiros intermediérios),
assim como a manipulacdo de animais de abate destinados ao consumo huma-
no quando os mesmos alojam bradizoitas encistados. Embora a ocorréncia da
infecgéo por cistos de 7. gondlii na carne seja baixa, a frequéncia com que ¢é
consumida aumenta o risco de infeccdo toxopldsmica. Esse ¢ um dos mecanis-
mos mais frequentes, mesmo porque os produtos crneos ndo cozidos — como
¢ o caso de |inguigas e outros embutidos e de carnes ingeridos crus, carpaccios
entre eles — também estdo envolvidos. A possibilidade de infeccdo de indi-
viduos que manuseiam de forma continua produtos de origem animal — por
exemplo, magarefes e donas de casa — no preparo das refeicdes também nao
deve ser descartada.

Sso considerados fontes de infecgéo animais bovinos, caprinos, ovinos,
sufnos, animais de companhia, ratos, aves e um grande nimero de animais
silvestres. Esses dltimos, quando cagados e ingeridos crus, sé contaminam uns
poucos predadores. No entanto, como a maioria dos animais utilizada na ali-
mentacdo humana ¢é herbivora, provavelmente sua infeccdo se da pela ingestao
de oocistos.

A ingestdo de 4gua ou alimentos crus (verduras e frutas sem lavar)

contaminados com oocistos esporu|ao|os de T gondi (contaminagéo do meio
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ambiente, principalmente solo e 4gua, por fezes de felinos parasitados e poste-
rior manipu|agéo do solo contaminado) ¢ importante mecanismo de transmissao
da protozoose. Esse meio de infeccdo possivelmente é o responsével pela
prevaléncia da infecgéo por . gondii em individuos vegetarianos e animais
herbivoros. Criangas podem se infectar ao brincar em tanques de areia conta-
minados por gatos infectados, ou mesmo no contato com esses animais.

A cada evacuagio, os gatos eliminam de 2 milhdes a 20 milhdes de
oocistos. Com temperatura e umidade adequadas, os oocistos permanecem
vidveis no meio ambiente por muitos meses —, s vezes, por até um ano.
Os oocistos, que podem ser disseminados por vérios meios — chuva, vento,
fauna copréfila —, ampliam enormemente as fontes de inFecgéo, inclusive no
peridomicilio.

A ingestdo de leite de vaca ou cabra e de ovos de galinha, pato ou
outras espécies, contaminados com taquizoitas, pode ser considerada uma
forma potencial de transmissdo do I gondlii, embora o parasito raramente seja
isolado desses produtos. A transmissdo durante a amamentacdo néo foi ainda
comprovada em humanos, mas taquizoitas ja foram isolados do leite de mu-
lheres na fase aguda da inFecgéo. Desse modo, ¢ concebivel que o leite ndo
pasteurizado seja veiculo de transmissdo do parasito, porém a fervura destréi
todas as formas de taquizoitas do T gonc/ii.

Existe ainda a possibilidade de transmissdo congénita, pela passagem de
taquizoitas através da p|acenta, nos casos de infecgéo aguda, durante a ges-
tacdo ndo sé da mulher, mas também de outros animais. Esse tipo de trans-
missdo s6 ocorre apds a inFecgéo materna — logo, ocorre indiretamente, com
a participacao de oocistos ou cistos de 1. gondlii.

Outros mecanismos de infeccio de menor importancia epidemioldgica,
mas que ndo deve ser negligenciada, sdo os transplantes de 6rgaos — princi-
pa|mente coragdo e rim, contendo cistos ou taquizoitas; a transfusdo sangui-
nea e de leucdcitos — taquizoitas sdo a principal forma envolvida; acidentes
de laboratério — taquizoitas e oocistos sdo as principais formas envolvidas;

ingestdo de leite cru e por meio da saliva — taquizoitas ¢ a forma envolvida;
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e artrépodes - formigas, moscas e baratas, entre outros —, como carreadores
mecanicos de oocistos. Além disso, as chuvas e os ventos podem carrear os

oocistos para outros locais.

- !

€ @

amamentagio congénita

> 3 BTy
. S,

v ) ¥ transfusao

T sanguinea

Figura 39. Ciclo de transmissao do Toxoplasma gondii: A) nos gatos, ocorre
a fase sexuada do protozoério; B) os oocistos, eliminados com as fezes felinas,
poluem o solo e podem ser carreados por vetores mecanicos (moscas, baratas,
formigas, minhocas); C) e D) roedores e outros animais hospedeiros intermedi-

arios se infectam no pasto; E) ingestiao de carne malcozida de animais infec-

tados; F) as criangas se infectam ao brincarem na areia poluida por fezes de
gatos; G3) os taquizoitas sdo responsaveis pela transmissao por varios mecanis-
mos, tais como a infeccdo transplacentéria, pela ingestao de leite cru (incluindo
amamentacdo) e por via transfusional.
||ustra§éo: MRR Amendoeira e DPBG Mattos (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).
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F) Profilaxia e controle

As medidas profiléticas que podem ser tomadas para prevenir a inFecgéo
por loxoplasma gondlii estdo diretamente relacionadas aos mecanismos de
transmissdo do parasito:

® ingerir carne e derivados cdrneos bem cozidos;

* ingerir hortalicas e frutas bem lavadas;

* ingerir leite fervido ou pasteurizado;

*|avar as mdos ao manipular esses alimentos crus; habituar as criancas a

essa prética higiénica;

® tratar o mais precocemente mulheres gravidas com infecgéo recente possivel;

* impedir o acesso de gatos aos tanques de areia (cobrindo-os ou telando

o local);

® evitar contato com gatos errantes ou desconhecidos;

® evitar que os gatos domésticos cacem, fornecendo-lhes racao ou alimen-

tos enlatados ou fervidos;

* esterilizar com é4gua fervendo os lugares onde os gatos defecam.

* combater os ratos;

® evitar que moscas, baratas, Formigas entrem em contato com os a|imentos,-

® evitar a presenca de gatos errantes no local onde vivam criangas peque-

nas, mulheres no inicio da gravidez ou individuos imunossuprimidos.

Essas medidas podem ser atingidas com:

® saneamento bésico;

* educagdo sanitéria;

* incineragdo das fezes de gatos;

* controle de roedores;

° uti|izagéo de tampas nas caixas de areia de pragas publicas;
* controle de insetos sinantrépicos;

* controle da produgéo de produtos carneos;

higienizacdo adequada de hortalicas e frutas.
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5.2 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida,

género lsospora

a) Morfologia e biologia

A infecgéo por lsospora belli ¢ chamada de isosporiase ou isosporose. Os
oocistos de /sospora belli sao eh’pticos e a|gumas vezes apresentam estreita-
mento de uma ou ambas as extremidades, lembrando a forma de um pescoco.
Medem cerca de 30 Um de comprimento por 10 a 12 Um de largura.

Hospedeiro: homem.

Habitat: intestino delgado.

OBS.: Cistos teciduais ja foram identificados em vérios casos de isos-
porose humana. Eles podem ser vistos com exame cuidadoso de micros-
copia de luz ou por microscopia eletrénica. E possivel que essas formas
cisticas sejam as responséveis pela laténcia da infecgéo por [sospora
observada em algumas situagoes e também pela resisténcia ao tratamento

com o medicamento de escolha.

Figura 40. Oocistos de /sospora belli: A) imaturo, com um sé esporoblasto;
B) com dois esporoblastos que evoluirdo para dois esporocistos; C) oocisto
maduro, contendo quatro esporozoitas em cada um dos esporocistos.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/IOC—Fiocruz).
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iy Y
Figura 41. Oocisto imaturo de /sospora belli corado por
safranina-azul de metileno, 1000X.

Foto cedida pelo professor Sidnei Silva (Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/lOC—Fiocruz).

Ciclo biolégico da /sospora belli

O ciclo de vida da fsospora belli ¢ monoxénico, pois exige somente um
hospedeiro para completar o seu ciclo evolutivo. Apesar disso, hé relatos de
hospedeiros paraténicos®? que podem apresentar fases do ciclo biolégico em

seus tecidos.

32 Seres vivos que albergam e transportam parasitos sem fazerem parte de seu ciclo evolutivo, ou seja,
ndo hé evolugdo do parasito nesse tipo de relagdo.
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Figura 42. Ciclo biolégico da /sospora bellli.

b) Relagdo parasito—hospedeiro

Em geral, a infecgéo por lsospora belli permanece assintomética. Porém,
a|gumas vezes podem ocorrer cdlicas abdominais, meteorismo,? diarreia, fe-
bre, anorexia,** dor de cabeca e nduseas. O inicio das manifestacdes clinicas
ocorre, provave|mente, de 7 a 10 dias apds a contaminagao do individuo, e
os sinais e sintomas podem durar 10 dias ou mais. No entanto, a evolucdo é
para a cura espontanea, mesmo sem medicacdo.

Em pacientes com Aids ou com outras condicdes que determinem imuno-
comprometimento, geralmente a isosporose se torna crénica e intermitente.>s
Jé no caso de individuos imunocompetentes, a evolucdo da infeccio por

Isospora belli é, em geral, benigna.

33 Flatuléncia (excesso de gases nos intestinos ou estdmago).
34 Diminuicio ou falta de apetite.
35 Periodos com manifestagées clinicas que se alternam com periodos sem sintomas.
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c) Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico ¢ feito por meio de exames de fezes para pesquisa de
oocistos a partir da terceira semana de infeccdo. Dentre os exames mais indi-
cados, estdo os métodos de Faust e cols. (1938) e de Ritchie (1948), que
sdo métodos de concentracdo.

Geralmente acopla-se a técnica de concentracdo (sedimentagdo ou flu-
tuacdo) a técnicas de coloragio. Considerando-se que /sospora belli é um
coccideo entérico, devem-se utilizar as técnicas de coloracdo derivadas do
Ziehl-Neelsen ou a safranina-azul de metileno, que sdo bastante eficientes na
identificacdo dos oocistos.

Como a |iberagéo de oocistos nas fezes pode ser irregular e com carga pa-
rasitéria pequena, recomenda-se a repeticdo dos exames negativos, devendo-

se fazer coleta de mais de uma amostra em dias ndo consecutivos.

d) Epidemiologia

A infeccdo por /sospora belli em humanos ¢ cosmopolita. Por causa de sua
ampla distribuigéo geogréfica e por sua ocorréncia ser rara, a manutencao de
casos de infecgéo faz supor a existéncia de hospedeiros ndo humanos.

Com o aparecimento dos casos de Aids na década de 1980, a isospo-
rfase tem sido responsabilizada por surtos de diarreia. Estudos de prevaléncia
mostram que esses casos atingem 0,29 dos pacientes com Aids submetidos
a exames de fezes nos Estados Unidos, 10,5% dos imunodeficientes no Rio
de Janeiro e 15% dos pacientes com Aids do Haiti.

A frequéncia do encontro de /sospora belli em comparagio com casos de
infecgéo por Sarcocystis hominis é varidvel, dependendo da regido estudada.
No Chile, os casos de isosporose sdo nove vezes mais frequentes do que os
de S. hominis; j4 em Sao Paulo, ocorrem trés casos de S. hominis para cada
dois de /. belli.

Pouco se sabe sobre a forma de transmissdo da isosporiase; provavelmente
a inFecgéo se dé por meio da ingestdao de égua ou alimentos contaminados

com oocistos de /. belli.
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e) Profilaxia
Como em outras parasitoses intestinais, a profilaxia ¢ baseada na educacao

sanitaria das popu|ag6es residentes.

5.3 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida,

género Sarcocystis

Existem diversas espécies de Sarcocystis e elas sdo encontradas numa gran-

de variedade de vertebrados: desde peixes até mamiferos.

a) Morfologia e biologia

Os oocistos das duas principais espécies de Sarcocystis que parasitam o
homem — Sarcocystis hominis e Sarcocystis suihominis — sdo muito parecidos, de
forma que ndo ¢ possivel distinguir uma espécie da outra por meio do oocisto.
Como a membrana dos oocistos é muito Frégi|, na maioria das vezes sdo encontra-
dos esporocistos isolados ou dois esporocistos acoplados, um ao lado do outro,
com quatro esporozoitas bem definidos dentro de cada um deles.

O:s esporocistos, ovoides, medem de 10 a 18 Um de comprimento por

7,5 a 12 um de largura.

Figura 43. Desenho esquematico de esporocistos unidos de Sarcocystis hominis.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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b) Re|ag§o parasito—hospedeiro

A doenca provocada pelas espécies de Sarcocystis, que recebe os nomes
de sarcocistose, sarcosporidiose e sarcosporidiase, ndo é muito frequente no
homem. Sarcocystis hominis e Sarcocystis suihominis, espécies que parasitam
o homem, possuem ciclo evolutivo heteréxeno obrigatério, envolvendo um

hospedeiro definitivo e um intermediario.

* Sarcocystis hominis
Hospedeiro definitivo (ciclo sexuado do protozoario): homem e alguns

macacos.

Hospedeiro intermediario (ciclo assexuado do protozoério): gado bovino.

* Sarcocystis suihominis
Hospedeiro definitivo (ciclo sexuado do protozoério): homem.

Hospedeiro intermediario (ciclo assexuado do protozoério): muasculos do

porco.

liborados
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Figura 44. Evolucdo de Sarcocystis sp no hospedeiro intermediario.
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Mo epitélio do intestino delgado

0O homem se infecta, ou humano, formam-se diretamente
reinfecta, ao ingerir os gametas. O mac ota
carne crua ou mal (femining) é fecundado pelo
cozida (bovina ou suina) = ameta (masculino) - ciclo
com sarcocistos contendo sexuado ou esporogdnico —
bradizoitas formando oocistos.
0Os oocistos/ es istos Oocistos maduros (com dois
somente s3o | ntes esporocistos, cada um com quatro
para os suinos e bovinos nspurme S& romper
conforme a espécie de + ainda no i no. Aproximadamente
ocystis), ocorrendo em 15 dias comega a liberagdo de
ainfeccdo e o cicle esporocistos nas fezes do
avolutive no hospedeiro hospedeiro, o que prossegue por
intermediario (fig. 44). lon : tempo, contaminando o meio
ambiente.

Figura 45. Evolugdo de Sarcocystis sp no hospedeiro definitivo.

OBS.: Como a Formagéo de gametas ocorre diretamente — ou seja,
nao hé ciclo esquizogdnico —, as lesdes da mucosa intestinal no homem
s3o minimas e, em gera|, 0s casos sdo assintométicos e de cura espon-
tanea. A infeccdo por Sarcocystis sp atinge a musculatura esquelética e

cardiaca dos animais, sendo um problema para a medicina veterinaria.

c) Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico ¢ feito pelo encontro de oocistos esporulados ou esporo-
cistos nas fezes. Técnicas de concentracdo, como as de Faust e cols. (1938)
e Sheather (1923) — usando-se solucdo agucarada, em lugar de sulfato de
zinco, pois os oocistos e esporocistos sdo leves e Autuam bem em solucdes
que contenham aglicar ou sal em elevadas concentragdes, com densidades

altas —, sdo as mais utilizadas.
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d) Epidemiologia

A infeccdo por Sarcocystis sp ¢ cosmopolita. Em alguns lugares, 1009
dos bovinos e caprinos estdo infectados com alguma espécie de Sarcocystis.

Os esporocistos esporulados resistem bem nos esgotos e no meio ambiente.
Por isso, em regides onde existe contaminacgao das pastagens com residuos de
esgotos aumenta a probabilidade de infecgéo do gado bovino.

Os herbivoros se infectam ao ingerirem pasto poluido com fezes humanas
que contenham oocistos maduros ou esporocistos; 0s porcos se infectam ao
ingerirem alimentos contaminados com fezes humanas contendo oocistos. O
homem se infecta pela ingestdo de carne crua ou malcozida de bovinos (5.
hominis) ou porcos (S. suihominis).

Hé relatos de que o homem pode funcionar como hospedeiro intermedia-
rio, desenvolvendo o ciclo do protozoério no tecido muscular, porém de forma

assintomética ou com sintomatologia branda.

e) Profilaxia e controle

* para prevenir a infecgdo humana: as carnes de bovinos e suinos devem ser
ingeridas bem cozidas e os abatedouros de animais devem ser fiscalizados.
* para evitar a infecgdo de bovinos e suinos: deve-se dar destino ade-

quado as fezes humanas, impedindo que contaminem o meio ambiente.

5.4 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida,

género Cryptosporidium

Cryptosporidium sio protozoérios, encontrados em grande variedade de
vertebrados, que podem parasitar aves, peixes, répteis e mamiferos — inclusive
o homem. Atualmente contam-se 22 espéecies desse protozoério.

Cryptosporidium spp é considerado um dos principais responséveis por
diarreias infantis em criangas de 2 a 5 anos que frequentam creches. Em indi-

viduos imunocompetentes, a inFecgéo ¢ autolimitada, causando diarreia com
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cura espontanea. J& em individuos imunodeficientes por diversas causas, os
casos de diarreia sdo pro|ongao|os e graves.

Apesar de existirem 16 espécies consideradas vélidas, as principais es-
pécies que infectam o homem em todo o mundo, incluindo o Brasil, sao C.
hominis e C. parvum — sendo a espécie C. hominis, com ciclo de transmissdo
basicamente antroponético (de homem a homem), a mais preva|ente entre a
popu|a<5‘éo humana e a espécie C. parvum ests mais envolvida na transmissao
zoondtica, uma vez que ¢ responsavel pela infeccdo de diversas espécies de

animais, entre outros, bovinos e macacos.

20% dos oocistos tém parede fina — se rompem — continua a esquizogonia.

809% dos oocistos tém parede espessa — vao para o meio ambiente.

a) Morfologia e biologia

Morfologia

Os oocistos maduros sdo esféricos ou ovoides, com quatro esporozoitas,
e medem de 4 a 5 Um; ¢ essa a forma infectante, que ¢ eliminada, em fezes
diarreicas, pelos pacientes ou animais parasitados. A maioria dos oocistos tem
parede cistica dupla e espessa e é muito resistente ao meio ambiente. Alguns
oocistos, porém, possuem parede cistica Gnica e delgada, tao fragil que mui-

tas vezes se rompe ainda dentro do intestino do hospedeiro.
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Figura 46. Desenho esquematico do Cryptosporidium parvum no intestino do
camundongo: A) oocisto maduro com quatro esporozoitas; B) esquizonte apés
a esquizogonia.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

Ciclo biolégico do Cryptosporidium sp
O ciclo de vida do Cryptosporidium sp é monoxénico.
Durante a esquizogonia, sio
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formados oito merozoitas

infectantes. No intestino, os
esporozoitas séo liberados

@ 5@ fixam entre as (tipo 1}, que s&o liberados e
microvilogidades das invadem outra célula,
ciflulas epiteliais (internamente). produzem merontes

Ha a formagio de esquizonte com quatro merozoitas
esférico, no qual, apds um (tipa 1), repetindo o ciclo
COMPIEX0 processo, OCorme assexuado ou formando
gametdcitos.

a esquizegonia intracelular,
porém extracitoplasmitica.

Principalmente no ileo, ocormre a
gametogonia, com formacio de
macro e microgametas (ndo
flagelados). Ocorme a
fecundacio, e ¢ formado um
oocisto, que abandona a
mucosa, Os cocistos maduros
{ja infectantes), com guatro

esporozoitas, sio eliminados
com as fezes do hospedeiro.

Figura 47. Ciclo biolégico do Cryptosporidium sp.
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b) Re|ag§o parasito—hospedeiro

A transmissio da protozoose se dé pela contaminacao fecal/oral entre
pessoas, ou por meio de animais — daf ser considerada uma zoonose —, ou,
ainda, por agua ou alimentos contaminados com oocistos.

O periodo de incubagio da infeccdo dura de 4 a 14 dias, e o inicio das
manifestagées clinicas ¢ explosivo, com enterocolite aguda. Em individuos
imunocompetentes, o quadro clinico de diarreia e célicas é autolimitado, com
cura espontdnea ao fim de uma ou duas semanas.

A gravidade da criptosporidiose é maior quando hé imunodeficiéncia de
qualquer natureza, principalmente em casos de Aids. Nesses casos, o inicio
¢ insidioso e se agrava progressivamente, com diarreia aquosa, cdlicas, dor
epigastrica, nduseas e vomitos, mal-estar e perda de peso, podendo ocorrer
desidratagéo e caquexia ¢ até a morte. Os pacientes imunodeprimidos com
criptosporidiose tém intolerancia & lactose e mé absorcdo de gorduras. Vérios
antibidticos tém sido ensaiados para diminuir a diarreia, mas até o presente
ndo hé nenhum tratamento eficaz.

Como os oocistos se tornam maduros (infectantes) dentro do organismo
do hospedeiro, hé possibilidade de autoinfeccdo. A presenca de oocistos de
parede fina pode ocasionar seu rompimento ainda no interior do intestino,
provocando a chamada inFecgéo interna; ja a autoinFecgéo externa se dé quan-
do o hospedeiro ingere as formas infectantes do parasito, geralmente oocistos

de parede espessa.

c) Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico ¢ feito pela pesquisa de oocistos nas fezes (por métodos
de concentragao e co|oragéo) ou sorologicamente (pe|as técnicas de ELISA
ou Rifi).

O diagnéstico laboratorial da criptosporidiose se baseia no encontro e na
identificacdo dos oocistos nas fezes dos hospedeiros infectados. Para tanto,
devem ser realizadas técnicas de concentracdo e coloracdes especificas. As

FQZQS podem ser concentradas por metodo|ogias convencionais — como a
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técnica de centrifugo-sedimentacdo em formol-éter e o método de Ritchie
(1948), ou mesmo técnicas de centrifugo-flutuacdo, como o método de
Sheather (1923), no qual os oocistos Hutuam numa solucdo saturada de
sacarose com densidade de 1.200 g/L.

O:s esfregagos fecais sdo confeccionados com o sedimento obtido mediante
métodos de concentracdo e, posteriormente, submetido a técnicas de colora-
¢do especificas. A técnica da fucsina-carbol, ou seja, a co|oragéo por fucsina
fenicada, base das co|oragées derivadas do Ziehl-Neelsen, ¢ de amp|a utiliza-
cdo no diagnéstico das enterococcidioses. Também muito utilizada ¢ a técnica
da safranina-azul de metileno. Os oocistos apresentam a caracteristica de ser
4lcool-4cido resistentes; portanto, fixam bem a fucsina fenicada.

Existem hoje, disponiveis comercialmente, kits para a pesquisa de copro-
antigenos que detectam, por EL|SA, a presenca de antigenos dissolvidos nas
fezes. Sdo bastante sensiveis e especificos, porém o alto custo ainda limita a
sua utilizacdo na rotina laboratorial.

Os oocistos de Cryptosporidium sao idénticos para todas as espécies con-
sideradas vélidas, e o diagnéstico por técnicas moleculares tem sido utilizado
para diferenciar os diferentes subtipos do protozoario. As técnicas mais utiliza-
das sdo a PCR e suas variaces.*

Os métodos soroldgicos nao sdo muito utilizados, mas, quando emprega-
dos, ocorre, pelo menos na técnica de Rifi, a presenca de titulos sorolégicos

elevados até um ano apés a infeccdo.

3¢ Ver o capitulo “Biologia molecular”, no volume 3 desta co|eg§o.
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AN
Figura 48. Oocistos de Cryptosporidium sp corados por

safranina-azul de metileno, 1000X.
Foto cedida pelo professor Sidnei Silva (Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/|OC—Fiocruz).

d) Epidemiologia

A criptosporidiose ¢ uma zoonose de animais domésticos e do gado
encontrada em todos os continentes, sendo considerada cosmopolita. Sua
prevaléncia varia de regido para regido. Em pafses desenvolvidos, ocorre em
0,6 a 20% de diferentes populacées; entre individuos HIV-positivos com
diarreia, a ocorréncia dessa doenca esté em torno de 14%. J4 em relacdo
aos paises em desenvolvimento, a frequéncia de infectados é bem maior, de
4 3 39%, sendo de 24% a prevaléncia entre os imunossuprimidos pelo
virus HIV.

Os bovinos, por eliminarem grandes quantidades de oocistos, sdo muito

importantes na cadeia epidemiolégica da inFecgéo.

OBS.: A prevaléncia da criptosporidiose ¢ mais elevada entre os
homossexuais aidéticos. Os individuos com Aids sdo muito importantes
na transmissdo da infeccdo, por serem grandes eliminadores de oocistos.
Vale ressaltar que, apés a introducdo da terapia antirretroviral de alta
poténcia HAART (do inglés Highly Active Antiretroviral Therapy),
e como resultado da melhora na imunidade celular desses individuos,
houve uma queda no nimero de pacientes que apresentavam diarreia

por esses agentes.
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Os oocistos de Cryptosporidium sp sdo bastante resistentes no meio
exterior; sdo resistentes também & maioria dos desinfetantes e & cloracdo até
4,9% ou mais. Os oocistos sdo destruidos apenas pelo formol a 10% e pelo
aquecimento a 65°C durante 30 minutos.

Muitos surtos estdo relacionados com a poluicdo hidrica, e a ingestdo de
4gua contendo oocistos de Cryptosporidium sp é um problema de satde
pulblica que ndo deve ser negligenciado. Melhorias no saneamento bésico j4
ajudariam nesse tipo de transmissdo da protozoose.

A transmissdo de homem a homem é muito importante, e os casos de au-
toinFecgéo devem ser levados em conta quando se tomem medidas profilaticas
para o controle da protozoose. Os habitos higiénicos inadequados sdo um dos
fatores que contribuem para esse tipo de infecgéo‘

No Brasil, os surtos de criptosporidiose tém aumentado entre criangas que
frequentam creches, provavelmente por esses serem ambientes que favorecem

a doenca, por causa do contato direto crianca—crianca, crianca—funcionério.

e) Controle

Os pacientes HIV positivo devem ser assistidos com cuidados especiais
para ndo haver contaminagao do ambiente e das outras pessoas em torno,
inclusive do cuidador, que deve usar luvas, lavar (para remocao mecanica) e
desinfetar as maos, esterilizar materiais utilizados no paciente e descontaminar
todas as superficies que, direta ou indiretamente, entraram em contato com

O mesmo.
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Principais diferencas morfolégicas e biolégicas entre os géneros
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5.5 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem
Hemosporidiida, género Plasmodium

A maléria ¢ considerada a doenga tropical mais importante pela
Organizagdgo Mundial da Satde, sendo um problema de satide publica em
mais de cem pafses. Em 2009, foram detectados cerca de 225 milhoes
de casos da infecgéo no mundo. E causada por protozodrios pertencentes
ao filo Apicomplexa, sendo que quatro espécies sdo parasitos de humanos:
Plasmodium fa/ciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium
ovale. Apenas as trés primeiras ocorrem naturalmente no Brasil, onde 97%

dos casos estdo relacionados a P falciparum ou P vivax.

a) Morfologia e biologia

O plasmédio tem como hospedeiros definitivos as fémeas de mosquitos
do género Anopheles — nas quais ocorre sua reproducdo sexuada —, sendo
os humanos hospedeiros intermediérios, apresentando apenas a mu|tip|icagéo

assexuada do parasito em suas hemécias e células hepéticas.

Principais formas do protozoario encontradas no homem
* esquizontes pré-eritrociticos (em hepatécitos);

* merozoitas (produzidos nas fases pré e eritrocitica);

* trofozoitas sanguineos (hemécias);

® esquizontes (hemécias);

gametécitos (hemécias).
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_ Conoide
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endoplasmatico

Figura 49. Desenho esquematico de um merozoita de plasmédio.
llustracdo: adaptada de Rey, 2008, por JCA Carreira ¢ AVM Silva

(Laboratério de Toxoplasmose/lOC—Fiocruz).

Hemacia do hospedeiro
intermediario

Vacuolo com pigmento
7  maléarico

Cit 65 ha * Mitocondria

Nicleo

Figura 50. Desenho esquematico de um trofozoita de plasmédio.
llustragio: adaptada de Rey, 2008, JCA Carreira e AVM Silva
(Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz)‘
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Hemécia do hospedeiro _ Vacuolo com
intermediario pigmento malarico

Mitocdndria

Citostoma

Reticulo
endoplasmatico

Complexo apical
em formagdo Nicleo
Figura 51. Desenho esquematico de um esquizonte de plasmédio.

||ustra§§o: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz).

Formas encontradas nos mosquitos:

® microgametas e macrogametas (no estémago);

* zigoto ou oocineto (entre epitélio e membrana basal do basal do
estdbmago);

* oocisto (entre epitélio e membrana basal do estémago);

* esporozoitas (na hemolinfa e nas glandulas salivares).

b) Ciclo biolégico dos plasmédios
O ciclo de vida dos plasmédios ¢ heteroxénico obrigatério. No hospedeiro
intermediario (homem), ocorre apenas a reprodugéo assexuada do parasito;

no hospedeiro definitivo (anofelino), ocorre sua reprodugéo sexuada.
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Figura 52. Ciclo biolégico do Plasmodlium sp no hospedeiro intermediario (homem).

_-

Figura 53.Ciclo biolégico do Plasmodlium sp no hospedeiro definitivo (anofelino).

c) Malaria
Os individuos parasitados apresentam um quadro de inFecgéo sistémica
que se manifesta em gera| com febre em intervalos relativamente regu|ares

(periodo entre esquizogonias), anemia, ictericia, a|terag6€s circulatérias e



Protozoologia | 119

aumento do baco, e, nos casos de maléria cerebral, dores de cabega, con-
vulsdes e coma.

A multiplicacio do Plasmodium leva a lise de hemécias e 3 liberacio de me-
tabolitos parasitrios. Ha prejuizo na oxigenagdo dos tecidos e danos decorrentes
de tal hipéxia. Hemécias parasitadas pelo Plasmodium falciparum toram-se mais
aderentes as paredes dos capilares, reduzindo a perfusdo tecidual.’’

A hemozoina, ou pigmento malarico, liberada com o rompimento celu-
lar, pode formar depésitos em vérios érgaos — figado, bago, cérebro e medula
éssea —, dando aos mesmos uma coloracdo enegrecida.

A periodicidade no aparecimento do quadro febril varia conforme a
espécie do parasito. Esse intervalo ¢ de 36 a 48 horas em infeccoes por P
falciparum; de 48 horas em infeccdes por P vivax; e de 72 horas nas infeccdes
por P malariae, sendo a maléria referida popularmente, nesses casos, respecti-

vamente, como febre terca maligna, febre terca benigna e febre quarta.

d) Diagnéstico laboratorial

* Parasitolégico

O diagnéstico parasitoldgico consiste em pesquisa das formas sanguineas
do protozodrio no interior de hemécias, avaliando sua morFo|ogia, em dis-
tensdo delgada ou espessa. O sangue deve ser coletado preferencialmente

préximo ao momento de um acesso malarico e por pungao capilar.

Distensao delgada (esfregago) e gota espessa: sao os métodos mais uti-
lizados pelas vantagens que apresentam — tempo reduzido para a liberacao
do resultado, baixo custo — e por permitirem a diferenciagéo entre as es-
pécies de Plasmodium. Porém tém alguns inconvenientes, como a exigéncia
de profissionais experientes para a rea|izagéo de uma boa co|oragéo e para
a leitura das laminas, podendo ainda apresentar resultado falso negativo

em casos de parasitemia baixa.

37 Fluxo constante de sangue que assegura a oxigenagao e a nutricao dos tecidos, assim como a
remocao dos residuos metabélicos e do excesso de CO2 .
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Método da centrifugacdo do micro-hematécrito QBC (do inglés Quan-
titative Buff Coat): até oito vezes mais sensivel que as técnicas anteriores,
esse método permite o diagndstico parasitolégico mesmo em casos de
baixa parasitemia. Exige maiores recursos no laboratério, o que eleva o

seu custo. Além disso, a identificacdo da espécie parasitéria ¢ mais dificil.

* Sorolégico

Rifi: considerado o teste de referéncia para o diagnéstico da maléria, apre-
senta boa sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. Pode fornecer
resultado falso positivo, quando da presenca de fator reumatoide, de
conjugados mal titulados e de anticorpos autoimunes. Exige equipamentos

especiais e pessoal com treinamento especifico.

ELISA: entre as suas vantagens, estdo o seu baixo custo em relacdo aos
outros métodos, a automacao e a possibilidade de pesquisa de antigenos

circulantes.

* Molecular
PCR ¢ hibridizagio de DNA sio técnicas de altas sensibilidade e es-
pecificidade que permitem a rea|izagéo de grande nimero de amostras.

Entretanto, seu custo operacional ¢ ainda muito elevado.
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Esquema 1. Diagnéstico diferencial das espécies de Plasmodium.

Hemacia parasitada

AUmeNIRGA + granulag fus Tamanho normal ou reduzido

de Schiffner

P. malariae: raramente aparecem
granulagdes de Ziemann, que
sdo0 alteragdes nas hemacias
de aspecto mais grosseiro do

P. vivax ou P. ovale que as granulagoes de Schifffner.
P. falciparum: raramente surgem
nas hemacias recém-parasitadas
com trofozoitas jovens, que
apresentam des manchas

varmelhas, chamadas granulncoes
de Maurer,

A distribuicdo das formas evolutivas do protozoério na fase eritrocitaria
varia conforme a espécie de Plasmodlium, assim como o seu tropismo por he-
macias mais jovens ou maduras. As formas listadas a seguir sdo as encontradas

usualmente no sangue periférico dos pacientes:

* Plasmodium vivax

Trofozoita jovem: apresenta aspecto de ane|, com o citop|asma espesso
e arqueado, e cromatina nuclear geralmente Gnica, condensada e situada
préximo & borda do trofozoita (como se fosse a “pedra” do anel). En-
contrado principalmente em hemécias jovens, deixa-as com aspecto maior
e mais pélido do que o normal.

Trofozoita ameboide: seu citoplasma ¢ irregular, vacuolizado, e seu nd-

cleo, nessa fase, ndo se encontra em divisio.

Esquizonte: citoplasma irregular, muito vacuolizado e com cromatina em

divisdo (inicio da esquizogonia).
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Rosécea ou merécito: cada fragmento do nicleo, acompanhado de uma
porcao de citop|asma, forma tantos merozoitas quantas forem as Fragmen-
tacdes nucleares. Formam-se de 12 a 14 merozoitas, os quais, dispostos
de forma irregular em uma massa de pigmentos, ocupam completamente a

hemécia.

Macrogametécito: precursor do gameta feminino, de formato arredonda-
do ou oval, citoplasma abundante, niicleo grande, com cromatina grande

e periférica. Ocupa quase todo o volume da hemécia hipertrofiada.

Microgametécito: precursor do gameta masculino, semelhante ao ma-
crogametdcito, porém com cromatina menos condensada e usualmente

central.

* Plasmodium falciparum

Trofozoita jovem: citoplasma delicado, grao de cromatina saliente (“anel

de bacharel”) ou duplo, e presenca de hemécias poliparasitadas.®®

Macrogametécito: alongado e curvo, em forma de crescente (forma de

banana), com nicleo denso cercado de pigmento malarico.

Microgametécito: mais curto e menos curvado que o macrogametdcito,
seu citop|asma cora-se de forma menos intensa, sua cromatina é mais difusa

e o pigmento malérico disseminado.

Os8s.: Em casos de inFecg()es graves, ¢ possive| encontrar, em sangue
periférico, trofozoitas maduros, esquizontes e merécitos, esses com de 8
a 36 merozoitas, dispostos ao redor de uma massa de pigmentos. Usual-

mente tais formas se encontram apenas na circu|ag§o sanguinea visceral.

38 Dois ou mais trofozoitas parasitando a mesma hemécia.
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* Plasmodium malariae

Trofozoita jovem: tem aspecto de anel, citoplasma espesso e cromatina
saliente e se posiciona em faixa na hemécia.

Trofozoita maduro: assume o aspecto de faixa em quase todo o didmetro
da hemécia, apresenta citoplasma compacto e cromatina pouco visivel.
Esquizonte: citoplasma disforme, cromatina em divisdo e presenca de pig-
mentos grosseiros ao longo do corpo do parasito; apresenta-se em posicao
de faixa equatorial na hemécia.

Rosacea ou merécito: cada fragmento do niicleo, acompanhado de uma
porcao de citop|asma, forma tantos merozoitas quantas forem as fragmen-
tacdes nucleares — geralmente de 8 a 10 merozoitas, dispostos como as
pétalas de uma flor, com citoplasma residual no centro.
Macrogametécito: tem formato redondo, com poucos pigmentos grossei-
ros, e cromatina periférica semelhante ao P vivax, porém de tamanho mais
reduzido.

Microgametécito: com formato reo|ono|o, tem poucos pigmentos grossei-
ros e cromatina central dnica e menos evidente, mais difusa do que a do
macrogameta.

L
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Plasmodium falciparum

O
Plasmodium whvar Plasmodium ovale

Figura 54. Desenho esquematico de trofozoitas de plasmédios
no interior da hemécia do hospedeiro intermediério.
llustracdo: JCA Carreira ¢ AVM Silva (Laboratério de Toxoplasmose/|OC—Fiocruz).
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Figura 55. Fotos de distensdes delgadas sanguineas, coradas pelo Giemsa,
1000X: A) trofozoitas e macrogametécito de Plasmodlium falciparum (setas);
B) macrogametécito de Plasmodium vivax (seta);

Q) trofozoita de Plasmodium vivax (seta).

Fotos: Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz.

e) Epidemiologia

Cerca de cem pafses, principalmente da AFrica, Asia e América Latina,
ainda apresentam éreas endémicas para a maléria. O sudeste asiético, a China
e algumas 4reas da América do Sul apresentam transmissdo focal limitada
ao interior de florestas, de forma sazonal (com picos depois do inicio e
seguindo-se ao fim das chuvas). Nesses locais, a popu|agéo de risco consiste
em trabalhadores que entram em contato com as florestas.

A transmissdo da malaria ¢ mais comum no interior das habitacdes, em
éreas rurais e semirrurais. Pode ocorrer em éreas urbanas, principalmente nas
zonas de periferia. Em altitudes superiores a 2.000 metros, o risco de aqui-
sicio de maléria ¢ menor, pois o ambiente é desfavoravel ao mosquito. O
principal transmissor na regido amazénica é o Anopheles darlingi. Ele utiliza
grandes co|eg6€s de 4gua como criadouro e atualmente mais relacionado &
transmissdo extradomicilidria. A espécie Anopheles aquasalis predomina na
faixa litoranea, inclusive no Rio de Janeiro. Essa espécie apresenta maior ati-
vidade durante a noite, do creplsculo ao amanhecer, e pica tanto no interior
quanto no exterior das habitaces.

A transmissao do Plasmodium pode ocorrer também, de forma menos
frequente, por meio de transfusdes sanguineas, transplantes de érgaos, utili-
zagdo compartilhada de seringas e agulhas, e da gestante para o filho (maléria
congénita), antes ou durante o parto.
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A espécie P falciparum causa a malaria em sua forma mais grave, podendo
ser fatal. Segundo a OMS, em 2009 ocorreram cerca de 780 mil ébitos
por maléria no mundo. O risco de aquisicdo ndo é uniforme dentro de um
mesmo pais; dessa maneira, atualmente a transmissio da maléria no Brasil
estd basicamente restrita & Amazonia Legal. Nas capitais dessa regido, em
geral o risco é pequeno (em Belém, é quase inexistente), porém pode haver
transmissdo significativa nos arredores das cidades (periFeria de Manaus e de
Porto Velho, por exemplo). Nos estados fora da regido amazénica, o risco
de transmissdo local (autéctone) é pequeno ou inexistente. Entretanto, como
ainda existe Anopheles em areas atualmente livres da maléria, hé risco de

ocorrer a reintrodugdo da mesma.

f) Profilaxia

° e|iminagéo de criadouros de anofelinos (uso de larvicidas e predadores);
* uso de inseticidas de acdo residual;

* uso de telas nas casas;

* uso de roupas protetoras, principa|mente ao entardecer e ao amanhecer;
* controle dos bancos de sangue;

* tratamento dos individuos parasitados (principalmente aqueles com ga-
metécitos circulantes);

* quimioprofilaxia para viajantes e grupos de risco.

5.6 Protozodrios do filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida,
género Babesia

A) Babesia sp

a) Morfologia e biologia
A babesiose constitui importante enfermidade parasitéria dos animais do-

mésticos, podendo ocasionar grandes perdas econdmicas no rebanho. Esse
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parasitismo desencadeia um quadro cléssico de anemia, com comp|icag6€s
decorrentes da multiplicacdo intraeritrocitaria intensa.

Mais de 70 espécies conhecidas de Babesia apresentam como hospe-
deiros definitivos carrapatos ixodideos. Grosseiramente, as espécies podem
ser divididas em dois grupos: grandes babésias (quando seu tamanho excede
2,5 Um ou o raio da hemécia parasitada) e pequenas babésias (menores do
que 2,5 (Um).

Algumas caracteristicas do ciclo evolutivo das diferentes espécies de ba-
bésia lembram o ciclo dos plasmédios humanos. A mu|tip|icagéo assexuada
por esquizogonia ocorre no interior dos eritrécitos de mamiferos, assim como
o inicio da gametogonia, seguindo até a formacdo dos gametécitos. Os
gametécitos, quando ingeridos pelos carrapatos, ddo continuidade ao ciclo
evo|utivo, amadurecendo em gametas no intestino do artrépode.

A fusdo do microgameta ao macrogameta origina o zigoto, que evolui
para oocineto, onde os esporozoitas serdo formados. O rompimento do
oocineto libera os esporozoitas, que migram para diversos tecidos (muscu-
lar, glandular, cutdneo), sendo de especial relevancia quando infectam os
ovdrios, pois, entdo, sao transmitidos de forma transovariana para a préxima
geracdo de carrapatos. Nesse caso, os artrépodes nascem parasitados.

De acordo com a espécie, as babésias podem ser transmitidas tdo logo se
inicie a alimentacdo do hospedeiro, sendo inoculadas com a saliva do artré-
pode no mamifero. Ao alcancarem os eritrécitos, os esporozoitas utilizam suas
estruturas apicais para penetrar na célula hospedeira, onde iniciam a multipli-
cagao assexuada (esquizogonia). Alguns relatos indicam ainda a possibilidade
de transmissdo por via placentaria e de forma mecanica, por meio de pungao
sanguinea de animal infectado posteriormente inoculada em animal suscetivel.

A babesiose animal tem curso diferente segundo as espécies de parasito e
do hospedeiro em questdo. Algumas a|terag6€s sdo idénticas as apresentadas

por outros parasitos intraeritrocitarios, como os plasmédios.
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b) Patogenia e manifestagées clinicas

Certas espécies podem levar & aderéncia de glébulos parasitados as pare-
des dos vasos, prejudicando bastante a oxigenacgao local e reduzindo a taxa de
espécimes detectveis nos exames parasitolégicos sanguineos. O quadro cli-
nico envolve, dentre outros sintomas, anemia hemolitica, >’ hemog|obim’1ria,4°
ictericia*' e dispneia,*? e leva & progressiva debilitacio da condico fisica do
animal, podendo ser fatal.

Casos de babesiose humana tém sido relatados em diversos paises, inclusi-
ve no Brasil. As espécies envolvidas até o momento sdo Babesia microti (que
possui murinos, e as espécies de carrapatos que os parasitam, como hospe-
deiros naturais), Babesia bovis e Babesia divergens (que tém bovinos, bu-
balinos e cervideos como hospedeiros naturais). O quadro clinico humano é
semelhante ao da ma|éria,- entretanto, o exame das formas sanguineas, quando
analisadas por profissionais capacitados, permite a distingdo morfolégica entre
os agentes. Seu formato pode variar de acordo com a etapa de evo|ug§o no
hospedeiro, apresentando forma de virgula, anel, ovoide ou mesmo ameboide
e irregular, e sempre com carioteca distinta. Casos de parasitismo humano
encontrados no Rio de Janeiro e em Sdo Paulo trazem & tona a discussdo
sobre a maneira como a aquisicao do parasitismo estd ocorrendo na espécie.
Atualmente, a possibilidade de veicu|agéo por transfusGes sanguineas tem
sido apontada como uma das causas.

O diagnéstico parasitolégico pode fornecer resultado falso negativo, de-
pendendo da espécie de babésia e da parasitemia apresentada. Por isso,
recomenda-se a realizacdo de vérias coletas em dias diferentes e a associagdo
com outras técnicas, como as de imunodiagnéstico (Rifi, ELISA). As técnicas
moleculares sdo empregadas como forma répida e segura de diagnéstico da

babesiose humana em alguns paises. O isolamento em animais de laboratério

3% Anemia decorrente da destruicio excessiva de hemécias.

#0 Presenca de hemoglobina na urina.

41 Deposigéo de pigmentos biliares no tegumento, ocasionando co|oragéo amarelada na pele e nas
mucosas.

42 Dificuldade respiratéria.
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permite boa ava|iagéo do parasito e sua identiFicagéo; entretanto, requer
tempo maior para a obtengéo do resultado.

A babesiose ocorre em todos os continentes, estando a distribuigéo das
espécies do protozodrio diretamente relacionada & distribuicdo das espécies

de ixodideos transmissores.

c) Profilaxia e controle

O controle da enfermidade no rebanho deve ser feito em conjunto com o
combate ao carrapato, sem o seu comp|eto exterminio, a fim de manter uma
imunidade regular nos animais. O contato de humanos com os artrépodes
deve ser evitado por meio do uso de roupas protetoras; apds exposicao a
locais ou animais potencialmente infestados, também deve ser efetuada ins-

pecao corporal.

6. Protozodrios do filo Ciliophora, ordem Trichostomatida, familia
Balantidiidae, género Balantidium

A) Balantidium coli

O Balantidium coli é o Gnico ciliado patogénico para o ser humano.

a) Morfologia e biologia

Morfologia

Trofozoita: tem de 40 a 90 Um de altura por 30 a 60 Um de largura; seu
formato é ovoide ou eliptico e apresenta dois nicleos: um em forma de rim,
nitidamente de dimensdo maior (macron(icleo), e outro, préximo ao macrond-
cleo, de dificil visualizacgo (micronicleo). No citoplasma, hé grandes vactiolos
contréteis em nimero varidvel. Nos po|os ce|u|ares, encontram-se, opostamente,
o citéstoma e o citopigio. Sua membrana plasmética apresenta externamente
numerosas fileiras de cilios (raramente visualizados nas preparacdes permanentes,

pois sdo destruidos pelo processo de Fixagéo e/ou co|oragéo).
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Cisto: com 40 a 60 um de diametro, tem formato esférico ou ovoide, com
dois nicleos semelhantes aos do trofozoita. Seu citop|asma possui aspecto

hialino, com presenca de vactolos. A membrana cistica ¢ relativamente grossa.

Vactolo digestivo Macrontcleo

- Micronlicleo
Citopigio
: Microndcleo

X ——Parede cistica
Macrondcleo

Figura 56. Balantidium coli: A) trofozoita; B) cisto.
||ustragéo: JCA Carreira e AVM Silva (Laboratério de Toxop|asmose/|OC—Fiocruz)‘

Ciclo biolégico do Balantidium coli

O B. coli se multiplica na luz do intestino grosso, geralmente sem causar
danos locais; ocasionalmente, porém, invade a mucosa e outros tecidos, pos-
sivelmente por meio da liberacdo de enzimas histoliticas. A reproducdo ocorre
por divisdo binéria (reprodugéo assexuada) e, algumas vezes, por conjugacao
(reproducdo sexuada). Periodicamente, formam-se cistos que sdo eliminados
nas fezes. Os cistos raramente sdo encontrados nas fezes humanas; entretanto,
sdo frequentes na evacuagdo de porcos parasitados. A infeccio de um novo

hospedeiro ocorre por ocasido da ingestdo dos cistos.
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Trofozo i

B. M’:.:sma;:‘m;da Cistos de B. coli evoluem para trofozoitas,
fezes humanas, que se reproduzem por divisdo bindria
contaminando dgua transversal — alguns trofozoitas

e alimentos diferenciam-se em cistos

Figura 57. Ciclo biolégico do Balantidium coli.

b) Patogenia e manifestagées clinicas

A balantidiase, infecgéo por B. coli, pode ter curso semelhante & ame-
biase; pode ser muitas vezes assintomatica ou levar a Glceras, em forma de
“gargalo de garrafa”, na mucosa do intestino grosso, principa|mente no ceco,
apéndice e sigmoide. As manifestacdes clinicas da balantidiase podem ser a
presenca de fezes diarreicas com sangue e/ou muco, febre e célica abdominal.
Em alguns casos, normalmente crénicos, os mesmo sintomas podem ser encon-
trados, porém de forma mais branda e acompanhados de tenesmo,*® perda
do apetite e anemia, normalmente alternando com periodos assintométicos.
As |oca|izag6es extraintestinais sdo pouco frequentes, podendo, nesse caso,

acometer pulmdes, sistema urogenital ou figado.

43 Sensagéo dolorosa na bexiga ou na regido anal, com desejo continuo de urinar ou de evacuar,
sem @éxito.
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c) Diagnéstico laboratorial
Fezes diarreicas: por meio do exame direto é possivel visualizar os trofo-
zoitas.

Fezes moldadas: s3o utilizadas técnicas de concentracdo, como as de Faust

e cols. (1938) e de Ritchie (1948).

OsBs.: A fim de aumentar a sensibilidade diagnéstica, a pesquisa de
formas parasitérias deve ser realizada em mais de uma amostra fecal (de 3

a 5), sendo que, exceto para a Gltima coletada, utilizam-se conservantes

(MIF ou similares).

Outros materiais biolégicos: em casos especificos, pode-se utilizar ainda
para a pesquisa material aspirado, por meio de retossigmoidoscopia,** de
lesdes ulceradas, com posterior co|oragéo por hematoxilina eosina ou hema-

toxilina férrica.

d) Epidemiologia

A inFecgéo por B. coli, apesar de ser amplamente distribuida no mundo,
¢ pouco frequente em humanos, sendo mais encontrada em regides de clima
tropical e subtropical onde predominem a falta de educagéo sanitaria das
populacoes. O papel dos suinos como reservatérios e fontes de infeccao
para humanos é controverso. A dificuldade de encistamento do B. coli em
humanos, possive|mente fruto de resisténcia natural, é fator redutor da disse-

minagao da parasitose. Os simios sdo reservatérios naturais do parasito.

e) Profilaxia e controle
* destino adequado &s fezes de suinos, homens e simios parasitados;
® saneamento bésico e educagéo sanitdria;

® tratamento dos individuos infectados.

# Endoscopia realizada por via retal, para observagéo da regido do reto e sigmoide.
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7. Protozodrios parasitos de animais domésticos

O nlmero de protozoérios parasitos de animais domésticos é muito gran-
de. Tal como nos humanos, algumas protozooses podem ocasionar manifesta-
coes clinicas de grau varidvel, acarretando no animal desde infecgdes assinto-
méticas até o ébito, trazendo prejuizos econdmicos (no caso de animais de
produgéo) e afetivos (no caso de animais de companhia). Além disso, esses
animais podem servir como importantes fontes de transmissdo de protozooses
para humanos e para outras espécies de animais, ocasionando inclusive sur-
tos zoonéticos que, eventualmente, podem dar origem a infecgées humanas.

Alguns exemplos de protozoérios parasitos estdo relacionados no quadro 2.

Quadro 2. Principais protozoarios parasitos de animais domésticos.

Género/ Principais . ) i L
L. . Habitat Formas diagnosticadas nos animais
espécie hospedeiros
Trofozoita de formato irregu|ar,
Humanos e Intestino grosso niicleo apresentando cariossomo
Entamoeba outros primatas, | e, eventua|mente, puntiforme central e cromatina
histolytica caninos, felinos | figado, pulmao, periférica. Cisto arredondado
e suinos cérebro (10 um a 15 Um), com um a
quatro nicleos
Trofozoita piriforme com cerca de
20 Um por 10 Um, apenas um
Tritrichomonas . . niicleo e quatro flagelos — trés
Bovinos Trato genital ) ;
foetus anteriores livres e um recorrente,
formando a membrana ondulante
e se exteriorizando posteriormente
Hospedeiros
vertebrados: Tripomastigota fusiforme,
equinos, alongada e fina (19 a 39
Trypanosoma ruminantes, . Um), com flagelo de origem
brucei evansi suinos e felinos Sangue e linfa posterior formando a membrana
Hospedeiros ondulante, cinetop|asto pequeno
invertebrados: e subterminal
tabanideos
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Trypanosoma
P . ) ) Morfologicamente semelhante ao
brucei Equino Trato urogenital .
) T b. evansi

equiperdum
Hospedeiros
vertebrados:
humanos,
caninos, Amastigotas ovalados, com

Leishmania spp

equinos, felinos

Células do

sistema fagocitico

cinetoplasto em forma de bastdo,

e animais | associado a um flagelo rudimentar
. mononuclear L.
silvestres (ndo exteriorizado)
Hospedeiros
invertebrados:
flebotomineos
Caninos, . ..
R Cistos pequenos, e||pt|cos

felinos, tet leados: trofozoit

o ) . e tetranucleados; trofozoita

Giardia lamblia pequenos Intestino de|gao|o . ', .
p|r|Forme, com oito F|age|os, dois
e grandes ; . .
. nicleos e disco suctorial
ruminantes
Hospedeiro
definitivo: e
carrapatos Mﬁr;}zmtas e jrm:ltodvanave
ixodideos (piriformes, arredondados,
Babesia spp Hemécias ovalados ou irregulares),

Hospedeiros

intermediarios:
mamiferos
domésticos

geralmente aos pares, unidos pela
extremidade mais afilada

Eimeria spp

Mamiferos,
aves, repteis e
peixes

Intestino grosso
ou delgado (de

acordo com a

Qocistos identificados de

acordo com forma esférica, oval
ou elipsoide e tamanho mais
comumente de 15 a 50 um.
Quando esporulados, apresentam

Isospora spp
(Cystisospora
spp)

espécie) . ]
quatro esporocistos, com dois
esporozoitas cada
Hospedeiros
definitivos: Qocistos semelhantes aos de

caninos e felinos

Hospedeiros
paraténicos:
ratos e

camundongos

Intestino delgado

Eimeria spp, porém apresentando,
quando esporulados, dois
esporocistos com quatro
esporozoitas cada
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Cryptosporidium | Humanos, Células do intestino Oocistos esféricos (5 fum por 4,5
parvum e roedores e delead /.lm), com quatro esporozoitas
elgado e grosso
C. muris gado 8 8 alongados no interior
Hospedeiros Hospedeiros definitivos:
definitivos: oocistos de parede frégil, que
carnivoros geralmente se rompem ainda
(principalmente | Hospedeiros no intestino do hospedeiro
caninos e definitivos: células definitivo; esporocisto pequeno
7
felinos) do intestino (12 a 16 um por 8 a 11 Um)
Sarcocyst/s spp Hospedeiros de|gado contendo quatro esporozoitas
intermediarios: | Hospedeiros Hospedeiros intermediérios:
mamiferos, intermediarios: cistos (com bradizoitas)
aves, marsupiais | tecido muscular apresentando caracteristicas
e animais de parede e septos varidveis
pecilotérmicos conforme a espécie, podendo
(presas) chegar a dimensdes macroscépicas
Hospedeiros
p ; Hospedeiros definitivos:
p
definitivos: células ist dind d
oocistos medindo cerca de
. do intestino delgado
ospedeiros m por m; quando
Hosped 12 um por 10 Um; quand
definitivos: Hospedeiros esporulados, possuem dois
oo/ felideos intermediérios: esporocistos com quatro
oxopiasma diversos tipos i1
% Hospedeiros P esporozoitas cada
5’0’7d” ) . celulares — L. e
intermediarios: . Hospedeiro intermediérios:
fibroblast P
, ibroblastos . .
mamiferos e L. ! cistos contendo bradlzmtas,
hepatécit t
epatdcitos, entre
aves |to ! ; podendo chegar a 100 um;
outros — e cistos em L,
. taquizoitas em forma de arco,
fib I
ibras musculares e
) medindo de 6 a 8 Um
células nervosas
. Hospedeiros
Hospedeiros o ]
definiti definitivos: células
efinitivos:
d do intestino delgado | Hospedeiros definitivos:
canideos
Hospedeiros oocistos semelhantes aos de T
Hospedeiros i sdi
N, . P ire intermediérios: gondi com, em média, 11,7 Um
eospora intermediérios: L, por 11,3 Um
. R taquizoitas em !
caninum bovinos, ) K . . is
. diversos tipos Hospedeiros intermediérios:
p P
ovinos . . L
. ! celulares e cistos cistos teciduais com parede
caprinos
p. ! em tecido nervoso espessa (mais de 4 ,Um)
equinos e ,
a (cérebro, medula e
caninos

retina)




Protozoologia | 135

Hammondia spp

Hospedeiros
definitivos:
felideos e
canideos

Hospedeiros
intermediarios:
caprinos, suinos
e roedores

Hospedeiros
definitivos: células
do intestino

delgado

Hospedeiros
intermediérios:
principalmente em
tecido muscular

Hospedeiros definitivos:
oocistos morFo|ogicamente
semelhantes aos de T gondi

Hospedeiros intermediérios:
cistos ndo septados, semelhantes
aos de T gondlii

Besnoitia spp

Hospedeiros
definitivos:
felideos

Hospedeiros
intermediérios:
bovinos,
caprinos,
equideos,
cervideos,
roedores,
coelhos,
gambés e
|agartos

Hospedeiros
definitivos: células

do intestino

delgado

Hospedeiros
intermediérios:
principalmente
tecido conjuntivo,
subcutdneo e

musculatura

Hospedeiros definitivos:
oocistos semelhantes aos de T.
gondii, com aproximadamente 12
MUm por 17 Um

Hospedeiros intermediérios:
cistos de parede espessa com
bradizoitas no interior

8. Sinopse diagnéstica dos protozodrios parasitos

* Métodos parasitolégicos

Permitem identificar os parasitos vivos ou mortos por sua morfologia na

microscopia. Podem ser diretos ou indiretos.

a) Diretos: sdo realizados diretamente do material coletado do hos-

pedeiro (sangue, secregoes, fezes, material de pungdo ou escarificagéo,

tecidos provenientes de biépsia ou necropsia). Exemplos:

* exame a fresco, entre lamina e laminula: organismos vivos nao

corados ou mortos corados (microscopia);

* material corado em lamina, sem ou com fixag'a'o prévia: gotas

espessas, distensées, estirados, impressdes (imprint);
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* material “enriquecido” por centrifugagéo, sedimentagéo, flutu-
acio ou passagem por gradiente;

* material fixado para cortes histolégicos: cortes corados.*

b) Indiretos: sdo realizados apds procedimentos que objetivam enrique-
cer o material a ser examinado, utilizando-se metodologias que obrigato-
riamente possibilitem a mu|tip|icagéo dos parasitos, aumentando assim a
especificidade dos exames. Exemplos:

* cultivo em meios especificos;
* cultivo em células;*
* xenodiagnéstico natural ou artificial;

* inoculacdo em animais de laboratério.

* Técnicas imunolégicas

Podem evidenciar, de forma indireta, os parasitos, mediante pesquisa de
anticorpos especificos em seus hospedeiros (realizacdo de técnicas sorolégicas).
Podem identificar o préprio parasito (ou seus antigenos) por meio da uti|izagéo

de anticorpos monoclonais, entre outras técnicas.’

b TéCI‘IiCGS mo|ecu|ares

Podem detectar partes do genoma dos parasitos por meio da uti|izagéo de

sondas moleculares especificas. Exemplo: PCR, entre outras técnicas.*®

* Ver o capitulo “Técnicas histolégicas”, no volume 2 desta colecdo.
46 ’ « . » _
Ver o capitulo “Cultivo celular”, no volume 2 desta co|egao.
*7 Ver o capitulo “Imunologia”, no volume 4 desta colecso.
48 Ver o capitulo “Biologia molecular”, no volume 3 desta co|egéo (no prelo).
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Outras técnicas utilizadas em protozoologia

a) |nvestigag'a'o epidemiolégica ou estudos de popu|a<5'6es de parasitos

(geralmente em culturas) que identifiquem variagoes intraespecificas: *°
* cletroforese para isoenzimas (zimodema);

* cletroforese para caracterizagao de DNA apos tratamento por

enzimas de restricao (esquizodema);

* cletroforese em gracliente de pu|so (cromossomos).

b) Pesquisa de protozoarios (cistos ou trofozoitas) em é4gua e solo:
* flutuacdo;

* filtracdo.

8.1 Técnicas utilizadas em protozoologia
8.1.1 Técnicas para exames parasitolégicos — sangue e outros tecidos

Do ponto de vista da parasitologia, existem algumas técnicas amplamente
utilizadas no exame do sangue e de tecidos com o intuito de detectar a pre-
senca de protozoérios parasitos. Essas técnicas, descritas na literatura, apresen-
tam valores de sensibilidade e especificidade variéveis no que tange & detecgéo
de formas parasitarias em diferentes tecidos, e a detecgéo pode ser realizada
de maneira direta ou indireta. Descrevemos a seguir alguns dos métodos e
solugdes utilizados rotineiramente em laboratérios com o objetivo da deteccdo
de parasitos no sangue (como o Trypanosoma cruzi e o Plasmodium spp) ou

em outros tecidos (como a Leishmania spp).

* Ver o capitulo “Cultivo celular”, no volume 2 desta colecio.
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8.1.1.1 Exame parasitoldgico no sangue

a) Métodos diretos
* Exame a fresco ou direto
Fundamento: demonstrar, de forma rapida, os parasitos vivos no sangue.

Material necessario:

1) Material para pungao digital ou coleta de sangue venoso;
2) Laminas e laminulas;

3) Solucgo salina a 0,85% (opcional);

4) Microscépio.

Técnica: para a rea|izagéo dessa técnica, utiliza-se uma gota de sangue
obtida por pungao capilar digital ou de sangue venoso coletado com anticoa-
gulante. O material deve ser colocado entre ldmina e laminula e examinado no
microscépio, em objetiva de 40X. Diante do pequeno volume de sangue exa-
minado a cada vez, é preciso repetir o método vérias vezes ao dia ou mesmo
em dias consecutivos até que o parasito possa ser detectado. Pode-se diluir a

gota de sangue em uma gota de solugdo salina a 0,85%.

® Exame a fresco ou direto utilizando-se animais de laboratério

O sangue também pode ser proveniente de animais de laboratério; no caso

de camundongos ou ratos, o método deve ser realizado da seguinte forma:

Material necessario (utilizando-se animais de laboratério):
1) Alcool a 70%;

92) Tesoura estéril;

3) Léaminas e laminulas;

4) Solucdo salina a 0,85% (opcional);

5) Microscépio.

Procedimento (utilizando-se animais de laboratério):
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a) Conter o animal e fazer assepsia de sua cauda com é4lcool a 70%;

b) Fazer um pequeno corte na cauo|a, com tesoura estéri|;

c) Coletar uma gota de sangue no centro da lamina, adicionar uma gota
de solucdo salina (opcional) e cobrir com laminula;

d) Observar no microscépio.

* Material corado em laminas de distensdo de sangue

Fundamento: fixacdo e coloracdo de material sanguineo para identificagdo
de formas evolutivas de parasitos.

A distensdo do material pode ser realizada por meio de camada delgada ou
gota espessa; O material deve ser preparado e corado pe|o método de Giemsa
ou de Leishman. O exame do material corado permite, além da deteccdo dos
tripanossomatideos, a identificagéo especifica de Plasmodlium spp, entre outros
parasitos. A desvantagem dos esfregacos corados ¢ que normalmente requerem
parasitemias elevadas para evidenciagéo do parasito. No entanto, a uti|iza<5‘éo
de diferentes métodos parasitolégicos isolados ou combinados pode permitir a
deteccdo rapida e precoce da infeccdo. A identificacio dos parasitos é reali-

zada por um ou dois tipos de esfregago sanguineo.

* Esfregacos estirados de sangue (camada delgada)

Vantagem: por formarem uma camada delgada de sangue, os esfrega-
cos permitem melhor visua|izagéo do parasito: as células sanguineas e os
parasitos ficam mais espagados, podendo ser mais bem observadas as

suas caracteristicas morfoldgicas.

Material necessario:
1) Material para pungao digital ou coleta de sangue venoso com anticoa-
gu|ante;

2) Laminas e laminulas;
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3) Microscépio.

Material necessario (utilizando-se animais de laboratério):
1) Alcool a 70%;

92) Tesoura estéril;

3) Léaminas e laminulas;

4) Microscépio.

Procedimento:

a) Colocar uma pequena gota de sangue obtido por puncdo da polpa
digital ou de sangue venoso coletado com anticoagulante, na extremidade
de uma lamina. No caso de animais de laboratério (camundongos ou ra-
tos), retirar o sangue da cauda do animal infectado, fazendo um pequeno
corte com tesoura estéril, apds a assepsia do local com élcool a 70%,

desprezando as primeiras duas ou trés gotas de sangue;

b) Com outra lamina apoiada sobre a primeira em angulo de 45°, fazer o
sangue se espalhar por capilaridade, de forma que o angulo entre as duas

|aminas seja preenchido por sangue;

c) Distender a gota deslocando a segunda lamina sobre a primeira, de
forma que todo o sangue seja distendido. No caso de coletas sem anti-
coagulantes (polpa digital, cauda de animais de laboratério), o esfregago
deve ser feito rapidamente, em uma tnica diregéo, antes que o sangue

comece a coagu|ar;

d) Secar a preparagao rapidamente, para ndo deformar os parasitos, agi-

tando-a ao ar. Fixar e corar.

Oss. 1: Esfregagos devidamente secos e protegidos apresentam boas
condigées por algumas semanas.
Oss. 2: Uma boa preparacdo em camada delgada deve ter:

* no minimo 2 cm de comprimento;

® as margens |in€S em ambos (3 |ao|os;
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® apds a co|oragéo, os globulos vermelhos deven estar em camada tnica,
uns ao lado dos outros, com as hemécias levemente coradas, o nicleo

dos leucécitos corado em roxo-azulado e a imagem nitida e uniforme.

/ },7//74/ L

Figura 58. Esquema do procedimento de distensdo delgada sanguinea

(incorretamente conhecido como esfregaco sanguineo).

* Distensao espessa (gota espessa)

Vantagem: por utilizar maior quantidade de sangue em pequena érea,
a gota espessa propicia uma concentracao vinte vezes maior do que a
distensdo delgada, sendo um método de boa sensibilidade nos casos de

baixa parasitemia.

Material necessario:

1) Material para puncao digital ou coleta de sangue venoso com anticoa-
gu|ante,~

92) Laminas e laminulas;

3) Palito ou ponteira;

4) Estufa (opcional);

5) Microscépio.

Material necessario (utilizando-se animais de laboratério):
1) Alcool a 70%,;

92) Tesoura estéril;
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3) Léaminas e laminulas;

4) Microscépio.

Procedimento:

a) Colocar quatro gotas pequenas de sangue obtido por puncao da polpa
digita| ou de sangue venoso coletado com anticoagu|ante no centro de uma
lamina; as gotas devem estar posicionadas como se formassem as extremi-
dades de um quadkilatero. No caso de animais de laboratério (camundon-
gos ou ratos), retirar o sangue da cauda do animal inFectado, fazendo um
pequeno corte com tesoura estéril apds a assepsia do local com é4lcool a

70%, desprezando as primeiras duas ou trés gotas de sangue;

b) Com o auxilio de um palito, ponteira ou outra lamina, juntar as gotas
com movimentos circulares em uma gota Gnica. No caso das coletas sem
anticoagulantes (polpa digital, cauda de animais de laboratério), a juncao

deve ser feita rapidamente, antes que o sangue comece a coagu|ar;

c) Secar a preparacao rapidamente, para ndo deformar os parasitos, agitan-

do-a ao ar. Nesse Caso, pode-se utilizar também a estufa a 37°C,~
d) Mergulhar a lamina em 4gua destilada tamponada;

e) Deixar em repouso para desemoglobinizar, por aproximadamente 10

minutos;

f) Retirar, deixar secar e corar.

Unir as 4
gotas
de sangue

g
L E

Gotas de
sangue

da limina
para o centro

s NS

Figura 59. Esquema do procedimento de gota espessa de sangue.
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8.1.2 Técnicas de concentracdo para recuperacdo de protozodrios encon-

trados no sangue

8.1.2.1 Principais métodos de coloracdo empregados na pesquisa de

parasitos sanguineos ou teciduais

Geralmente sdo utilizados corantes derivados do Romanowsky, sendo o

método de Giemsa o mais empregado.

* Método de Giemsa comum

Fundamento: co|oragéo rapida que promove Fixagéo do esFregago sangui-

neo pelo metanol e sua coloracdo pela solucio de Giemsa.

Material necessario:

1) Preparado sanguineo (esfregaco e/ou gota espessa);

2) Béquer 100 mL e proveta de 50-100 mL para diluicio do Giemsa;
3) Agua comum;

4) Pipeta Pasteur;

5) Suportes para laminas;

6) Metanol (4lcool metilico absoluto) ou May-Griinwald;

7) Solucdo aquosa de Giemsa;

8) Microscépio.

Procedimento:

a) Fixar o preparado de sangue com 4lcool metilico por 5 a 10 minutos;
b) Escorrer o élcool metilico e, sem lavar, deixar secar;

c) Cobrir o esfregago com so|ugao diluida do Giemsa (3 gotas do corante
para cada 2 mL de 4gua da torneira), deixando agir durante 30 a 40
minutos;

d) Lavar em 4gua corrente e deixar secar ao ar;

e) Observar no microscépio em objetiva de imersao.
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* Método de Giemsa (lento)
Fundamento: co|oragéo lenta que atinge os mesmos objetivos do método

de Giemsa comum.

Material necessario:

1) Preparado sanguineo (esfregaco e/ou gota espessa);
9) Béquer 100 mL e proveta de 50-100 mL para o preparo do Giemsa
lento;

3) Agua comum;

4) Pipeta Pasteur;

5) Suportes para laminas;

6) Metanol (4lcool metilico);

7) Solugdo de HCl a 5 N (opcional);

8) Solucdo de Giemsa lento;

9) Cuba de coloragio;

10) Microscépio.

Procedimento:

a) Fixar o preparado de sangue com metanol por 5 a 10 minutos;

b) Escorrer o é&lcool metilico e deixar secar;

c) Imergir as laminas, por 15 minutos, em uma solucdo HCl a 5 N (op-
cional);

d) Lavar com égua corrente (fluxo delicado) e deixar secar;

e) Corar o preparado com a so|ugéo de Giemsa lento (quantidade sufi-
ciente para uma cuba de coloracdo), deixando agir por 12 a 24 horas;
f) Lavar rapidamente em &gua corrente e deixar secar ao ar;

g) Observar no microscépio, em objetiva de imerséo.
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Oss.: A passagem pelo HC| é opcional, sendo particularmente indi-
cada nas situagdes em que se deseje visualizar com clareza a posicao
relativa do nicleo e cinetoplasto. Nao se aconselha aplicar essa etapa
do protocolo quando a técnica for utilizada para corar esfregagos sangui-
neos. Esse protocolo pode ser aplicado com essa etapa para a co|ora<_;éo

de materiais provenientes de culturas de tripanossomatideos.

* Método de Giemsa (tamponado)
Fundamento: coloracio que promove uma fixagdo do esfregaco sanguineo
pelo formol tamponado a 5% (ou metanol) e a sua coloracdo pela solugdo

tamponada de Giemsa.

Material necessario:

1) Preparado sanguineo (esfregaco e/ou gota espessa);

2) Béquer 100 mL e proveta de 50-100 mlL para diluicio do Giemsa
no tampao;

4) Agua comum;

5) Pipeta Pasteur;

5) Suportes para laminas;

6) Formol tamponado a 5% ou metanol (é|coo| met|'|ico),~

7) Solucdo de HCl a 5 N (opcional);

8) Solugdo tamponada de Giemsa;

9) Cuba de coloracio;

10) Microscépio.

Procedimento:

a) Fixar o preparado de sangue com formol tamponado a 5% por 5 mi-
nutos (ou metanol por 5 a 10 minutos);

b) Escorrer o formol tamponado (ou o metanol) e deixar secar;

c) Imergir as laminas, por 10 minutos, em uma solucgigo HCl a 5 N (op-

cional);
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d) Lavar bem com 4gua corrente (fluxo delicado) (ndo deve ficar residuo
de HCI) e deixar secar;

e) Corar o preparado com a so|ugéo tamponada de Giemsa, deixando agir
por 45 minutos (em média);

f) Lavar rapidamente em 4gua corrente (fluxo delicado) e deixar secar ao ar;

g) Observar no microscépio em objetiva de imersao.

Oss.: A passagem pelo HC| é opcional, sendo particularmente indi-
cada nas situacdes em que se deseje visualizar com clareza a posicdo
relativa do nlicleo e cinetoplasto. N&o se aconselha aplicar essa etapa
do protocolo quando a técnica for utilizada para corar esfregagos sangui-
neos. Esse protocolo pode ser aplicado com essa etapa para a coloragdo

de materiais provenientes de culturas de tripanossomatideos.

* Método de May-Griinwald—Giemsa

Fundamento: co|oragéo que permite a|can<5‘ar os mesmos objetivos do
método de Giemsa, ndo necessitando de outro reagente fixador além do que

ja faz parte da so|ugéo corante (May-Griinwald).

Material necessario:

1) Preparado sanguineo (esfregaco e/ou gota espessa);

92) Béquer 100 mL e proveta de 50-100 mL para diluicgo do Giemsa;
3) Agua comum;

4) Pipeta Pasteur;

5) Suportes para laminas;

6) Corante May-Griinwald;

7) Solugdo aquosa de Giemsa (3 gotas do corante para cada 2 mL de
gua);

8) Microscépio.
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Procedimento:

a) Cobrir o preparado de sangue com 20 gotas de May-Griinwald (o
fixador faz parte do corante) por 3 minutos;

b) Sem rejeitar o May-Griinwald, acrescentar 20 gotas de 4gua destilada,
deixando por 3 minutos;

c) Desprezar a mistura e, sem lavar a ldmina, cobri-la com a so|u<5‘éo de
Giemsa diluida (3 gotas do corante para cada 2 mL de 4gua), deixando
agir por 20 a 30 minutos;

d) Lavar rapidamente em 4gua corrente e deixar secar ao ar;

¢)Observar no microscépio em objetiva de imersao.
b) Métodos indiretos

* Hemocultura

Fundamento: processo para multiplicacio de protozoérios parasitos do
sangue em meio acelular; muito utilizado para cultivo de tripanossomatideos

em meio acelular.
Material necessério:

1) Material para coleta de sangue venoso com anticoagu|ante,~
2) Tubos de ensaio;

3) Estante para tubos;

4) Pipetas de 1, 2 e 5 mL e pipetador;

5) Meio de cultura LIT (do inglés Liver Infusion Tryptose);
6) Pipeta Pasteur;

7) Estufa;

8) Laminas e laminulas;

9) Microscépio.



148 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Sadde

Procedimento:

a) Coletar cerca de 10 mL de sangue venoso do paciente suspeito com
anticoagulante.

b) Colocar a|fquotas de1a2mlde sangue total em tubos contendo
5 mL de meio LIT

c) Incubar a 28°C e examinar em microscépio a cada 15 dias durante

4 meses.
* Xenodiagnéstico

Xenodiagnéstico natural

Fundamento: processo biolégico de diagnéstico baseado na suscetibilida-
de dos triatomineos a infecgéo pelo Trypanosoma cruzi. Esse método, introdu-
zido por Brumpt em 1914, tem por base a multiplicagdo do 7. cruzi no trato
digestivo do triatomineo e permite a sua deteccdo nas fezes ou na urina dos
insetos alimentados com sangue do paciente ou de animais com suspeita de

inFecgéo, apds um periodo que varia de 1 a 3 meses.

Os8s.: O xenodiagnéstico é uma técnica perfeitamente aplicivel para
a pesquisa de campo e/ou o isolamento de amostras de T cruzi de
pacientes e/ou animais. Entretanto, sua uti|izagéo em pacientes pode
ocasionar com certa frequéncia reagoes alérgicas, decorrentes da saliva

dos triatomineos, levando a rejeicao do exame pelo paciente.

Material necessario:

1) Aproximadamente 5 a 6 ninfas “limpas” (criadas em laboratério com
sangue de aves) de quarto ou quinto estigio de desenvolvimento; as nin-
fas devem estar em jejum alimentar de 20 a 30 dias;

92) Caixa de cartdo tampada com pedago de fil6 (ou tela);

3) Eléstico;

4) Pinca de seccio;
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5) Léaminas e laminulas;
6) Pipeta Pasteur;

7) Solugdo fisiolégica;

8) Microscépio;

9) Homogeneizador;

10) Gaze;

11) Centrifuga;

12) Microscépio de fase;
13) Seringas e agulhas;
14) Aleool a 70%;

15) Animais de laboratério (camundongos ou ratos);

16) Material para a co|oragéo pelo método de Giemsa tamponado.

Procedimento:

a) Colocar as ninfas na caixa de carto;

b) Cobrir com filé e prender com eléstico;

c) Colocar em contato com a pe|e do paciente através do fil6 (em hu-
manos, a caixa & ap|icao|a no antebrago; em animais, deve-se escolher um
local onde os pelos ndo dificultem a alimentacdo dos triatomineos);

d) Deixar de 30 a 60 minutos ou até que os barbeiros se desprendam
depois de cheios;

e) Apds 30 dias do repasto sanguineo, fazer exames periédicos das fezes
do barbeiro, colhendo-as com o auxilio de pinga de seccdo do abdémen
do inseto no sentido cranio caudal. As fezes expelidas, as que se adiciona
uma gota de so|ugéo fisiolégica, sdo examinadas em lamina e laminula,
buscando-se formas flageladas méveis;

f) Apés seis semanas, caso os exames anteriores sejam negativos, trituram-
se os triatomineos em um homogeneizador, e o liquido obtido ¢ filtrado
em gaze, centrifugado durante 10 minutos a 2.500 rpm e seu sedimento
examinado, entre ldmina e laminula, em microscopia de fases. O restante

cora-se pe|o Giemsa (4 inocu|a-se em camundongos.
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Xenodiagnéstico artificial

Fundamento: processo bioldgico de diagnéstico baseado na suscetibili-
dade dos triatomineos a inFecgéo pelo Trypanosoma cruzi. Utilizado quando
ndo se pode praticar o xenodiagnéstico natural e se objetiva pesquisar o 7.
cruzi em outros liquidos, como o cefalorraquidiano, que, misturado com o

sangue, ¢ sugado pelos triatomineos.

Material necessario:

1) Frasco borrel contendo 10 mL de sangue citratado suspeito, com a
boca recoberta por intestino de boi umedecido ou luva de latex presa com
eléstico;

2) Cuba de vidro para suporte;

3) Caixa de cartdo tampada com pedago de filé.

Procedimento:

a) Colocar o frasco de borrel com o sangue em banho-maria a 37°C por
10 minutos;

b) Colocar a caixa de cartdo com as ninfas na cuba;

c) Colocar o tubo de borrel invertido sobre a gaze, ficando a membrana
em contato com a mesmag;

d) Colocar o conjunto em estufa a 37°C por 1 hora;

e) Seguir os passos anteriores para o exame dos triatomineos.

8.1.1.2 Exame de outros tecidos

Bidpsia
Fundamento: remocdo de amostra tecidual de determinado organismo vivo

para o diagnéstico laboratorial.

A bibpsia de tecido humano deve ser feita por médicos; o material bio-
l6gico em animais pode ser retirado por técnicos especializados. O material
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para biépsia de pele pode ser obtido, com o auxilio de lamina de bisturi
ou punch de 4 a 6 mm de didmetro, apds anestesia e assepsia do local.
No caso das leishmanioses que apresentem miltiplas lesées, recomenda-se
fortemente retirar o material de lesGes mais recentes, uma vez que sdo mais
ricas em parasitos. O fragmento de tecido obtido pode ser subdividido para
procedimentos diversos — como histopatologia, preparacio de esfregacos por
aposicdo, semeadura em meio de cultura, inoculagio em hamster. Vale sa-
lientar que amostras visando ao diagnéstico molecular devem ser fixadas em

etanol a 709, pois outras substancias — por exemplo, o formol — podem

inibir a reacdo da PCR.

Material necessério (utilizando-se animais de laboratério):

1) Animal de laboratério (camundongo, hamster ou rato) infectado e
apresentando leso;

2) Gaze;

3) A|coo| iodado;

4) Lamina de bisturi estéril;

5) Pinca dente de rato;

6) Xilocaina a 2%,

7) Solucdo fisiolégica.

Procedimento utilizando-se animais de laboratério:

a) Retirar todo o pelo que estiver em redor da lesdo com auxilio de uma
tesoura;

b) Fazer assepsia da lesdo e do seu entorno com gaze embebida em élcool
70%;

c) Anestesiar o botdo em torno da lesdo com xilocaina a 29%;

d) Escarificar a borda da lesdo com auxilio de bisturi;

e) Fixar a parte da regido escarificada com a pinga e, com o bisturi, retirar
um fragmento da borda da lesdo, sem tocar na pele exposta para evitar

contaminagao;
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* Técnica do imprint e coloragao
Fundamento (co|orag§o): evidenciagéo do parasito em tecido. A pesqui-
sa do parasito requer experiéncia e paciéncia do microscopista devido & baixa

parasitemia observada em infeccdes por Leishmania spp.

Material necessario (imprint):

1) Fragmento da lesdo;

92) Pinca dente de rato;

3) Placas de Petri contendo solugdo salina estéril (NaCl 0,85%);
4) Papel-filtro;

5) Laminas |impas e desengorduradas.

Material necessério (co|orag50 de imprint):

1) Laminas com imprint jé secas;

2) Material para coloracdo pelo método de Giemsa tamponado ou mé-
todo de Leishman;

3) Microscépio.

Procedimento:

a) Com auxilio da pinga dente de rato, segurar um fragmento da lesio ou
do 6rgéo;

b) Absorver o excesso de sangue em papel-filtro — recomenda-se a la-
vagem do fragmento de tecido em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%)
para remogao do excesso de sangue;

c) Comprimir delicadamente o Fragmento de trés a quatro vezes em uma
lamina;

d) Deixar secar em temperatura ambiente;

e) Fixar por 3 minutos com metanol;

F) Corar pe|o método de Giemsa tamponado ou método de Leishman;

g) Observar no microscépio em objetiva de imersao.
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8.1.1.3 Histopatologia

Consiste na coleta de fragmento de tecido para processamento por meio
de técnicas histolégicas convencionais e coloracdo por hematoxilina eosina,
Giemsa ou Grocott. A anélise do material pode evidenciar, além dos amas-
tigotas de Leishmania, outros patdgenos, tais como certos Fungos e bactérias,
permitindo também um diagnéstico diferencial de outras patologias inflamaté-

rias e/ou neoplasias.°

* Cultura para o isolamento de protozoérios: Leishmania sp:

Fundamento: processo de diagnéstico baseado na mu|tip|icagéo in vitro de
Leishmania sp. A cultura para o isolamento de Leishmania sp pode ser reali-
zada a partir de fragmento de tecido retirado na biépsia do bordo da lesao,
semeado em meio LIT, NNN (4gar-sangue)+LIT ou Schneider. A coleta do
material pode ser feita por meio da aspiracao de material da lesdo utilizando-se
uma seringa de 5 mL com agulha de 25 mm x 8 mm, introduzindo-se, apds
assepsia e anestesia local, a agulha no bordo da lesdo e injetando-se de 1
a3 mLde so|ugéo salina estéril; é possivel aspirar o material, que pode ser

semeado em meio de cultura, por meio de movimentos rotacionais.

* Leishmaniose visceral

Na leishmaniose visceral o agente etiolégico é a Leishmania chagasi, de-
monstrada em amostras de tecido obtidas por pungao de visceras (bago,
figado e medula 4ssea). A bidpsia de baco e figado é procedimento de ele-
vado risco e sé deve ser realizada em condicées especiais. Por causa da maior
simplicidade e do menor risco para o paciente, utiliza-se preferentemente
material de medula éssea coletado por puncdo do esterno, tibia ou da crista
iliaca, sendo o material dessa ultima preferencial em adultos. Com o material
coletado, devem ser feitos esfregacos corados pelo Giemsa, semeadura em

meio de cultura NNN+LIT, inocu|agéo em hamster e, se possivel, esFregagos

%9 Ver o capitulo “Técnicas histolégicas”, no volume 2 desta colecdo.
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sobre papel Whatman n° 1 esterilizado ou papel de nitrocelulose, visando-se
ao diagnéstico por PCR. A cultura deve apresentar positividade apds um
periodo de 4 a 5 semanas; os repiques das culturas devem ser feitos semanal-
mente. A inocu|agéo de animais, embora ndo tenha ap|icagéo prética para fins
de diagnéstico imediato, pode ser dtil para o isolamento do parasito visando

a sua caracterizagdo e aos estudos epidemiolégicos.

* Repicagem de culturas

Fundamento: permite fornecer as condicdes ideais para o metabolismo
dos parasitos por meio da passagem dos protozoérios para um meio de cul-
tura novo. A frequéncia de repique iré variar de acordo com o parasito em

questdo.

Material necessério:
1) Pipetas estéreis de 1 mL ou pipeta Pasteur;
2) Tubos com meio de cultura (NNN, |_|T, NNN+L|T, entre outras.),-

3) Tubos de cultura contendo parasitos.

Procedimento:

Com uma pipeta estéril, transferir parte do material do meio de cultura
“velho” contendo parasitos para novos tubos, com meio de cultura novo (o
ideal ¢ que cada cultura “velha” forneca material para 2 a 4 novos tubos com

cultura ”nova").

Oss.: Para culturas que aparentem parasitos mortos, deve-se fazer a ob-
servagao de uma gota das mesmas (entre lamina e laminula) em micros-
cépio. A presenca de alguma forma parasitsria em movimento indicaré a

possibilidade de se fazer um repique para um meio de cultura novo.
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* Exame direto a fresco de meio de cultura

Material necessario:

1) Tubo contendo cultura de parasitos;
2) Laminas e laminulas;

3) Pipetas Pasteur;

4) Pera de borracha;
5) Microscépio.

Procedimento:

a) Com uma pipeta Pasteur, retirar o material do caldo de condensagéo do
meio de cultura (NNN, NNN+L|T, entre outros);

b) Aplicar duas pequenas gotas do material sobre a lamina;

c) Cobrir com laminula;

d) Observar em microscépio éptico.

* Coloracdo de material retirado de meio de cultura
Pode-se realizar o método de May-Griinwald—Giemsa ou o método de

Giemsa (comum).

Material necessario:

1 )Tubo contendo cultura de parasitos;
92) Laminas e laminulas;

3) Pipetas Pasteur;

4) Pera de borracha;

5) Soro humano;

6) Microscépio.

Procedimento:
a) Com uma pipeta Pasteur, retirar o sedimento do meio de cultura e
aplicar duas pequenas gotas do material sobre uma lamina;

b) Acrescentar uma gota de soro humano;

c) Misturar;
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d) Deixar secar ao ar;
e) Corar pelo método de May-Griinwald—Giemsa ou método de Giemsa
(comum);

f) Observar no microscépio em objetiva de imersdo.

* Exame direto a fresco de exsudatos

Material necessario:
1) Laminas e laminulas;
2) Seringa contendo exsudato,-

3) Microscépio.

Procedimento:

a) Colocar o material retirado por pungao intraperitoneal diretamente da
seringa na lamina (uma gota);

b) Cobrir com laminula;

c) Observar em microscépio.

* Coloracdo de material retirado de exsudato

Material necessario:

1) Seringa contendo exsudato;
92) Laminas e laminulas;

3) Pipetas Pasteur;

4) Pera de borracha;

5) Soro humano;

6) Microscépio.

Procedimento:

a) Colocar duas pequenas gotas do material de exsudato sobre a |3mina;
b) Acrescentar uma gota de soro humano;

c) Misturar, fazendo um esfregago denso;

d) Deixar secar ao ar;
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e) Corar pelo método de May-Griinwald—Giemsa ou pelo método de
Giemsa (comum);

f) Observar no microscépio em objetiva de imerséo.

* Criopreservagio de tripanossomatideos
Fundamento: técnica que permite a manutencao e a preservacao de tripa-
nossomatideos em baixas temperaturas, retardando-se o metabolismo ce|u|ar,

porém mantendo-se a viabilidade das células por anos.

Material necessario:

1) Tubos de criopreservacao;

2) Gilicerol estéril;

3) Cultura de parasitos ou sangue infectado;
4) Gelo picado;

5) Gelo seco ou freezer -70°C;

6) Botijao de nitrogénio liquido;

7) Meio de cultura novo;

8) Animais de laboratério (geralmente usam-se camundongos).

Procedimento para o congelamento:

a) Obter uma cultura em fase exponencial de crescimento ou sangue in-
fectaclo;

b) Acrescentar 109 de glicerol e homogeneizar;

c) Aliquotar 1 mL para cada tubo de criopreservacio;

d) Colocar os tubos de criopreservacio em banho de gelo por 30 minutos;
e) Colocar os tubos de criopreservacdo no congelador por 1 hora ou o
tempo suficiente para congelar;

f) Colocar os tubos de criopreservacdo a - 70°C por 45 minutos ou por
uma noite;

g) Colocar os tubos de criopreservagao diretamente no interior do botijao

contendo nitrogénio liquido (N,).
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Procedimento para o descongelamento:

a) Retirar os tubos de criopreservagao contendo os parasitos conge|ados
do interior do botijdo de nitrogénio liquido, deixando-os em temperatura
ambiente para desconge|amento total da amostra;

b) Transferir os parasitos para os meios de cultura (no caso de sangue,

inocular em animal susceptivel).

° Quantificag'a'o celular — ava|iag§o quantitativa de tripomastigotas san-

guicolas de Trypanosoma sp em cdmara de Neubauer

Fundamento: técnica que possibilita a quantificagéo celular (parasitos),
necessdria para a rea|izagéo de inéculos precisos de protozoarios em ani-

mais de laboratério ou para cultura de células.
* Método de Hoff (1974)

Material necessario:

1) Céamara de Neubauer (ou hemocitémetro de Neubauer);

92) Cloreto de aménio a 0,87%;

3) Tubos de ensaio pequenos;

4) Tesoura;

5) Caixa de contencgdo para o animal a ser sangrado;

6) Contador de células;

7) Céamaras Gmidas;

8) Pipetadores, ponteiras e pipeta de hemoglobina previamente marcada

em 5 uL.

Procedimento:

a) Colher 5 L de sangue do animal e diluira 1:10 ou 1:20 em cloreto
de aménio a 0,87%;

b) Deixar hemolisar por 2 minutos;

c) Homogeneizar e colher uma amostra para preencher uma das lacunas da

cdmara de Neubauer;
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d) Apds cerca de 2 minutos em cadmara Gmida, levar ao microscépio (ob-
jetiva de 4OX) e contar os parasitos presentes nos quatro quadrantes da
camara de Neubauer (os mesmos quadrantes utilizados para a contagem
de glébulos brancos);

e) Dividir por 4 o resultado obtido na contagem de parasitos somando-se
os quatro quadrantes contados. Obtém-se com isso uma média do na-
mero de parasitos encontrados em O, 1 /JL; multiplica-se essa média pelo
resultado da divisdo por 10, obtendo-se o valor por ,uL, e, em seguida,
multiplica-se o resultado pelo fator de diluicdo e depois por 1.000, para

s6 assim obter-se o valor de parasitos por mL.

Férmula do processo resumido

n® de parasitos encontrados x diluicio realizada x 10* = n° parasitos por mL

4

OBS.: Ao contrar os protozoérios, deve-se levar em conta as células
que estdo nas quatro grades laterais sobre as linhas & esquerda e no lado
superior (inclusive as que estdo sobre a linha de fronteira) e desconside-

rar as que estao sobre as linhas & direita e inferior.
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parasitos

Figura 58. Desenho esquematico de um hemocitémetro, ou camara de Neubauer.

* Preparo de Toxoplasma gondlii para infeccio de células

Fundamento: permite a obteng’éo de parasitos por meio de lavado perito-
neal de camundongos (Mus musculus), previamente inoculados com taquizo-

itas de T gondlii, para a posterior inFecgéo de células em cultura.

Material necessario:

1) Camundongos previamente infectados com taquizoitas de 7. gondlii;
92) Céamara de sacrificio (COQ);

3) Prancha de disseccao;

4) Pincas dente de rato;

5) Alfinetes;

6) Seringas de 3, 5 ¢ 10 mL estéreis;

7) Agulhas 25x10 ou 25x6 estéreis;

8) Tubo Falcon de 15 mlL;

9) Centrifuga;

10) Meio de cultura RPM estéril, contendo 200 U de penicilina e 200
Mg de estreptomicina por mL;

11) Formol a 2% em PBS;

12) Tubos tipo Eppendorf;
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13) Cémara de Neubauer;

14) Pipetadores, pipetas e ponteiras;

15) Meio RPMI estéril contendo 2% de soro fetal bovino;
16) Microscépio.

Procedimento:

a) Realizar o lavado peritoneal dos camundongos infectados;

b) Centrifugar o exsudato proveniente do lavado peritoneal a 500 rpm
durante 5 minutos para retirar as células do hospedeiro;

c) Retirar o sobrenadante rico em taquizoitas de T gondi e centrifugar a
2.000 rpm por 10 minutos;

d) Ressuspender o sedimento em volume conhecido de meio RPMI estéril
contendo 200 U de penicilina e 200 g de estreptomicina por mL;

e) Diluir a suspensdo 1:10 em formol a 2% em PBS e contar em c-
mara de Neubauer (colocar 90 L de formol a 2% em um tubo tipo
Eppendorf e adicionar 10 ,UL da suspensdo de taquizoitas, como descrito
anteriormente);

f) Ajustar o nimero de macréfagos para cinco vezes em meio RPMI estéril
contendo 2% de soro fetal bovino;

g) Infectar a cultura de macréfagos com os taquizoitas, deixando interagir
por 2 horas;

h) Retirar as laminulas e coré-las pelo método de Giemsa (comum);

i) Observar ao microscépio em objetiva de imersao.

* Método de Giemsa para coloracdo de células infectadas

Material necessario:

1) Laminulas contendo macréfagos infectados;
2) Agua destilada;

3) Glutaraldeido a 2% em PBS;

4) Geladeira;
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5) Corante Giemsa Merck a 5% em égua bidestilada;
6) PBS;

7) Acetona;

8) Acetona-xilol;

9) Xilol;

10) Bélsamo do Canads;

11) Microscépio.

Procedimento:

a) Rinsar a laminula com PBS;

b) Fixar 2 minutos ou mais em glutaraldeido a 2% em PBS;

c) Remover o g|utara|o|eio|o de volta para o frasco e colocar na ge|adeira,~
d) Rinsar duas vezes a laminula com 4gua destilada;

e) Corar por 40 minutos com o corante Giemsa a 5%, em égua bides-
tilada;

f) Descorar duas vezes durante 5 minutos cada com PBS;

g) Rinsar com gua destilada;

h) Desidratar com acetona;

i) Desidratar com acetona-xilol em partes iguais;

i) Desidratar duas vezes em xilol;

[) Montar em bélsamo do Canads;

m) Observar no microscépio em objetiva de imersdo.

* Método de Giemsa rapido para coloragio de células infectadas

Material necessario:

1) Laminulas contendo macréfagos infectados;

2) Agua destilada;

3) PBS;

4) Metanol;

5) Solucdo aquosa de Giemsa (1:10 em 4gua destilada);
6) Bélsamo neutro;

7) Microscépio.
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Procedimento:

a) Rinsar as laminulas em PBS a 37°C;

b) Fixar em metanol por 3 minutos;

c) Corar o material com o corante Giemsa (1:10 em 4gua destilada) por
12 minutos;

d) Lavar rapidamente em 4gua corrente e deixar secar ao ar;

e) Montar em bélsamo neutro;

f) Observar no microscopio em objetiva de imersdo.

* Reacdo de imunofluorescéncia indireta (Rifi) para a infeccdo por

Toxoplasma gondii

Fundamento: método imunolégico bastante aplicado no diagnéstico de
infecgées parasitérias, sobretudo para infecg()es por I. gondli, e que se baseia
na detecgéo da reacdo antigeno—anticorpo, revelada pelo emprego de um
conjugado — antianticorpo marcado com um fluorocromo que emite fluores-
céncia mediante a excitagdo com raios ultravioleta —, observada em microscé-

pio de fluorescéncia (vide volume 4).

° Manutengéo de cepas “ndo cistogénicas” de Toxoplasma gondii em
camundongos (Mus Musculus) da linhagem Swiss Webster
Fundamento: procedimento que permite a manutencao in vivo de cepas

de T gondli em animais (camundongos) de laboratérios de pesquisa.

Material necessario:

1) Trés a quatro camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss
\X/ebster;

92) Seringa de 1 mL;

3) Agulha de insulina;

4) PBS pH 7,2;

5) Alcool a 70%;
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6) Gaze;

7) Prancha de disseccao;

8) Tubo tipo Falcon 15 mL;

9) Camara de Neubauer (ou hemocitdmetro de Neubauer);
10) Contador de células;

11) Pipetadores de 10, 100 ¢ 1.000 L e ponteiras;
12) Tubos tipo Eppendorf.

Procedimento:

a) Inocular trés a quatro camundongos (Mus musculus) fémeas da linha-
gem Swiss Webster com 1,5 x 10° taquizoitas cada;

b) Apds 72 horas, realizar a lavagem peritoneal de cada um dos camun-
dongos para a retirada dos taquizoitas de 7. gondli;

c) Transferir o lavado peritoneal em tubo cénico de 15 mL;

d) Colocar 90 UL de PBS em dois tubos cénicos de 1,5 mlL;

e) Colocar 10 UL do exsudato no primeiro conico de 1,5 mL e homo-
geneizar;

f) Colocar 10 L da diluicdo do primeiro conico de 1,5 mL no segundo
cdnico de 1,5 mL e homogeneizar;

g) Utilizar a o|i|ui<;éo do segundo cénico de 1,5 mL para realizar a conta-
gem dos parasitos na cdmara de Neubauer;

h) Apds cerca de 2 minutos em camara umida, levar ao microscépio (ob-
jetiva de 4OX) e contar os parasitos presentes nos quatro quadrantes da
camara de Neubauer (os mesmos quadrantes utilizados para a contagem
de glébulos brancos);

i) Dividir por 4 o resultado obtido na contagem de parasitos somados nos
quatro quadrantes contados. Obtém-se, assim, uma média do niimero de
parasitos encontrados em O, 1 ,uL. Segue-se mu|tip|icano|o o resultado da
divisdo por 10 (obtém-se o valor por,uL), multiplicando-se, em seguida,
tanto pelo fator de diluicgo quanto por 1.000, para sé assim obter o

valor de parasitos por mL.
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j) Ajustar para 1,5 x 10° parasitos por 200 (L de PBS.

k) Realizar o inéculo de 1,5 x 10° parasitos por camundongo norma
(n3o infectado);

[) Apds 72 horas, realizar a lavagem peritoneal de cada camundongo para
a retirada dos taquizoitas de 7. gondli.

* Criopreservagdo de taquizoitas de Toxoplasma gondii por meio do

conge|amento de macréfagos infectados

Material necessério:

1) Sete a nove camundongos (Mus musculus) fémeas da linhagem Swiss

\X/ebster;

92) Seringa de 1 mL;

3) Agulha de insulina;

4) PBS pH 7,2;

6) Alcool a 70%:;

7) Gaze;

8) Prancha de disseccio;

9) Tubo cbnico de 15 mL;

10) Centrifuga;

11) Cémara de Neubauer (ou hemocitdmetro de Neubauer);
12) Contador de células;

13) Pipetadores de 10, 100 ¢ 1.000 L e ponteiras;
14) Tubos cénicos de 1,5 mL;

15) Meio Eagle ou RPMI simples;

16) Meio de congelamento (meio Eagle ou RPMI com 10% de DMSO
e 20% de soro fetal bovino);

17) Tubos de criopreservacio;

18) Geladeira;

19) freezer -70°C;

19) Botijao de nitrogénio liquido;

20) Banho-maria.
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Procedimento para o congelamento:

a) Inocular trés a quatro camundongos (Mus musculus) femeas da linha-
gem Swiss Webster com 1,5 x 10° taquizoitas cada;

b) Apés 48 horas, realizar trés lavagens peritoneais de cada animal para a
remocao de macréfagos infectados com taquizoitas de T gondii;

c) Realizar contagem dos macréfagos em cdmara de Neubauer;

d) Colocar os exsudatos em tubos conicos de 15 mlL e centriFugar a
1.200 rpm por 10 minutos;

e) Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em meio de
congelamento — meio Eagle com 10% de DMSQO e 20% de soro fetal
bovino —, de forma a obter 1,0 x 10° células para cada mL de meio;

f) Distribuir 1,5 mL da suspensdo celular em tubos de criopreservagao
estéreis e jé identificados;

g) Colocar os tubos em geladeira a 4°C por 20 minutos;

h) Deixar durante a noite em freezer a -70°C;

i) Colocar os tubos de criopreservagao diretamente no interior do botijao

contendo nitrogénio liquido.

Procedimento para o desconge|amento:

a) Retirar os tubos de criopreservacdo contendo as células infectadas con-
geladas do interior do botijdo de nitrogénio liquido, colocando-os em
banho-maria a 37°C para desconge|amento total;

b) Transferir os contetdos descongelados para tubos cénicos de 15 mlL,
adicionando um volume cinco vezes maior do que o volume do material
descongelado de meio Eagle simples;

c) centrifugar a 1.200 rpm por 10 minutos;

d) Descartar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em meio Eagle
simples;

e) Inocular quatro a cinco camundongos (Mus musculus) fémeas da linha-
gem Swiss Webster ndo infectados com inéculo variado;

f) Acompanhar a evolugdo da infeccdo, observando o aparecimento de

manifestacdes clinicas nos animais;
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g) Realizar a eutanésia dos animais de 48 a 72 horas apés o inéculo, pro-
movendo a lavagem da cavidade peritoneal, recuperando-se o exsudato
com taquizoitas (confirmacdo da viabilidade dos taquizoitas de 7 gondli
apos a criopreservagéo);

h) Realizar a contagem em cédmara de Neubauer e seguir promovendo
nova passagem dos parasitos em animais de laboratério (camundongos)

susceptiveis.

9. Técnicas parasitolégicas para as fezes
9.1 Coleta de fezes para exame parasitolégico

A coleta de fezes tem recomendacées especiais, segundo as finalidades do

exame a que se destinam. Alguns cuidados gerais devem ser observados:

* deve-se dar preferéncia a frasco de pléstico ou de vidro, limpo, de boca
larga, com tampa de facil manuseio e que vede bem;

® as fezes ndo devem ser coletadas junto com urina, d4gua ou outro elemen-
to. A presenca de urina acelera a Fermentagéo bacteriana, prejudicando a
conservacdo do material;

* as fezes ndo devem permanecer muito tempo em temperatura ambiente,
sendo conveniente envia-las ao laboratério o mais breve possivel, ou con-
servar em geladeira a 4°C por 24 horas no maximo;

* pacientes submetidos a exame radiolégico de transito intestinal s6 de-
vem coletar material para o exame de fezes apés a e|iminagéo total do
contraste — o que ocorre, em gera|, 48 horas apos a sua ingestao;

* fezes pastosas sdo utilizadas na pesquisa de ovos e larvas de helmintos
e cistos de protozoérios pelos métodos de rotina em parasitologia; fezes
liquidas (diarreicas) devem ser coletadas em so|ug6€s conservadoras para

possibilitar a pesquisa de trofozoitas de protozodrios intestinais ou de
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oocistos de coccideos intestinais por métodos especiais, como a colora-
cdo por hematoxilina férrica ou safranina-azul de metileno, entre outros.
Os conservadores mais utilizados sdo o formol a 10% e a solucio SAF

(4cido acético, acetato de sédio e formol).

9.2 Principais técnicas coproparasitolégicas

b Exame direto a fresco

Fundamento: exame direto das fezes |iquio|as (diarreicas), obtidas natural-
mente ou pelo emprego de purgativos salinos. E muito valioso para a pesquisa
de trofozoitas de protozodarios. A estrutura e, particularmente, a mobilidade

dos trofozoitas possibilitam o diagnéstico especifico.

* Exame direto de fezes com coloragio pelo lugol

Material necessario:

1) Amostras de fezes;

2) Solucao salina (NaCl 0,85%);
3) Lugol;

4) Frasco de borrel;

5) Bastao de vidro (ou palito);

6) Pipeta Pasteur;

7) Laminas e laminulas;

8) Microscépio bptico.

Procedimento:

a) Desmanchar uma porcdo das fezes em uma parte de solucdo salina
(NaCl 0,85%), utilizando um frasco de borrel e um bastdo de vidro ou
palito;

b) Retirar uma parte da mistura com auxilio de uma pipeta Pasteur e de-

positar de 1 a 2 gotas do material sobre uma lamina;
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c) Adicionar de 1 a 2 gotas de lugol sobre o material da |amina, mistu-
rando com o auxilio de uma laminula;

d) Cobrir com laminula e examinar no microscépio éptico (objetivas de

10X e 40X).

* Técnica de hematoxilina férrica para coloracio de protozoérios (Hei-

denhain, 1908)

Fundamento: método de coloracdo que permite a observacio de estru-
turas nucleares (a hematoxilina cora com grande especificidade a cromatina
nuclear), sendo de grande valia para o diagnéstico diferencial das espécies de
protozodrios enteroparasitos, notadamente das formas vegetativas (troFozoi-
tas). Indicada no exame de material diarreico, pode ser utilizada também para

a pesquisa de cistos em fezes pastosas ou moldadas.

Meaterial necessario (fixagao):

1) Amostras de fezes conservadas no fixador de Schaudinn;

2) Conservador-fixador de Schaudinn novo com 5% de 4cido acético
(ou conservador-fixador SAF);

3) Soro inativado;

4) Banho-maria;

5) Suporte (rolha) de borracha;

6) Pinca;

7) Gaze;

8) Funil pequeno;

9) Lusgol;

10) Bastdo de vidro (ou palito);

11) Pipeta Pasteur;

12) Laminas e laminulas;

13) Placas de Petri contendo as seguintes so|ug6€s: fixador de Schaudinn com
5% de 4cido acético, &lcool a 509, élcool a 709, é&lcool a 70% iodado,

alcool a 909, élcool a 959, hematoxilina a 0,5%, creosoto e xilol;
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14) Duas placas de Petri com solugdo de alimen Férrico a 2%;
15) Centrifuga;

16) Balsamo do Canads;

17) Microscépio 6ptico.

Procedimento (fixagéo):

a) Homogeneizar por agitagdo as amostras de fezes fixadas e conservadas
em fixador de Schaudinn;

b) Filtrar, através de gaze dobrada quatro vezes, para tubo de centriFuga-
¢do de 15 ml, com auxilio de um pequeno funil, cerca de 4 mL da
mistura de fezes;

c) Centrifugar durante 2 minutos a 2.000 rpm;

d) Desprezar o sobrenadante;

e) Colocar uma laminula (22 mm x 22 mm), presa por uma das bordas,
em um suporte de borracha (com forma circular de 15 mm de didmetro
e 3 mm de espessura). Prendé-la, encaixando-a num entalhe que se
faz, com auxilio de um bisturi, na face p|ana do suporte;

f) Colocar uma gota de sedimento sobre a laminula, aderindo-a por meio
da mistura do sedimento com trés gotas de soro sanguineo, inativado
em banho-maria a 56°C por 30 minutos;

g) Emulsionar o material fazendo um esfregago (camada fina) com o auxilio
de outra laminula;

h) Sem deixar o esfregaco secar, colocar a laminula, com a face que o
contém virada para baixo, no interior de uma placa de Petri contendo
novo liquido fixador de Schaudinn com 5% de 4cido acético. Manter
na placa por 2 a 5 minutos;

i) Colocar a laminula com o esfregaco em uma placa contendo élcool a
50%. Nessa etapa, inverter a posicdo da laminula, colocando-a com
a face contendo o esfregaco voltada para cima. Manter na placa por
2 a 5 minutos;

i) Imergir o esfregaco em alcool a 70% iodado, deixando por 3 minutos.
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Procedimento (co|orag§o):

a) Imergir o esfregaco em alcool a 95% para hidratacdo, deixando por
2 minutos;

b) Imergir o esfregaco em 4lcool a 70% para hidratacdo, deixando por
2 minutos;

c) Imergir o esfregago em élcool a 50% para hidratagéo, deixando por
2 minutos;

d) Lavar em é4gua corrente (filete delicado) por 2 a 3 minutos;

e) Imergir o esfregaco em solucdo de alimen Férrico (mordente) a 2%,
deixando por 5 minutos;

[) Lavar em 4gua corrente (filete delicado) por 1 a 2 minutos;

g) Imergir o esFregago em so|ugéo aquosa do corante hematoxilina a 0,5%,
deixando por 5 minutos;

h) Lavar em égua corrente (filete delicado) por 1 a 2 minutos;

i) Imergir o esFregago em so|ugéo aquosa de 4cido acético a 79, deixan-
do por 5 minutos;

i) Lavar em é4gua corrente (filete delicado) por 2 minutos;

k) Imergir o esfregaco em solucdo diferenciadora de alimen Fférrico a 2%,
deixando pe|o tempo necessario (curto espacgo de tempo) até que o
esFregago obtenha uma cor cinzento-azulada claro;

) Realizar duas lavagens em dgua corrente (filete delicado) por 3 minutos;

m) |mergir o esfregaco em alcool a 509 para iniciar a desidratacdo, dei-
xando por 2 minutos;

n) Imergir o esfregaco em é&lcool a 709 para desidratacdo, deixando por
2 minutos;

o) Imergir o esFregago em élcool a 90% para desidratagéo, deixando por
2 minutos;

p) Imergir o esfregago em 4lcool a 95% (absoluto) para desidratagéo,
deixando por 2 minutos;

q) Imergir o esFregago em creosoto (pode ser ligeiramente aquecido) ini-

ciando a c|arificagéo do material, deixando por 2 minutos;
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r) Imergir o esfregago em xilol para c|ariFicagéo, deixando por 2 minutos;

s) Realizar a montagem em bélsamo do Canad4, sobre laminas, deixando
secar por 24 a 48 horas, para que a laminula ndo corra o risco de
soltar da lamina, obtendo-se assim preparacoes permanentes;

t) Observar no microscépio em objetiva de imersao.

Obs 1: O suporte de borracha tem a finalidade de facilitar a manipu-
lagdo do material durante as diferentes etapas de fixagdo e coloracdo,
além de permitir a identificacio do mesmo mediante a gravacio de um
nimero em uma das faces da borracha. Deve-se evitar a troca de material

quando amostras de diferentes procedéncias estao sendo processadas.

Obs 2: Utilizar uma pequena pinga para movimentacdo do suporte de

borracha entre as p|acas.

Obs 3: A solucdo aquosa de hematoxolina a 0,5% deve ser preparada

para uso, no minimo, com 48 horas de antecedéncia.

Obs 4: Quando for necesséria a observacao dos esfregacos, eles devem
estar Gmidos durante todas as etapas de fixacdo, coloragio e montagem
final. Os esfregacos secos ou intensamente hidratados devem ser des-

prezados.

* Técnica de Blagg e cols. (1955), ou centrifugo-sedimentagdo em éter

Fundamento: fixacdo e preservacio da matéria fecal pela solucdo de Sapero
e Lawless (1953) (solucdo de MIF), modificada por Coutinho (1956).
Concentragdo, por centrifugo-sedimentacdo, dos ovos e larvas de helmintos e
cistos de protozoarios em um sistema formol-éter.

Material necessario:

1) Amostras de fezes;

92) Bastao de vidro;
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3) Palito com algodao na ponta;
4) Rolha de borracha;

5) Gaze;

6) Funil pequeno;

7) Tubos de centrifugacdo de 15 ml;
8) Eter comercial;

9) Lugol;

10) Laminas e laminulas;

11) Pipeta Pasteur;

12) Centrifuga;

13) Microscépio 6ptico.

Procedimento:

a) Homogeneizar as amostras de fezes em MIF por agitagao;

b) Filtrar, através de gaze dobrada em quatro, com auxilio de um pequeno
funil, para tubo de centrifugacdo de 15 mL (o volume ndo deve ultra-
passar 1/3 da capacidade);

c) Dobrar o volume do filtrado, adicionando éter;

d) Fechar o tubo com rolha de borracha e agitar vigorosamente;

e) Retirar cuidadosamente a rolha e centrifugar a 2.500 rpm durante 1
minuto;

f) Desprezar o sobrenadante;

g) Adicionar duas gotas de lugol ao sedimento e agitar;

h) Transferir uma pequena parte do material, com o auxilio de pipeta

Pasteur, para a lamina e cobrir com laminula;

i) Observar no microscépio em objetiva de 10X e de 40X

Obs 1.: E preciso ressaltar que o uso de conservantes MIF (mercurocroo
ou mertiolate + iodo + Formo|) apresenta duas grandes vantagens: a ob-
tencdo de amostra média do material eliminado por um mesmo individuo
durante certo periodo; e a possibilidade de ap|icagéo em inquéritos para-

sitolégicos, sobretudo quando hé actimulo de material a ser processado.
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OBS 2.: Os cuidados exigidos para a execucao da técnica sdo os mes-

mos aplicados no método de Ritchie

* Técnica de Ritchie, ou centrifugo-sedimentagéo em formol-éter
Fundamento: método de diagnéstico parasitolégico das fezes; excelente
para a pesquisa de cistos de protozoérios baseando-se na concentracao das

fezes por centrifugo-sedimentagéo em um sistema formol-éter.

Material necessario:

1) Amostras de fezes;

9) Bastdo de vidro;

3) Palito com algodao na ponta;

4) Béquer ou borrel;

5) Rolha de borracha;

6) Gaze;

7) Pequeno funil;

8) Tubos de centrifugacdo de 15 mL;
9) Eter comercial;

10) Lugol;

11) Formol comercial a 10%,;
12) Laminas e laminulas;

13) Pipeta Pasteur;

14) Centrifuga;

15) Microscépio dptico.

Procedimento:

a) Misturar, em um béquer ou borrel, uma porcao das fezes em 10 partes
de 4gua;

b) Filtrar, através de uma gaze dobrada quatro vezes, com auxilio de um

pequeno funil, para tubo de centrifugacdo de 15 mL;
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c) Centrifugar por 1 minuto a 2.500 rpm;

d) Decantar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em agua;

e) Centrifugar por 1 minuto a 2.500 rpm;

f) Decantar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 10 mL da
solugdo de formol comercial a 10%;

g) Agitar vigorosamente e deixar em repouso por 5 minutos;

h) Juntar 3 mL de éter comercial a esse preparo;

i) Fechar o tubo com rolha de borracha e agitar vigorosamente para emul-
sionar as gorduras fecais;

i) Centrifugar por 1 minuto a 2.500 rpm;

k) Retirar cuidadosamente a rolha e desprezar a mistura sobrenadante;

) Limpar os detritos superficiais da parede do tubo com um palito con-
tendo a|goo|éo na ponta;

m) Adicionar duas gotas de lugol ao sedimento e agitar;

n) Transferir uma pequena parte do material, com o auxilio de pipeta
Pasteur, para a lamina e cobrir com laminula;

0) Observar no microscépio em objetiva de 10X e de 40X.

Obs: Como resultado da dltima centriFugagéo, formam-se no tubo quatro
camadas: a superior, de éter; a segunda de gordura; a terceira, de so|ugéo
de formol; e a dltima, inferior, constituida pelo sedimento a ser examina-
do. Por vezes, a camada gordurosa ¢ tdo compacta que, para se efetuar
a decantagéo, ¢ necessério desprendé-la com um pequeno bastdo. Caso
apos a decantagéo a parede do tubo apresente residuos, é conveniente
limpé-la com um palitto de algoddo para que o sedimento, ressuspenso

em lugol possa ser transferido liviemente para a lamina.

* Técnica de Hoffmann, Pons & Janer (1934) ou de Lutz, ou sedi-
mentacdo espontanea
Fundamento: método muito eficiente de diagnéstico parasitolégico das

fezes, sendo método de e|eigéo para ovos de Schistosoma mansoni, Ascaris
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lumbricoides e Taenia sp, baseando-se na sedimentagéo espontanea de ovos
e larvas de helmintos e de cistos de protozoérios em 4gua potével, associada

3 acdo da gravidade.

Material necessario:

1) Amostras de fezes;
92) Bastao de vidro;

3) Célice cbnico de 100 mlL;
4) Béquer ou borrel;

5) Gaze;

6) Funil pequeno;

7) Agua;

8) Lugol;

9) Laminas e laminulas;
10) Pipeta Pasteur;

11) Microscépio 6ptico.

Procedimento:

a) Adicionar cerca de 2 g de fezes em um béquer ou borrel contendo
4gua e homogeneizar o material com o auxilio de um bastdo de vidro;

b) Filtrar, através de uma gaze dobrada quatro vezes, com auxilio de um
pequeno funil, para o célice cénico de 100 mL;

c) Deixar a suspensdo de fezes em repouso durante 1 a 24 horas;

d) Apbds esse periodo, decantar o sobrenadante cuidadosamente, para
nao ressuspender o sedimento; caso o liquido sobrenadante ainda es-
teja turvo, fazer nova lavagem, com mais 1 hora de repouso;

e) Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, recolher pequena parte do sedi-
mento, transferindo-a para uma |amina;

f) Adicionar uma gota de lugol sobre o material, cobrindo-o com laminula;

g) Observar no microscépio em objetiva de 10X e de 40X.
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* Técnica de Faust e cols. (1938) ou centrifugo-flutuagdo em sulfato

de zinco a 33% — densidade de 1.180 g/L

Fundamento: método de diagnéstico parasitolégico das fezes, utilizado
para pesquisa de protozooses intestinais especialmente em suas fases créni-
cas, baseando-se na concentracao dos cistos de protozoérios por centrifugo-

flutuacdo, em uma solucdo de sulfato de zinco a 33%, com densidade de

1.180 g/L.

Material necessario:

a) Amostras de Fezes;

b) Bastio de vidro;

c) Béquer ou borrel;

d) Rolha de borracha;

e) Gaze;

f) Pequeno funil;

g) Tubos de centrifugacdo de 15 mL;
h) Agua;

i) Solucdo de sulfato de zinco a 33% — densidade de 1.180 g/L;
i) Lugol;

k) Alca de platina;

) Laminas e laminulas;

m) Centrifuga;

n) Microscépio bptico.

Procedimento:

1) Adicionar cerca de 2 g de fezes em um béquer ou borrel contendo
4gua e homogeneizar o material, com auxilio de um bastdo de vidro;

92) Filtrar através de uma gaze dobrada quatro vezes, com auxilio de um
pequeno funil, para um tubo de centrifugacio de 15 mL;

3) Centrifugar por 1 minuto a 2.500 rpm;

4) Decantar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em &gua;
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5) Centrifugar por 1 minuto a 2.500 rpm;

6) Decantar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 10 mL da
solucdo de sulfato de zinco a 33%, densidade de = 1.180 g/L;

7) Fechar o tubo com rolha de borracha, agitar vigorosamente e centrifugar
por 1 minuto a 2.500 rpm;

8) Abrir cuidadosamente o tubo e, com o auxilio de uma a|ga de p|atina,
retirar uma gota da superficie do liquido, colocando-a sobre uma lamina;

9) Adicionar uma gota de lugol sobre o material e cobri-lo com laminula;

10) Observar no microscépio em objetiva de 10X e de 40X.

9.3 Solucées utilizadas em protozoologia

o A|coo| a70%
Alcool etilico absoluto 70 mL
Agua (comum) qg.s.p. 100 mL

Para o preparo de alcool a 70% a partir de &lcool etilico comercial ou
etanol a 96%, realizar célculo de corredo de acordo com a concentracdo

inicial do 4lcool que se quer usar, conforme o exemplo abaixo:

Para cada 100 mL de élcool a 96%, tem-se 96 mL de 4lcool e 4 mL

de 4gua. Assim sendo:

% da solucdo desejada x volume desejado = quantidade da solugdo-mae
a ser utilizada

% solucdo-mae

Por exemplo: 70% x 1000 mL = 729,2 mL (&lcool 96% + 270,8 mL
96% (- g.5.p. 100mL) de 4gua destilada




Protozoologia | 179

Dessa forma, prepara-se a solucdo de 4lcool a 70% utilizando 73 mL

de é4lcool e adicionando-se 4gua (comum ou destilada) até o volume final de

100 mL.

« PBS pH 7,2 (20X)

NaCl (cloreto de sédio) 170 g
NaQHPOJ HQO (fosfato de sédio dibésico) 49,283 g
NaHQPOJ HQO (fosfato de sédio monobésico) 4,493 g
Agua destilada q.5.p. 1.000 mL

Procedimento:
a) Misturar todos os reagentes;

b) Homogeneizar bem;
c) Medir o pH; caso necessério, ajustar com hidréxido de sédio até che-

gar ao pH de 7,2.
Com essa Férmu|a, obtém-se PBS 20 vezes concentrado. Para a sua uti-
lizacdo, deve-se retirar 50 mL da solucdo obtida e completar até o volume

final de 1.000 mL com é4gua destilada.

* May-Griinwald—Giemsa

May-Griinwald em pé 0,2g
Alcool metilico 100 mL

Dissolver todo o pé em é4lcool metilico, filtrar em papel-filtro e acondicionar

em Frasco escuro.

* Solucdo Giemsa para o método Giemsa lento
Carbonato de potéssio a 1% 25 gotas
Giemsa 125 gotas
Agua destilada q.5.9. 100 mL




180 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Sadde

* Solugdo tamponada de Giemsa

Giemsa 1 a 2 gotas

Solugao tampao de coloracdo 1 mL

* Solucdo tampao de coloracio pH 7.2

Solugdo A: Fosfato de sédio monobésico (NaHQPO4Q HQO) 0,2 M
NaH PO, 2H O - 0,2 M

PM -137,99

1TM-137,99g

0,2 M = 27,598 g — completar com HQO até 1.000 mlL.

Para fazer 300 mL, deve-se pesar 8,2794 g.

Solugdo B: Fosfato de sédio dibésico (Na,HPO, 12H O) 0,2 M
Na,HPO, 12H.O - 0,2 M

PM - 358,14

1M —-358,14

0,2 M —71,628 g — completar com HQO até 1.000 mlL.

Para fazer 800 mL, deve-se pesar 57,3024 g.

Preparo da solucdo estoque:
98 partes da solucdgo A 280 mL
72 partes da solucdo B 720 mL

Preparo da solucao de coloragdo:

Diluir a solugdo estoque em 1:10.

* Preparo da solugigo HCl a 5 N

HCl (mL) 41,97
HQO 58,03
Total 100 mL
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* Lugol (solugéo iodo-iodurada, segundo Nicolle)

lodo 5g¢g
lodeto de potéssio 10 g
Agua destilada 100 mL

Para preparar a so|ugéo de lugol, dissolve-se primeiramente na 4gua des-
tilada o iodeto de potassio. Logo em seguida, dissolver o iodo. Manter em

frasco escuro e bem Fechado.

* Solucdo de MIF

Solugdo estoque:

Agua destilada 50 partes
Solucdo de mercurocromo a 0,2% 40 partes
Formol comercial (formalina) 5 partes
Glicerina 1 parte

M isturar os reagentes e homogeneizar bem.
Oss.: Coutinho (1956), nas modificagdes propostas, sugere o uso de

mercurocromo.

° So|ugéo de glicerina para montagem de laminas

Glicerina PA. 90 partes
PBS 11 partes

* Solugdo estoque de azul de Evans

Azul de Evans 10 mL
PBS pH 7,2 100 mL
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* Solucdo estoque de Giemsa

Pode ser adquirida j& pronta no comércio ou ser preparada no laboratério,

de acordo com as seguintes férmulas:

Giemsa em pé 3,83
Glicerol (puro) 125 mL
Alcool metilico PA. 375 mL
Azur || eosina 3g

Azur |l 0,8g
Glicerol (puro) 250 mL
Alcool metilico PA. 250 mL

M isturar o &lcool e o g|icero|; adicioné-los, pouco a pouco, ao pd contido
em um grau, enquanto se tritura os grios com um pistilo; quando tudo estiver
bem dissolvido, guardar a mistura em local escuro por uma semana (tempo
de maturagao ideal); decorrido esse tempo, filtrar a so|ugéo em papel-filtro e
guardar em vidro escuro.

* Solugdo salina a 0,85%

NaCl 8,5¢g
Agua destilada q.s.p. 1L
Dissolver o cloreto de sédio em 800 mL de 4gua destilada; completar o

volume até 1.000 mL.

* Liquido fixador de Schaudinn
Solugdo saturada de bicloreto de mercirio __ 2 partes — 126,5 mL (su-

blimado corrosivo)
Alcool etilico absoluto ou 96% 1 parte — 63,5 mL

Acido acético puro 5% —-12mL
Para cada 95 mL da mistura de bicloreto de merclrio e élcool absoluto,

adicionam-se 5 mL de 4cido acético glacial no momento da utilizacdo do liquido
fixador.
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* Alimen férrico
Sulfato de ferro Il amoniacal 2g
Agua destilada q.s.p. 100 mL

Dissolver o sulfato de ferro Ill amoniacal em 4gua destilada a 40°C e

darmazenar em frasco de Vidl’O escuro.

* Solugdo aquosa de hematoxilina a 0,5%

Agua destilada 90 mL
Alcool a 95% 10 mL
Cristais de hematoxilina 0,5¢

Dissolver a hematoxilina no 4lcool e completar com égua destilada até
100 mL. Essa solucdo deve ser preparada, no minimo, 48 horas antes do

uso e armazenada em recipiente dmbar (ndo transparente).

* Fixador SAF

Acetato de sédio 15 ¢
Acido acético 20 mL
Formaldeido 40 mL
Agua destilada q.5.p. 1.000 mL

M isturar os reagentes e homogeneizar bem.

* Meio RPMI 1640

RPMI (pd) 1,04 g
NaHCO3 0,2g
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL

Agitar por aproximadamente 40 minutos em béquer, com auxilio de agitador

automatico e magneto, para que ocorra a o|isso|ugéo comp|eta.
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* Meio NNN (Novy, McNeal e Nicolle) — meio difasico

Cloreto de sédio (NaCl) 6g

Agar 14 g

Agua destilada 900 g

Sangue de coelho desfibrinado 135 mL (15%)

Procedimento

a) Misturar a quente cloreto de sédio, 4gar e dgua destilada. Esterilizar
por 20 minutos em autoclave a 120°C e 1 atmosfera. Deixar atingir
a temperatura entre 40°C e 50°C para acrescentar, nesse momento,
o sangue desfibrinado, agitando suavemente. Distribuir o meio ainda
liquido em tubos de ensaio ou frascos de cultura. Deixar solidificar,
mantendo os tubos com inclinacdo conveniente. Fazer a prova de esteri-
lidade (deixar por 48 horas em estufa a 37°C). Guardar em geladeira
até o momento do uso. Esse meio apresenta uma base sélida inclinada
e caldo de condensacso.

b) A colheita do sangue de coelho deve ser asséptica, por meio de pun-
cdo cardiaca, e o sangue deve ser desfibrinado com o auxilio de pérolas
de cristal em frasco estéril.

c) Esse meio ¢ indicado para o cultivo de flagelados do género Leishmania
e para a espécie Irypanosoma cruzi.

d) A partir da cultura, podem ser feitas preparagoes coradas. O liqui-
do de condensacdo ¢ passado para o tubo de centrifugacdo, onde
¢ lavado com solucdo fisiolégica (NaCl a 0,99%) por meio de duas
a trés centrifugacdes a 2.000 rpm. O sedimento pés-lavagem deve
ser misturado com duas a trés gotas de soro humano ou de animal de
laboratério para sé apés seguir com o preparo de esfregacos delgados
ou espessos, deixando secar e corando pelos métodos de Giemsa ou
May-Griinwald—Giemsa. Para que as co|orag6€s sejam mais satisfato-

rias, deve ser utilizado o corante Giemsa adicionado de uma gota de
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solucdo de bicarbonato de sédio a 1% para cada 10 mL da solucdo
corante. O tempo de coloracio deve ser ampliado para 40 minutos.
e) Para o isolamento de espécies e subespécies do género Leishmania, o
material a ser semeado deve ser obtido de acordo com os preceitos
estabelecidos no estudo especifico dos assuntos. A semeadura deve
ser imediata & coleta, emulsionando-se o material no liquido de con-
densagdo do meio. O material deve ser semeado em mais de um tubo,
e os tubos armazenados em estufa a 25°C até a rea|izagéo dos exames,

que devem ser feitos a partir do quarto dia.

* Meio de cultura LIT

Solucdo 1:
NaCl 40g
KCl 0,4g
Solugio 2:
Triptose 50g
Infuso de figado 50g

Agua destilada g.5s.p. __ 880 mL

Etapas para o preparo:

a) Dissolver o infuso de figado em 200 mL de égua destilada, em banho-
maria ou chama de gés;

b) Filtrar ainda quente em algodao;

c) Recolher o filtrado e juntar com os ingredientes das solucdes 1 e 2;

d) Ajustar o pH entre 7,4 ¢ 7,6;

e) Acrescentar 100 mL de soro bovino;

f) Inativar a 68°C durante 1 hora, agitando o meio de 5 em 5 minutos;

g) Acrescentar 20 mL (0,29) de hemoglobina e antibiéticos (penicilina
250 ul/mL — estreptomicina 50-100 mg/mL);

h) Filtrar em Zeitz e distribuir em quantidades desejadas.
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Capitulo 2

Introducdo a helmintologia
José Roberto Machado-Silva

Rosangela RodrigueS-Silva
Lucas de andrade barros

Fernanc|a Barbosa de A|meio|a

1. Consideracoes gerais

Helmintologia ¢ a érea do conhecimento que se dedica ao estudo dos
he|mintos, ou, em seu termo vu|gar, dos vermes. Helmintose ou helmintiase
¢ a nomenclatura utilizada no caso de o hospedeiro estar infectado por
helmintos. Devido ao nimero de hospedeiros infectados e aos agravos a
satide, os helmintos sdo considerados problemas de satide publica na medicina
humana e veterinéria. De acordo com o tipo de corpo, os helmintos podem
ser organizados em dois grupos: os nematelmintos, que apresentam o corpo
cilindrico e sdo representados pela classe Nematoda, e os platelmintos, que,
em gera|, apresentam o corpo achatado dorso-ventralmente. Nesse grupo, estao
incluidas as classes Trematoda, com helmintos de corpo folidceo, exceto o género

Schistosoma, e a classe Cestoda, também conhecida por Cestoidea, que possui
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helmintos de corpo segmentado. Essas duas classes também se diferenciam pelo
n(imero de ventosas: duas na classe Trematoda e quatro, na Cestoda.

No ciclo biolégico dos helmintos, had diferentes estigios evolutivos:
vermes adu|tos, ovos e larvas. Nos nemate|mintos, a fase adulta apresenta
diferenciagéo sexual evidente, na qual os espécimes machos sdo menores do
que as Fémeas, 40 passo que a quase totalidade dos p|ate|mintos ¢ representada
por helmintos hermafroditas, isto ¢, a presenga, Nno mesmo individuo, dos
sistemas reprodutores masculino e feminino.

Além das diferengas no aspecto externo do corpo e no sistema reprodutor,
a organizacao do sistema digestério também permite a distingéo entre as classes,
posto que nos Nematoda o sistema digestério é comp|eto, sendo composto
de boca, faringe, esofago e anus (nos machos) ou cloaca (nas fémeas). Os
platelmintos ndo apresentam sistema digestério completo. Os trematédeos tém
boca, no fundo da ventosa oral, Faringe e intestino — que termina em saco
fechado —, determinando que as excretas sejam eliminadas pela boca. Os
cestoides ndo apresentam sistema digestério, efetuando a nutricgo por osmose
através do tegumento, a parte externa do corpo dos p|ate|mintos.

Os ovos de nematoides tém trés camadas: uma externa |ip|'o|ica, uma
quitinosa intermediaria e uma vitelinica interna, mais ou menos espessas, que
asseguram maior ou menor barreira ao desenvolvimento das larvas no interior
do ovo.

De acordo com o ciclo biolégico, os helmintos podem ser classificados
como geo-helmintos, quando ocorre uma mudanga de fase evolutiva no solo,
tal como de estdgios no interior do ovo ou de ovo para larva ou, ainda, de
uma fase larvar (rabditoide) para outra (filarioide), como nos nematoides.
J& nos bio-helmintos, as fases larvérias se desenvolvem em hospedeiros
intermediérios no ciclo biolégico: esporocisto para cercérias em trematédeos
e embrido hexacanto para larva cisticercoide em cestoides.

No corpo humano sdo encontrados helmintos nos intestinos delgado e
grosso, e em varios outros locais: figado, sistemaas nervoso, circulatério e

linfético e tecido subcutaneo.
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2. Helmintos intestinais humanos

No intestino sdo encontrados com muita frequéncia helmintos adultos
de vérias espécies de nematoides e cestoides. Para alguns nematoides, a
transmissdo ocorre por via oral, mediante a ingestdo de alimentos contaminados
com ovos embrionados (com uma larva infectante); é o caso de Ascaris
lumbricoides e Trichuris trichiura. Para outras espécies, como Strongyloides
stercorallis, Ancy/ostoma duodenale e Necator americanus, a transmissdo
ocorre por larvas infectantes que penetram na pele dos individuos ao andarem
descalcos.

Algumas espécies de nematoides intestinais — Ascaris lumbricoides,
Strongy/oides stercoralis, Ancy/ostoma duodenale e Necator americanus —
tém um ciclo pu|monar caracteristico, denominado ciclo de Loss. Nesse ciclo,
as larvas sofrem amadurecimento no pu|méo, mudam de estagio evolutivo,
rompem os capilares, caem nos alvéolos, sobem pela érvore brénquica, alcangam
a traqueia e, ao serem deglutidas, atingem seu destino final: o intestino. O
habitat dos vermes adultos de Ascaris lumbricoides, 5trongy/oides stercoralis,
Ancylostoma duodenale e Necator americanus é o intestino delgado; j& o
habitat de Trichuris trichiura e Enterobius vermicularis é o intestino grosso. O
diagnéstico laboratorial dos nematoides intestinais ¢ feito pelo encontro de
ovos ou larvas nas fezes dos individuos, geralmente por meio de métodos de
rotina parasitolégica.

Em relacdo aos cestoides, a transmissdo se dé apenas por via oral, quando
os individuos ingerem carnes contaminadas por formas larvérias de Taenia solium
ou de Taenia saginata. Em outras espécies, a transmissdo ¢ feita apenas pela
ingestdo de ovos de Hymenolepis nana (Rodentolepis nana) encontrados no
ambiente; ja no caso de Hymenolepis diminuta, a transmissdo acontece pela
ingestdo de pequenos coledpteros. Todas essas espécies habitam o intestino
delgado. O diagnéstico laboratorial ¢ feito pe|o encontro de prog|otes (ou
proglétides) nas fezes dos individuos. Os detalhes sobre o parasitismo por

helmintos intestinais mais comuns em nosso pais sdo apresentados a seguir.
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2.1 Cestoides com habitat em intestino delgado humano

A) Taenia solium e Taenia saginata (teniase)

a) Morfologia

Os vermes adultos sdo grandes: 7 solium mede de 1,5 a 4 metros de
comprimento; e A saginata, de 4 a 12 metros. O nome vu|gar (popu|ar)
mais utilizado para o género ¢é solitéria. O corpo é achatado, em forma de
fita, e dividido em trés regides, a saber: escélex (regido anterior de Fixagéo no
intestino), com quatro ventosas e dupla coroa de ganchos (actleos) — cora
presente em /. solium e ausente em 7. saginata; colo, regido de crescimento
do he|minto; e estrébi|o, composto por segmentos denominados prog|otes.
Dependendo da sua organizacado interna, as proglotes sdo classificadas
como imaturas (sem maturacdo sexual), maduras (sistemas genitais masculino
e feminino desenvolvidos) e grévidas (ramiFicagc")es uterinas repletas de
ovos). As proglotes gravidas se diferenciam entre as espécies: na 7. solium,
apresentam aspecto dendritico e menor niimero de ramificagées uterinas, com
maior espaco entre elas; na T saginata, apresentam aspecto dicotdmico e
maior nimero de ramificacdes uterinas, com menor espaco entre elas. Os
ovos — pequenos, esféricos, marrons, medindo cerca de 20 a 40 Um' de
didmetro —, sdo morfologicamente indistinguiveis e constituidos por uma casca
externa e uma interna que protegem o embrido, conhecido como hexacanto
ou oncosfera. O cisticerco (forma |arvar) apresenta formato e||'ptico ou
semiesférico, com didmetro de maior eixo medindo de 8 a 10 mm. A larva
de T saginata apresenta quatro ventosas no protoesc6|ex; a de T solium tem

uma coroa de aclleos no centro das quatro ventosas.

' Um = micrémetros.
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Figura 1. Formas evolutivas de Taenia solium e Taenia saginata: A) Escélex de T.
solium, com coroa de ganchos (aciileos) (1) e ventosas (2); B) Escélex de T.
saginata, com ventosas (3); C) Ovo; D) Proglote de T. solium, com ramificacoes
dendriticas; E) Proglote de T saginata, com ramificacdes dicotdmicas.

b) Ciclo biolégico

A infecgéo humana ocorre pela ingestdo de carne bovina, crua ou mal cozida,
contaminada pelas larvas de T saginata, ou de carne suina, contaminada com 7.
solium. No intestino delgado, ocorre a desinvaginagéo da larva, quando essa
se fixa na mucosa intestinal e se transforma em verme adulto. A ténia adulta
comeca a eliminar proglotes gravidas com 80 mil a 100 mil ovos, de 60 a 70
dias apés a ingestdo da carne. Os ovos eliminados pelo hospedeiro definitivo
contaminam o solo, sendo ingeridos por suinos ou bovinos. No intestino
delgado do hospedeiro intermediario, ocorre a liberagio da oncosfera, que
atravessa a mucosa intestinal e a|canga a circu|agéo, podendo se desenvolver
no cérebro, lingua e coragao. O ciclo recomeca quando o homem ingere esses

tecidos contaminados. Durante episédios de v&mitos nos individuos com 7.
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solium, as prog|otes gravidas poclem chegar ao estémago e ativar o embrido
(oncosfera), que volta ao intestino delgado e se desenvolve em cisticerco,

caracterizando a autoinfeccdo interna.

Ingestao de Eclosio da larva n
ovos presentes n
no pasto intestino dalgado‘
GADO ONCOSFERA
PORCO
Contaminam o solo Peneira a mucosa
intestinal, alcangando
e o pasto onde o sistema circulatério

ado bovino e o
suino se alimentam

Transforma-se

ovos ]
em cisticerco
CISTICERCO que fica
alp]adft no:a
Liberam nas fezes misculos
o e s
gravidas repletas
de ovos VERMES
ADULTOS

Intestino HOMEM  |ngestio de carne
delgado h crua ou malcozida

Figura 2. Ciclo biolégico da Taenia sp.

c) Relagdo parasito—hospedeiro

A doenca causada pela presenca dos vermes adultos no intestino, que nao
provoca a|terag6es importantes no local de fixacdo, ¢ conhecida como tenfase.
Com muita frequéncia se observam individuos assintométicos. Os principais
sintomas sdo dor abdominal, nduseas, falta de apetite ou apetite exagerado
e perda de peso. As principais complicacdes sdo apendicite (penetracio de
uma proglote e obstrugéo do apéndice ileocecal) e obstrugéo intestinal pela

massa do estrébilo (extremamente rara).

d) Diagnéstico laboratorial

Realizado pela pesquisa de proglotes ou de ovos eliminados nas fezes. A

obtengéo de proglotes pode ser conseguida, principalmente, por tamisacao,
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que consiste em desfazer o bolo fecal com 4gua corrente em uma peneira de
malhas finas (tamis), para reter as prog|otes. As prog|otes retidas devem ser
comprimidas entre duas |dminas de vidro e clarificadas com é4cido acético, a
fim de se identificarem as espécies pela morfologia das ramificagées uterinas.
Esse procedimento é importante pela possibilidade de autoinfeccdo por 7
solium.

E importante lembrar que as prog|otes de T solium costumam ser expu|sas
passivamente, misturadas a material fecal, ou ao fim da deFecagéo. Jé as de
T saginata saem normalmente de forma isolada, podendo estar envolvidas
pe|a massa fecal. Por possuirem musculatura mais potente que as prog|otes
da T solium, o que determina uma atividade motora, as proglotes de 7.
saginata conseguem locomover-se, Forgando a passagem pelo orificio anal a
qua|quer momento do dia ou da noite, e suas prog|otes podem ser vistas com
frequéncia na roupa de cama ou em pecas intimas de vestuario. Esse pode ser
um meio de obtencdo do proglote sem uso da tamisaco.

Normalmente, o encontro de ovos nas fezes ¢ acidental, pois as prog|otes
saem integras nas fezes. A pesquisa de ovos com fita adesiva é a melhor
técnica para encontrar os ovos de Taenia, tendo em vista que, 3o passar pe|o
orificio anal, as proglotes sdo comprimidas e tendem a extravasar parte do seu
conteido (ovos). Porém, em razdo da semelhanca morfolégica entre os ovos

das mesmas, ndo ¢ possivel estabelecer o diagnéstico da espécie parasitéria.

e) Epidemiologia

O parasitismo pelo género Taenia é encontrado em praticamente todas as
partes do mundo, apresentando maior prevaléncia nas regides onde inexiste
ou ¢ precéria a inspecdo sanitdria das carcacas de bovinos e/ou suinos.
No Brasil, pafs no qual a maioria da carne consumida ndo ¢ fiscalizada, a
prevaléncia da teniase/cisticercose ¢ alta, e tais patologias estio largamente
dispersas no territério nacional, principalmente nas cidades do interior.
Hébitos de determinados segmentos populacionais podem fomentar ou inibir

tal transmissdo, como ¢ o caso da proibigéo da ingestdo de carne suina por
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judeus ortodoxos e da carne de origem bovina por grupos indianos, como os
hindus. Como o Gnico hospedeiro definitivo é o homem, o destino inadequado
de suas fezes ¢ o elemento fundamental na manutencdo da transmissdo dos
ovos de Taenia para seus respectivos hospedeiros intermediarios. A uti|izagéo
de fezes humanas como adubo e o frequente habito coprofagico de suinos
criados soltos por seus donos ajudam a disseminar a doenga. Outro fator
determinante para a propagagao dessa helmintose ¢ a elevada capacidade do
ovo de Taenia resistir ao tratamento dos esgotos e as inundacdes. Em casos
mais raros, a ordenha manual de bovinos por maos contaminadas por ovos do
parasito podem ser uma fonte de transmissdo. Porém, o mau hébito do homem

de defecar no solo ¢, sem divida, o elo mais significante dessa transmissao.

f) Profilaxia e controle

Inspecionar rigorosamente da carne de consumo humano, fiscalizar os
matadouros, evitar comer carne crua ou malcozida e tratar os individuos
infectados sdo medidas importantes para a profilaxia da tenfase. O destino
adequado dos dejetos, por meio da construcao de sistema eficiente de
saneamento bésico, evita que suinos, bovinos, alimentos e é&gua sejam
contaminados com ovos de Taenia. Os individuos com sintomatologia ou
suspeita de tenfase devem realizar o diagnéstico laboratorial e ser tratados.
Medidas de higiene pessoal, tais como sempre lavar as maos apés a ida ao
banheiro, antes de manipular alimentos e antes de fazer as refeicoes, sdo
préticas fundamentais. Lavar bem os alimentos contribui para a profilaxia e o

controle da cisticercose.

B) Rodentolepis (Hymenolepis) nana e Hymenolepis diminuta

(himenolepiase)

a) Morfologia
O verme adulto de R. nana mede cerca de 2 a 4 cm de comprimento por

1 cm de largura e o de H. diminuta mede cerca de 30 cm de comprimento. O
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escélex de R. nana tem coroa simples de ganchos, o que permite diferencié-lo
de H. o//'m/'nuta, que nao tem coroa de ganchos. Os ovos de R. nana medem
40 Pm de dismetro e apresentam um embrido comp|etamente formado. H.
diminuta mede 70 a 80 Pm de didmetro. A larva denominada cisticercoide

tem o escélex invaginado com coroa de ganchos, mas sem vesicula.

Figura 3. A) Ovo de Hymenolepis diminuta;
B) Ovo de Rodentolepis (Hymenolepis) nana.

b) Ciclo biolégico

O ciclo evolutivo de H. nana é do tipo monoxeno. O verme adulto
produz no intestino delgado numerosos ovos, que sdo liberados nas fezes.
Novos individuos poderdo se infectar com esses ovos, os quais, no intestino
delgado, liberam os embrides, que se fixam e dao origem ao verme adulto. O
ciclo total desde a ingestdo de ovos até o desenvolvimento do verme adulto
e o aparecimento de ovos nas fezes dura um més.

Ja o ciclo de H. diminuta é do tipo heteroxeno. Os ovos podem ser
ingeridos por insetos (hospedeiro intermedidrio), e a larva cisticercoide
forma-se nos tecidos desses artrépodes, que sdo ingeridos acidentalmente.
No intestino delgado do hospedeiro definitivo, o escélex desinvagina, fixa-se
na mucosa e cresce até formar o verme adulto. A infecgéo humana por H.
diminuta é pouco frequente. Os roedores sao os hospedeiros naturais desse

helminto.
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Figura 4. Ciclo biolégico do Rodentolepis nana.
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Figura 5. Ciclo biolégico do Hymenolepis diminuta.
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c) Re|ag50 parasito—hospedeiro

De maneira geral, a presenca de poucos vermes adultos no intestino ndo
provoca a|teragées importantes no local de Fixagéo. Com muita frequéncia,
observam-se individuos assintométicos. Os principais sintomas sdo dor abdominal,

néuseas, falta de apetite, irritabilidade, dor de cabega e perda de peso.

d) Diagnéstico laboratorial
O exame coproparasitolégico ¢ feito para pesquisar os ovos tipicos de

Rodentolepis e Hymenolepis, e as técnicas mais utilizadas sdo as de Faust e

colaboradores (1938), a de Sheather (1923) e Ritchie (1948) modificada.

e) Epidemiologia

A himeno|ep|'ase ¢ encontrada em todas as partes do muno|o, principa|mente
nos paises ou regides mais frias. Dois fatores sdo importantes para a ocorréncia
dessa parasitose: densidade populacional e hibito de viver em ambientes

fechados. Criangas na faixa escolar sdo as mais frequentemente infectadas.

f) Profilaxia e controle

Higiene pessoal com lavagem constante das maos, destino adequado dos
dejetos, uso de aspiraclor de pd e tratamento dos infectados. O combate
aos insetos de cereais e as pulgas no ambiente e o exame de fezes nos demais
membros da comunidade (familia e creche) evitam a manutencdo das fontes

de infeccdo.
2.2 Nematoides de habitat intestinal humano

A) Ascaris lumbricoides (ascariose, ascariase)

a) Morfologia
Os vermes adultos machos sdo longos, medem cerca de 15 a 30 cm de

comprimento, apresentam extremidades afiladas e cor leitosa. A extremidade
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posterior & facilmente reconhecida pe|o enrolamento ventral em forma de
espiral, o que os diferencia das fémeas adultas, que apresentam a extremidade
afilada e retilinea. As fémeas medem de 30 a 40 cm, e tém cor semelhante
aos machos. O nome vulgar mais conhecido da Ascaris é lombriga.

Podem ser eliminados trés tipos de ovos pela fémea. Caso o ovo tenha
sido gerado por Fecundagéo do espermatozoide do macho, ele é considerado
fértil; ¢ esse o ovo de A. lumbricoides mais frequentemente eliminado. Os
ovos férteis sdo elipticos ou esféricos, medem cerca de 50 a 70 Um de
comprimento por 45 a 60 Um de largura. Por causa da membrana externa
mamilonada, apresentam cépsula espessa que se cora de marrom pelos
pigmentos fecais, em torno de uma massa embrionéria de tnica célula. Com
menor frequéncia, alguns ovos ndo apresentam membrana mamilonada externa,
sendo considerados descorticados, o que determina uma superficie de casca
lisa e transparente, que envolve massa embrionéria de dnica célula. Caso o
ovo nao tenha sido fecundado, consequentemente ¢ infértil e mede cerca de
80 a 90 Mm de comprimento por 40 a 55 m de largura, apresentando-se
com os mamilos da membrana externa maiores e irregulares.

Os individuos infectados podem eliminar nas fezes ovos férteis apenas,
ovos férteis e inférteis ou apenas ovos inférteis. Os ovos férteis podem

contaminar o ambiente em locais com condicdes sanitérias deficientes.

A B c

Figura 6. A) Ovo fértil de Ascaris lumbricoides com presenca da membrana
mamilonada; B) Ovo fértil descorticado; C) Ovo infértil.
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b) Ciclo biolégico

Os ovos férteis ou inférteis sdo afetados de maneira diferente pelo ambiente.
Para os férteis, temperaturas em tomo de 25°C a 30°C, umidade minima
de 70% e oxigénio sdo fatores que permitem o desenvolvimento de uma
larva de primeiro estégio (|_1) que evolui para larva de segundo estégio (LQ)
e, posteriormente, para larva infectante de terceiro estagio (|_3) dentro do
ovo, com movimento observado entre ldmina e laminula ao microscépio. Nos
inférteis, ndo hé a formacdo da larva porque o ovo néo foi fecundado.

Dentro do hospedeiro, ocorre uma migracdo muito acentuada. Apds a
ingestdo, os ovos larvados passam pelo estémago, as larvas saem do ovo no
intestino delgado migram para o ceco, onde atravessam a parede intestinal e
penetram na circu|agéo sanguinea ou linfética, a fim de atingir o coracao e os
pulmées — quando ocorre o ciclo de Loss —, evoluindo para larva de quarto
estagio (L4). A migragado continua, e as |_4 atingem a faringe, onde podem
ser expelidas com a expectoracdo ou ingeridas, passando pelo estémago e
transformando-se em adultos jovens no intestino delgado. Em aproximadamente

60 dias, realizam a cépula e as fémeas produzem ovos que saem nas fezes.

Acasalam e fazem
oviposigao

Ingestio de ovos
Transformam-se

Migram para o Larvas sobem a
intestino delgado arvore bronquica

Figura 7. Ciclo biolégico do Ascaris lumbricoides.
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c) Re|ag50 parasito—hospedeiro

A patogenia ¢ caracterizada pe|o processo migratorio das larvas no
pulmado, que determina um quadro de pneumonite, no qual hé febre, tosse e
eosinofilia. Caso o individuo seja hipersensivel, pode ocorrer a denominada
sindrome de Loeffler. Na infeccio intestinal, os vermes adultos ocasionam
acao espo|iao|ora, tdxica, mecdnica e, com menor Frequéncia, |oca|izag6<as
ndo habituais (ectépicas). As maniFestagées clinicas envolvem desconforto
abdominal, nduseas e perda de apetite. Esses quadros sdo mais graves em
criancas desnutridas e que apresentem grande niimero de vermes. A acdo
irritativa mais grave desenvolvida pelos adultos diretamente sobre a parede
intestinal é a formacdo de volumosas massas que lembram novelos, conduzindo
algumas vezes & produgéo de espasmos e de obstrugéo intestinal e & peritonite,

com ou sem perfuracdo do intestino.

d) Diagnéstico laboratorial

E feito com base no exame de fezes de rotina. Em razdo do grande nimero
de ovos eliminados normalmente nas fezes — em torno de 200 mil ovos
por féemea/dia — e de sua densidade de valor intermediério, praticamente
todas as técnicas de concentracdo, sedimentacdo e flutuacdo apresentam boa

sensibilidade para a ascariose. As principais técnicas utilizadas sdo as de

Lutz (1919) ou Hoffman, Pons e Janer (1934), Ritchie (1948), Faust
e colaboradores (1938), Sheather (1923) e Willis (1921). O emprego
de métodos quantitativos como os de Kato-Katz (Katz, Chaves e Pellegrino,
1972) e Stoll (1923) permitem a quantificacio do nimero de ovos e,

consequentemente, a estimativa da carga parasitaria do individuo.

Obs: Cuidado com a morfologia dos ovos inférteis ou férteis descortica-
dos nas fezes, pois a mesma pode determinar falsos negativos ou identi-
ficacdo errénea, uma vez que se assemelham a ovos de ancilostomideos,

apresentando, porém, casca mais grossa.
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e) Epidemiologia

A infeccdo por A. lumbricoides estd amplamente distribuida nas regices
tropicais e temperadas do planeta. Em todos os estados do Brasil, hé relatos
de infecgéo por esse helminto. Entretanto, hé 4reas de alta transmissdo o
Nordeste, areas de média transmissao, o Norte, o Centro-Oeste e o Sudeste,
e de baixa transmissdo, o Sul. Alguns fatores interferem nessa distribuicdo:
grande niimero de ovos produzidos pelas fémeas, condigées deficientes de
saneamento, concentracao de individuos e caracteristicas climaticas, havendo

maior prevaléncia da infeccdo em regides Gmidas e quentes.

f) Profilaxia e controle
Recomenda-se o tratamento dos individuos infectados, insta|agéo de

saneamento bésico e educacdo em sadde.

B) Ancy/ostoma duodenale e Necator americanus (anci|ostomose,

ancilostomiase).

a) Morfologia

Sso helmintos com regido anterior diferenciada (cépsu|a bucal com
dentes ou laminas cortantes); a regido posterior dos machos ndo apresenta a
extremidade recurvada, possuindo uma bolsa copuladora bem caracteristica
dessas espécies. Os machos de A. duodenale medem de 9 a 11 mm e as
féemeas, de 10 a 13 mm. Em N. americanus, os machos medem de 5 a 9

mm e as fémeas, de 9 a 11 mm
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3 pares de dentes

Cépsula bucal

com placas Bolsa copuladora
cortantes com 3 pares
de raias

A B Cc
Figura 8. A) Extremidade anterior de Necator americanus, que mostra o par
de placas cortantes no interior da capsula bucal; B) Extremidade anterior de
Ancylostoma caninum, mostrando a cépsula bucal e os trés pares de dentes
ventrais; C) Extremidade posterior de um exemplar macho de Ancylostoma,

com a bo|sa copu|adora sustentada por raios muscu|ares.

Os ovos das duas espécies sdo muito parecidos, ovoides e casca: eles tém
forma: fina e transparente. No interior do ovo, desenvolve-se uma larva com
o tubo digestivo diferenciado em corpo, istmo e bulbo (LQ, larva rabditoide).

No ambiente, ocorre a maturacdo para um estdgio posterior, com esbfago

cilindrico e sem bulbo (|_3, larva filarioide).

Figura 9. A) Ovo de ancilostomideo no inicio da segmentacio,
como se apresenta nos exames de fezes; B) Ovo embrionado,

depois de permanecer alguns dias no ambiente.
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b) Ciclo biolégico

A inFecgéo por N. americanus se da pela penetracdo cutdnea das larvas
filarioides infectantes (L3). No A. duodenale, além desse tipo de transmissao,
constata-se também a infecgéo por via oral, quando as larvas filarioides sio
ingeridas com o alimento. No entanto, os autores divergem se a transmissdao
se da exclusivamente pe|a penetragdo cutdnea, ou se também ocorre por via
oral. Alcangada a circulacdo cutanea, as larvas |_3 sdo levadas ao coragdo e aos
pulmdes. De forma semelhante ao A. lumbricoides, as larvas realizam o ciclo de
Loss, atingindo a fase adulta no intestino delgado. Acredita-se que na transmissao
por via oral o ciclo de Loss ndo ocorra. Da invasdo das larvas infectantes até o

aparecimento de ovos nas fezes sdo necessarios de 35 a 60 dias.

HOMEM Larvas caem no sistema
clrculatdrio » sio levadas
atd o pulmao
Panatragio
pela pele
LARVA
FILARIOIDE CIEgSDE Sobem a drvone
brinquica & migram
Transformam-se om para o intesting
larvas filariobdes delgado
LARVA VERME
RABDTOIDE ADULTO
Mio infectants Intesting delgada

Acasalam @ liberam
ovos nas fezes
ovos
Eclodem liberando as

larvas rabditoides que
ficam no solo

Figura 10. Ciclo biolégico de Ancylostoma duodenale e Necator americanus.

c) Relagéo parasito—hospedeiro
A gravidade dessa helmintose depende do local de migracao das larvas,
do niimero de vermes adultos localizados no intestino e do estado nutricional

do individuo. No intestino, o helminto se fixa pela cdpsula bucal, causando
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intensa anemia. Os sintomas dessa fase incluem palidez e conjuntivas e

mucosas descoradas.

d) Diagnéstico laboratorial

O exame de fezes por métodos qualitativos — sedimentagéo espontanea,
sedimentacdo por centrifugagdo e flutuagio — indica apenas a presenca ou
ndo de ovos, porém com esses métodos ndo é possivel ndo é possivel a
identificacdo da presenca de ovos de ancilostomideos. Com esses métodos
ndo ¢ possivel a identificacio de ovos, por causa da semelhanca morfolégica
entre os ovos de diferentes parasitos. Como o nimero de vermes é importante
na patogenia, sua estimativa pode ser realizada por métodos quantitativos,

CUjO resu|tao|o expressa o nlmero o|e OVOs por grama o|e fezes.

e) Epidemiologia

A transmissdo dos ancilostomideos depende dos seguintes fatores:
individuos infectados que contaminam os solos com as suas fezes; tipo de
solo; e condicdes climaticas favoréveis ao ciclo biolégico dos helmintos:
umidade, presenca de oxigénio e temperatura adequada. A infecgéo ocorre
preferencialmente em criangas maiores de 6 anos, adolescentes e individuos

mais velhos.

f) Profilaxia e controle

Inclui o tratamento dos infectados e o planejamento de educagéo sanitdria,
nos quais se destacam a ap|icagéo de medidas higiénicas gerais, como destino
adequado dos dejetos, evitar andar desca|go em ambientes contaminados
com as larvas do helminto e cuidados na manipu|agéo e no armazenamento

dos alimentos.
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O 5trongy/oides stercoralis (estrongiloidose ou estrongiloidiase)

a) Morfologia

Diferentemente de outras espécies de nematoides, S. stercoralis apresenta
seis estégios evolutivos. A forma parasitaria ¢ uma fémea partenogenética, que
mede de 1,7 a 2,5 mm de comprimento por 0,03 a 0,04 mm de largura, ndo
apresentando receptéculo seminal. Os ovos elipticos, de casca fina, medindo
de 50 a 58 {Um de comprimento por 30 a 34 Um de largura, apresentam uma
larva rabditoide e raramente sdo encontrados nas fezes. A larva rabditoide de
S. stercoralis tem as mesmas caracteristicas gerais dos anci|ostom|'o|eos, porém
o primérdio genital é bem desenvolvido em S. stercoralis. No ambiente, as
larvas evoluem para os estégios filarioide, adultos de vida livre ou estercorais.
A principal caracteristica da larva filarioide de S. stercoralis é sua extremidade
posterior, que termina em ponta entalhada. Os machos medem 0,7 mm de
comprimento por 40 Um de largura e extremidade posterior caracteristica de
outros machos de nematoides. As fémeas estercorais medem de 0,8 a 1,2 mm

de comprimento por 50 a 75 Um de largura e apresentam receptéculo seminal.

A B c D E
Figura 11. Formas evolutivas de Strongyloides stercoralis: A) Ovo embrionado,
com larva no interior; B) Larva rabditoide encontrada nas fezes, que apresenta
esdfago rabditoide com regido anterior cilindrica e alongada (corpo) (1), regido
intermediaria estreitada (istmo) (2) e regido posterior globulosa (bulbo) (3); C)
Macho de vida livre encontrado no solo — a seta indica dois pequenos espiculos
que auxiliam na cépula; D) Fémea de vida livre; E) fémea partenogenética.
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b) Ciclo biolégico

As fémeas partenogenéticas habitam o intestino delgado. Os ovos sdo
depositados na mucosa intestinal e as larvas alcancam & luz intestinal. As larvas
rabditoides eliminadas nas fezes dos individuos parasitados podem seguir
dois ciclos: no ciclo direto, elas sofrem progressivas mudas e evoluem para
larvas filarioides infectantes; j& no ciclo indireto, as larvas rabditoides sofrem
mudas e se transformam em machos e fémeas de vida livie. Apés a copula,
as fémeas pdem os ovos, liberando larvas rabditoides que evoluem para
larvas filarioides infectantes. Os dois ciclos se completam com a penetracao
das larvas infectantes pe|a pe|e. Apés atravessarem o tegumento, as larvas
invadem a corrente sanguinea e realizam o ciclo pulmonar descrito para Ascaris
e ancilostomideos.

Pessoas que andam descalcas em ambientes contaminados por fezes humanas
se infectam de forma semelhante & infeccdo por ancilostomideos. Outras
formas de infeccdo sdo observadas na estrongiloidiase: autoinfeccdo externa
ou exbgena, quando larvas rabditoides se transformam em filarioides na regido
perianal e penetram no hospedeiro; e autoinFecgéo interna ou enddgena,
quando as larvas rabditoides se transformam em filarioides ainda na luz intestinal
e penetram na mucosa intestinal (fleo ou célon). Essa situacdo ndo sé leva a
manutencao prolongada do parasitismo, como também ao desenvolvimento
da superinfeccdo, que pode ocorrer em individuos com estrongiloidiase e
constipacdo intestinal, por causa do retardamento na eliminacdo das fezes.
Nos individuos com baixa imunidade (sob o uso de drogas imunossupressoras,
radioterapia, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, uso de corticoides
e alcoolismo crénico), pode ocorrer a autoinFecgéo interna, com larvas de

diferentes estagios (L, L e L.) em diferentes 6rgaos.
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Figura 12. Ciclo biolégico do Strongyloides stercoralis.

c) Relagéo parasito—hospedeiro

Depende do local de migracao das larvas (pele e pulmdes) e,
principalmente, das lesées no duodeno e jejuno provocadas por fémeas e larvas.
Geralmente, a penetracdo cutanea ¢ assintomatica, seguida de manifestagc")es
pulmonares semelhantes a uma pneumonia atipica. Os principais sintomas
envolvem a localizacdo intestinal e de formas disseminadas em individuos com

imunocomprometimento.

d) Diagnéstico laboratorial

O exame de fezes ¢ feito para pesquisar larvas em fezes sem utilizar
conservantes, como os métodos de Baermann—Moraes (Baermann, 1917;
Moraes, 1948) e Rugai, Mattos e Brisola (1954). Esses métodos se baseiam
no hidro e no termotropismo das larvas. O exame de uma Gnica amostra de
fezes falha em detectar larvas em até 709 dos casos. Para se atingir 1009%
de sensibilidade do exame de fezes, é necessério o exame de, pelo menos,

trés amostras fecais, coletadas em dias consecutivos.
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Os métodos indiretos, como o hemograma, auxiliam o diagnéstico
laboratorial, pois na fase aguda da infeccdo a taxa de eosinéfilos pode ser
de até 82%, reduzindo-se para 8 a 15% na fase crénica. Os métodos
imunoldgicos e o diagndstico por biologia molecular tém sido empregados

com sucesso na infeccdo por S. stercoralls.

e) Epidemiologia

A semelhanca de transmissdo com os ancilostomideos indica que os mesmos
fatores influenciam no aparecimento, manutencao e dispersao do S. stercoralls.
A presenca de fezes de animais domésticos, como os caes, contaminando o

solo ¢ mais um fator que influencia a distribuigéo geogréfica de S. stercoralis.

f) Profilaxia e controle

O tratamento dos infectados é uma das medidas indicadas, porém
S. stercoralis ¢ o mais dificil de ser tratado. As medidas indicadas em
ancilostomideos também podem ser citadas para S. stercoralis.

D) Trichuris trichiura (tricocefalose, tricuriase)

a) Morfologia

A regido anterior afilada e a posterior alargada, lembrando um chicote,
s3o as principais caracteristicas da morfologia externa dos vermes adultos de
T trichiura. Os vermes machos medem cerca de 3 a 5 cm de comprimento,
sendo um pouco menores que as fémeas. Os ovos medem de 50 a 55 Um de
comprimento por 22 a 23 Um de largura e apresentam a forma de um barril

a|ongao|o, com poros salientes e transparentes em ambas as extremidades.
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Figura 13. A) Ovo de Trichuris trichiura, com poros (1) nas extremidades; B)
Macho de T trichiura com regido posterior curvada ventralmente; C) Fémea de

T. trichiura — note-se a regiao posterior retilinea.

b) Ciclo biolégico

Da mesma maneira que A. lumbricoides, as condicdes ambientais favorecem
o desenvolvimento de larvas infectantes no interior do ovo de T trichiura.
Quando ingeridos, os ovos embrionados liberam as larvas, que saem pelas suas
extremidades. Diferentemente de A. lumbricoides, as larvas de T trichiura nao
realizam o ciclo de Loss, permanecendo por alguns dias na mucosa duodenal
e migrando, posteriormente, para a regido cecal, onde completam o ciclo.
Por volta de 70 a 90 dias da ingestdo dos ovos embrionados, comecam a

dparecer ovos nas F€Z€S.
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Figura 14. Ciclo biolégico do Trichuris trichiura.

c) Relacdo parasito—hospedeiro

A gravidade da inFecgéo depende da carga parasitéria, da idade e do
estado nutricional dos hospedeiros — em geral, criangas. Em infecgdes macicas,
h4 intensa iritacao intestinal que pode levar & exteriorizagao do reto (prolapso
retal). A grande maioria dos individuos é assintomética. O quadro clinico
dos sintométicos ¢ representado por dores abdominais, perda de apetite,

desnutrigéo, insdnia, nervosismo e retardamento no desenvolvimento fisico.

d) Diagnéstico laboratorial

Da mesma maneira que A. lumbricoides, devido & grande fecundidade das
femeas, e também por ser intermediéria a densidade de seus ovos, sua pesquisa
nas fezes ndo oferece dificuldades para a maioria dos métodos de concentracao
para pesquisa de ovos (técnica de Kato-Katz), nos métodos de flutuacdo (técnica
de Faust, 1938 e técnica de Willis, 1921), sedimentacdo (técnica de Ritchie,
1948 e técnica de Lutz, 1919).
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e) Epidemiologia

As condicoes ambientais interferem diretamente na distribuicio geogréfica
de A. lumbricoides e T. trichiura. Apesar da semelhanca no mecanismo de
transmissdo, a infeccdo por I. trichiura é menos frequente. Criancas em idade
pré-escolar tém grande importancia na transmissdo por meio da contaminacao
do peridomicilio ou na maior suscetibilidade & infeccdo. A distribuicdo
geogréfica é cosmopo|ita, com maior ocorréncia em lugares de clima quente e
amido onde falte o saneamento bésico. O grande niimero de ovos produzidos
pelas fémeas, as condicoes de saneamento e a concentracdo de individuos sao

fatores que interferem na distribuicdo geografica.

f) Profilaxia e controle
Recomenda-se o tratamento dos individuos infectados, instalacio de

saneamento bésico e educacdo em salide.

E) Enterobius (Oxyurus) vermicularis (enterobiose ou enterobfase)

a) Morfologia

E. vermicularis ¢ um pequeno nematoide, mais conhecido como Oxyurus
vermicularis, com expansdes na extremidade (asas cefélicas) e uma cauda
afilada como marcante caracteristica das fémeas. A fémea mede cerca de 10
mm, ao passo que o macho mede cerca de 3 a 5 mm de comprimento, com
a regido posterior curvada ventralmente. Os ovos medem de 50 a 60 Um
de comprimento por 20 a 30 (Um de largura, com um dos lados ligeiramente

achatado e o outro, convexo, o que lhes d& um aspecto de um D grosseiro.
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Figura 15. A) Ovo de Enterobius (Oxyurus) vermicularis; B) Macho de E.
vermicularis com regiao posterior curvada ventralmente;

Q) Fémea de E. vermicularis.

b) Ciclo biolégico

Completamente diferente de outros nematoides intestinais, os ovos
dependem pouco de condicdes ambientais para se tornarem infectantes, pois,
quando o ovo sai do hospedeiro, no interior do mesmo encontra-se uma
larva ja formada. Quando ingeridos, os ovos embrionados liberam as larvas
no intestino delgado, as quais se alimentam e migram para o ceco, habitat
dos vermes adultos. Um a dois meses depois, as fémeas, contendo de 10
mil a 16 mil ovos no (tero, migram para a regido perianal, o que ocorre
principalmente & noite, devido & diminuigéo da temperatura nessa regido.
Os ovos podem ser eliminados pela ruptura do corpo da fémea, devido ao

ressecamento, ou pela oviposicao através do orificio vulvar.
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Figura 16. Ciclo biolégico do Enterobius vermicularis.

c) Relagdo parasito—hospedeiro
Os vermes adultos provocam uma agdo mecénica e irritativa no intestino.
O sintoma mais frequente é coceira na regido anal, causada pela presenca de

fémeas na pele da regiso.

d) Diagnéstico laboratorial

Sintomas como prurido anal noturno e presenca de vermes adultos no
perineo caracterizam a infecgéo por E. vermicularis. O exame de fezes ¢é
pouco eficiente, pois os ovos nao sao eliminados com as fezes. O diagnéstico
laboratorial é mais eficiente quando, pela manha, sem higiene prévia, se
aplica na pele da regido perianal uma fita adesiva transparente (método de
Graham, 1941). Os ovos aderem & superficie gomada da fita que, depois
de removida da pele, é colada sobre uma lamina de microscopia e examinada

ao microscépio.
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e) Epidemiologia

Diferentemente de outras parasitoses intestinais, a infeccdo por E.
vermicularis ¢ mais comum nos paises de clima frio e temperado, em razdo
da menor frequéncia dos banhos e do maior confinamento em ambientes
fechados. A transmissdo do E. vermicularis também é comum em creches,
orfanatos e no ambiente doméstico. A transmissdo pode ser de um individuo

para outro (heteroinfecgéo) ou no mesmo individuo (autoinfecgéo).

f) Profilaxia e controle

Inclui o tratamento dos infectados e, nos contactantes, a ap|icagéo de
medidas higiénicas gerais e pessoais, como banhos matinais diérios, evitar
sacudir as roupas de cama e de dormir dos individuos infectados, ferver essas
roupas, cortar as unhas rente, evitar super|otagéo de quartos e educagéo

sanitaria doméstica e nas instituicoes que abrigam criancas.

3. Helmintos habitat tecidual humano

A) Schistosoma mansoni (esquistossomose mansdnica)

a) Morfologia

O verme adulto macho mede cerca de 1 cm de comprimento e apresenta,
na regiao anterior, duas ventosas: uma oral e outra ventral. O corpo do verme ¢
achatado dorsoventra|mente, formando um tubo |ongitudina|, conhecido como
canal ginecéforo. Nesse canal fica alojada uma fémea, que mede 1,5 cm e que
também apresenta duas ventosas, porem bem menos desenvolvidas do que as
dos machos. Os ovos recém-eliminados pelas fémeas na parede dos vasos que
irigam o intestino sdo imaturos. O ovo maduro mede cerca de 150 Um de
comprimento por 65 [Um de largura. A cercéria (fase larvéria) mede cerca de

500 Um de comprimento e tem cauda bifurcada.
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A B c D E
Figura 17. Formas evolutivas de Schistosoma mansoni: A) Ovo embrionado;

B) Miracidio; C) Cercaria; D) Verme adulto macho: lobos testiculares (1),
ventosa oral (2), ventosa ventral ou acetdbulo (3); E) Verme adulto fémea:

oétipo (4), ovario (5) e glandulas vitelinicas (6).

b) Ciclo biolégico

Embora os ovos do trematédeo de S. mansoni sejam eliminados nas fezes,
a luz intestinal ndo é o habitat dos vermes adultos, e sim o sistema vascular
sanguineo. Os ovos maduros sio eliminados nas fezes dos hospedeiros
infectados e alcancam uma colecdo d'agua. Sob a acdo da luminosidade e da
temperatura, o miracidio sai do ovo e nada no ambiente, até encontrar um
molusco de égua doce de certas espécies do género Biomphalaria, no Brasil, e
Bulinus, na Africa. O miracidio penetra nesses moluscos, modifica a sua forma
e origina milhares de cercérias que sairdo do molusco sob a acao dos mesmos
fatores citados para o miracidio. As cercérias nadam na égua e penetram em
individuos que entram em contato com as dguas contaminadas. A penetracao
na pele faz que as cercarias modifiquem a sua morfologia, invadam alguns
vasos sanguineos, passem pelo coracdo e pelo pulmao, até atingirem o figado.
Al ocorre a maturagdo sexual, e os vermes acasalados migram para os vasos

que irrigam o intestino para a postura dos ovos, ainda imaturos. Depois de
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cerca de uma semana, o desenvolvimento embrionério se completa, com a

formacdo do miracidio.

Figura 18. Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.

c) Relagdo parasito-hospedeiro

A penetracio da cercéria provoca reagio local (dermatite cercariana),
acompanhada de intensa coceira. A presenca dos vermes adultos vivos ndo
provoca a|teragées importantes no local de Fixagéo. Diferentemente de outros
helmintos, os ovos que nao sairam junto com as fezes provocarado uma resposta
inflamatéria — principalmente no figado e no intestino — que, com o passar do
tempo, comprometerd a fisiologia do 6rgao. Os sintomas podem ser pouco
elucidativos, como perda de apetite e pequenos surtos diarreicos, ou mais

importantes, como o aumento do figado e do baco e insuficiéncia hepética.

d) Diagnéstico laboratorial
Pode ser realizado por meio de métodos qualitativos de rotina parasitoldgica,

que detectam os ovos do helminto nas fezes. Por sua simplicidade e baixo
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custo, o método da sedimentagéo espontanea (Lutz, 1919; ou Hoffman, e
Pons e Janer, 1934) ¢ bastante utilizado. Para se estabelecer a viabilidade
ou ndo dos ovos, deve-se avaliar a atividade do miracidio no interior do
ovo — por exemplo, na lamina preparada pelo método da sedimentacdo.
Outra opcao ¢ utilizar a eclosdo miracidiana, colocando as fezes do paciente
suspeito em um frasco de gargalo fino e expondo a parte superior do
recipiente & luz. Os miracidios eclodidos ai concentrados poderao ser vistos
a olho nu ou com lupa.

O conhecimento sobre a carga parasitaria ¢ (til na determinacdo da inten-
sidade da inFecgéo, que ¢é um fator que interfere na morbidade da esquistos-
somose. O método de Kato-Katz é amplamente utilizado para a estimativa da
carga parasitaria, a partir da determinagéo do niimero de ovos por grama de
fezes (opg) de S. mansoni.

O exame parasitolégico de fezes tem pouca sensibilidade em individuos com
baixas cargas parasitarias. Durante a fase cronica, hé eliminacdo irregular de ovos
nas fezes, e nas infecces unissexuadas (por um Gnico sexo) ndo ha producdo
de ovos. Dessa forma, os ensaios imunolégicos sao dteis para o diagndstico.
Os antigenos utilizados sdo vermes adultos, antigenos recombinantes e
extratos de ovos. Os métodos mais significativos detectam anticorpos na
fase aguda (IsM) ou crénica (IsG), destacando-se a imunofluorescéncia e
a técnica ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). Hé
também técnicas desenvolvidas para a pesquisa de antigenos circulantes no
soro e técnicas de biologia molecular, baseada na pesquisa de DNA de S.
mansoni nas fezes e no soro dos pacientes. Porém, as técnicas de diagnéstico

nao parasitolégico ndo estdo disponiveis para uso na rotina.

e) Epidemiologia

A insta|agéo ou manutencao da esquistossomose depende de fontes de
infecgéo (humanas, principalmente) que contaminem o ambiente aquatico com
fezes contendo ovos viveis, colecdes de dgua doce com moluscos suscetiveis

liberando cercérias e individuos que tenham contato com tais colecdes de
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4gua. Trabalhadores rurais, escolares e turistas sdo grupos que apresentam
risco na esquistossomose. A poluicdo do ambiente aquético do peridomicilio,
dos locais de trabalho ou de recreacdo, ¢ importante fonte de infeccdo na

esquistossomose.

f) Profilaxia e controle

Consiste em instalar uma rede de saneamento bésico que evite a
contaminacao ambiental com fezes, além do combate aos moluscos, com
modificacdes ambientais que dificultem a sobrevivéncia dos mesmos, e a
ap|icagéo de drogas moluscicidas. Outras acoes especificas sdo programas de
educacdo destinados & mudanca de hébitos que possam facilitar a transmissao
na popu|agéo,~ identificagéo das fontes de infecgéo, por meio de diagnéstico

laboratorial; e tratamento com esquistossomicidas.

B) Fasciola hepatica (fasciolose ou fascioliase)

a) Morfologia

Como a maioria dos helmintos trematédeos, Fasciola hepatica é hermafro-
dita. O verme adulto mede cerca de 2 a 4 cm de comprimento por 1 ou 2
cm de |argura. O corpo ¢ achatado dorsoventralmente e tem o formato de
uma folha vegetal oblonga. Sua cor ¢ pardo-acinzentada. Na regido anterior,
possui duas ventosas, uma oral, com a abertura bucal no fundo de sua cavi-
o|ao|e, e uma ventral.

Os ovos tém forma eliptica e casca fina, apresentando um opérculo em
uma das extremidades. Medem de 130 a 150 Um de comprimento por 60
a 100 um de largura.
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Figura 19. Verme adulto de fasciola hepatica.

b) Ciclo biolégico

O ciclo biolégico ¢ heteroxeno. Os vermes adultos habitam o interior da
vesicula e dos canais biliares mais calibrosos do hospedeiro vertebrado. Os ovos
sdo arrastados pela bile, misturam-se as fezes e alcancam o ambiente externo.
O desenvolvimento embrionério e a formagdo do miracidio ocorrem quando os
ovos entram em contato com a dgua em temperatura aclequada. Apés a eclosdo
do ovo, o miracidio comeca a nadar e penetra no hospedeiro intermediério
(moluscos do género Lymnaea). No interior dos moluscos, o miracidio
transforma-se em esporocisto e, dentro deste, formam-se as rédias. Essas Gltimas
podem resultar em rédias de segundo estdgio ou em cercérias. As cercérias
liberadas aderem com suas ventosas & vegetacdo aquética e com a descarga
do contetido das glandulas cistégenas dorsais e ventrais, hé formacdo de uma
camada cistica. As cercérias envoltas pelas camadas cisticas se transformam em
metacercérias. O hospedeiro vertebrado se infecta ao ingerir 4gua ou vegetais
aquéticos (agrido) contaminados com metacercérias. O desencistamento ocorre
no intestino delgado. Liberadas dos cistos, as larvas perfuram a parede intestinal
e invadem a cavidade peritoneal. A migragao para o figado continua, havendo

perFuragéo da cépsula de Gilson, que reveste o 6rgao.
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Figura 20. Ciclo biolégico da fasciola hepatica.

c) Relagdo parasito—hospedeiro

S3o observadas numerosas lesdes na superficie do figado, podendo
produzir pequenas hemorragias, hematomas e inF|ama<5‘éo. Hé hipertrofia dos
canais biliares. A sintomatologia mais caracteristica compreende aumento
doloroso do figado, febre e acentuada eosinofilia — de 60 a 80% de
eosindfilos no sangue. Dores abdominais e diarreia podem acompanhar a
febre. Apds algumas semanas sdo observadas ulceragdes na parede dos canais
biliares, além da destruigéo do epitélio, com submucosa espessada e infiltrada
de elementos inflamatérios. O figado e a vesicula biliar podem apresentar
aumento de tamanho. Fendmenos obstrutivos, fibrose e calcificacdo das vias
biliares sdo geralmente observados. A fasciolose em suas formas mais graves
conduz & cirrose biliar, com compressdo e atrofia do parénquima adjacente e

insuficiéncia hepética.
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d) Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico clinico é caracterizado pela eosinofilia acompanhada de fe-
bre, dor e aumento do figado. O diagnéstico seguro se dé pelo encontro de
ovos nas fezes do hospedeiro definitivo. Métodos de diagnéstico imunolégico,
particularmente a técnica ELISA, mas também a imunofluorescéncia indireta, a

hemag|utinagéo passiva e a precipitagdo em gel dao resultados confidveis.

e) Epidemiologia

A fasciolose é uma zoonose cosmopolita, muito frequente em paises
dedicados & pecuéria. No Brasil, a fasciolose ocupa extensas é&reas da
regido Sul e Sudeste. No Rio Grande do Sul estdo os maiores focos dessa

parasitose.

f) Profilaxia e controle

Consumir agrido somente de hortas cercadas e irrigadas, de modo a
impedir a contaminagdo das valas com fezes de gado. Nunca consumir agrido
silvestre. Ferver ou filtrar a 4gua em zonas endémicas. Combate aos moluscos

transmissores dessa parasitose.

C) Wuchereria bancrofti (filariose)

Entre os filarideos que infectam o homem — Wuchereria bancrofti,
Onchocerca volvulus e Mansonella ozzardi —, W, bancrofti ¢ a espécie mais

frequente e com maior distribuigéo geogréfica.

a) Morfologia

Os vermes adultos sdo alongados e delgados. Os machos medem de 3
a 4 cm de comprimento por O,1 mm de largura; as fémeas medem de 7 a
10 cm de comprimento por 0,3 mm de largura. A forma larvéria denominada

microfilaria mede de 250 a 300 LUm de comprimento e ¢ coberta por uma de-
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licada membrana externa, denominada bainha. A presenca dessa estrutura, a
forma e a disposicdo de células subcuticulares e células sométicas, permitem
a distincdo de outras espécies. No inseto vetor, também sdo encontradas

microfilrias com cerca de 2 mm de comprimento.

Figura 21. Desenho esquematico de microfilaria de Wuchereria bancrofti.

b) Ciclo biolégico

W, bancrofti desenvolve parte do ciclo no homem e parte em mosquitos
hematéfagos do género Culex, que apresentam a microfiléria infectante (larva
do tipo |_3) na bainha de sua tromba. Quando o mosquito pica o individuo,
as microfilarias saem da tromba e penetram no orificio feito na pele pela
picada. Da pele, as microfilarias penetram nos vasos linfaticos e sofrem duas
mudangas de estégio evolutivo (|_4 e adultos jovens), antes de chegarem ao
estégio adulto. Da penetracao das microfilarias infectantes até o surgimento
de microfilérias (produzidas e eliminadas pelas fémeas) no sangue transcorrem
cerca de 9 a 12 meses. Quando os mosquitos picam individuos infectados,
as microfilarias circulantes sdo ingeridas e sofrem mudancas morfoldgicas até o
surgimento da microfiléria infectante. Uma caracteristica importante nesse ciclo
¢ que as microfilarias sanguineas apresentam periodicidade: durante o dia
estdo localizadas nos capilares pulmonares e aumentam progressivamente em
nlimero na corrente sanguinea ao anoitecer, até atingirem o pico nas primeiras

horas da manha.
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Figura 22. Ciclo evolutivo da Wuchereria bancrofti.

c) Re|ag§o parasito—hospedeiro

O desenvolvimento da doenca clinica depende da resposta imune do
hospedeiro e da infeccdo bacteriana secundéria geradora de erisipela. Alguns
pacientes permanecem assintomaticos por anos, ao passo que os sintomaticos
apresentam um processo de inﬂamagéo dos vasos linfaticos, acompanhado de
febre, dor de cabega, dor local e vermelhidao na regido atingida. Na fase
cronica da doenca, predominam os fenémenos obstrutivos, agravados pelas
reacoes inflamatérias nos pontos de distdrbio da circulacdo linfatica, como
o edema linfético (linfoedema), no qual sdo encontrados, além da linfa,
microfilérias, o que estimula ainda mais a resposta inflamatéria local. Esse
substrato possibilita o surgimento da fibrose local, comprimindo o tegumento
cutineo, o qual, para ndo se romper por causa da alta pressdo exercida,
se hipertrofia lentamente, iniciando-se a paquidermia, em geral conhecida
como elefantiase. A elefantiase pode ocorrer em varias regides do corpo,
porém predomina nos membros inferiores, na genitélia e, em menor grau, nos

membros superiores, escroto e mama. A estase sangufnea € O processo o|e
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ruptura tegumentar propiciam a insta|agéo de frequentes infecgées bacterianas

tegumentares secundérias, o que comp|ica ainda mais o quadro clinico.

d) Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico parasitolégico da filariose ¢ feito pela pesquisa de
microfilérias no sangue periférico no periodo noturno. A técnica mais utilizada
¢ a gota espessa de sangue colhido por pungao capilar. Também se utilizam
técnicas de concentracdo, como a filtracio em membrana de policarbonato e a
técnica de Knott (1939). Como a deteccdo de anticorpos nao ¢ indicada na
filariose, a alternativa ¢ realizar a pesquisa de antigenos soltveis pela técnica
de ELISA ou por imunocromatografia répida. Técnicas de biologia molecular
para a pesquisa de DNA do helminto, como a da reacao em cadeia da

polimerase (PCR), sdo bastante sensiveis e especificas.

e) Epidemiologia

As principais éreas endémicas estdo na Asia, AFrica e |,ndia. No Brasil,
a transmissdo ¢ urbana e focal, e concentra-se em Recife e seus arredores
(Olinda, Paulista e Jaboatio dos Guararapes). Os principais fatores
determinantes da transmissdo sdo presenca de fémeas do mosquito Culex
quinquefasciatus, pacientes com microfilarias circulantes e longo tempo de

moradia em 4rea endémica.

f) Profilaxia e controle

A imp|anta<5‘éo de sistema adequado de saneamento bésico, a drenagem
de canais ¢ a recuperagao de éreas degradadas, ao diminuirem os possiveis
criadouros dos mosquitos, reduzem o risco de infeccio. O combate as
larvas do mosquito deve ser feito com larvicidas quimicos. O tratamento da
popu|agéo humana visa interromper a transmissdo e a evo|ugéo da doenga.
Preconiza-se a higiene diéria, com 4gua e sabdo, do membro atingido, a fim

de evitar infecgées bacterianas secundérias, que agravam o quadro.
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D) OnC/)OC?/’Cd VO/VU/US (oncocercose ou oncocerciase ou Fi|ariose

subcutnea)

a) Morfologia

Os vermes adultos sdo longos, delgados e apresentam uma cuticula com
estriacao transversa|, tendo a fémea entre 30 e 80 cm de altura por 0,3 a
0,4 cm de didmetro e o macho, de 3 a 5 cm de altura por 0,15 a 0,2 cm
de didmetro. As microfilarias, encontradas na pele do hospedeiro definitivo
(homem) a qualquer hora, tém de 150 a 370 Um de comprimento. Sao
desprovidas de bainha, o que as diferencia das microfilérias de Wuchereria, e

apresentam nicleos sométicos, corados em preparagdes com Giemsa.

75y e D

A

)
Figura 23. Desenho esquematico de microfilérias de Onchocerca volvulus.

b) Ciclo biolégico

O ciclo biolégico ¢ heteroxeno. No Brasil, o tGnico hospedeiro definitivo
¢ o homem. Os vermes adultos habitam nédulos subcuténeos, gera|mente
encapsulados, chamados oncocercomas. Os hospedeiros intermediérios sao
insetos do género Simulium (borrachudos). Durante o repasto sanguineo, os
insetos ingerem as microfilérias presentes na pele ou nos oncocercomas. As larvas
infectantes (L3) surgem depois de uma a trés semanas de desenvolvimento na
musculatura torécica e migram para a probéscide do inseto. Durante o novo
repasto sanguineo, as larvas presentes em sua probéscide penetram ativamente

através da pele do hospedeiro definitivo, onde os adultos se desenvolvem de
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6 a 12 meses depois. O ciclo se completa em 10 a 15 meses, quando j4

serao encontradas as microfilérias na pele do hospedeiro.
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Figura 24. Ciclo biolégico do Onchocerca volvulus.

c) Relagdo parasito—hospedeiro

A localizaggo dos parasitos adultos encapsulados e normalmente eno-
velados por longos periodos em tecido subcutineo determina nédulos
constituidos por camadas concéntricas que tém como substrato inflamatério
crénico, contendo plasmécitos, eosindfilos, fibroblastos, células gigantes e
granulomas. Tais lesdes, denominadas oncocercomas, determinam necrose
local, com espessamento nodular que se intensifica de forma proporcional
3 intensidade lesional e ao tempo de parasitismo, medindo inicialmente de
1 a 8 mm e alcancando pouco mais de 10 mm com o passar dos anos;
apds a morte dos ao|u|tos, entra em progressiva regressao, até confinar-se
3 massa fibrética residual, que constitui a sequela de tais lesées. A lon-
gevidade parasitéria pode chegar a periodos de 12 a 15 anos, porém
sua capacidade reprodutiva cai progressivamente com o tempo de infecgéo.

Existe a possibilidade do encontro de adultos entre os espagos nodulares,
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camadas musculares e em locais préximos a ossos e articu|ag6€s. Quando
machos e fémeas estdo presentes nos oncocercoma, ocorre a fecundacdo das
altimas, em periodos que variam de um a quatro ciclos reprodutivos anuais,
produzindo-se em cada um deles de 200 mil a 400 mil larvas microfilarias
com grande mobilidade, o que lhes possibilita chegar ao tecido conjuntivo,
com vida média de 6 a 30 meses.

As lesdes cutdneas determinadas pela presenca macica de microfilérias
acarretam distarbios inflamatérios que, mesmo apds a morte das mesmas,
determinam aumento de fibroblastos e polissacarideos entre as fibras co-
ldgenas. Isso possivelmente explica o edema epitelial, a despigmentagéo
ea substituigéo progressiva do tecido dérmico normal por tecido fibroso.
Na fase crénica, o edema epitelial diminui, mas a hiperqueratose e a des-
pigmentacdo cutinea evoluem continuamente, ocorrendo simultaneamente
atrofia de glandulas sebaceas e foliculos pilosos, acarretando a flacidez
cutdnea denominada geriatrodermia. Podem ocorrer formas mais graves, com
intenso prurido, erupgao papular e despigmentagéo localizada.

Nao ¢ incomum a ocorréncia de lesdes linfaticas em decorréncia da loca-
|izagéo de microfilarias nesses locais, determinando fibrose em grau varidvel
e possibilidade de obstrucdes linfaticas, com linfoedema localizado. A lo-
calizacdo ocular de microfilarias determina as mais graves lesdes ocasionadas
por essa parasitose; elas ocorrem principalmente apds a morte larvar e sao
cercadas por eosindfilos e linfécitos. Essas lesdes podem evoluir, em razdo
da reatividade do hospedeiro e do nimero de lesées, para uma reso|ugéo
sem sequelas ou para lesGes permanentes na cérea, iris, coroide, retina
e nervo 6ptico. Na cémea, apés lesdes inflamatérias puntiformes, pode
ocorrer cronicidade do processo de invasdo fibroblastica e consequente

perda de visdo.

d) Diagnéstico laboratorial
A pesquisa de microfilérias por bidpsia, seja cutdnea, seja de nédulos
subcutaneos, com a retirada de fragmento local e sua colocagdo em solucao

fisiolégica em lamina, é a forma mais sensivel de pesquisa parasitéria. O exame



232 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

oftalmolégico nas formas oculares pode evidenciar as microfilérias na cdmara
anterior do globo ocular. A pesquisa de anticorpos pelos métodos ELISA e

de hemaglutinagdo ¢ normalmente utilizada para pesquisas epidemiolégicas.

e) Epidemiologia

A oncocercose estd dispersa pela maioria dos paises da Africa, Asia,
América Central e América do Sul. Nesse dltimo continente, jé foi
identificada na Colémbia, na Venezuela, nas Guianas e no Brasil. Em nosso
pafs, Roraima e Amazonas sdo 4reas endémicas dessa filariose. O homem ¢
o hospedeiro definitivo de maior importancia, porém chimpanzés e gorilas j4
foram identificados como reservatérios ndo humanos da oncocercose na Africa‘
Os seus transmissores (hospedeiros intermediarios) estdo representados por
simuliideos, sendo que, no Brasil, as espécies mais relevantes sao o Simulium
guianensis e o Simulium oyupocrene. Os simuliideos fazem sua oviposicao
exclusivamente em 4guas bem oxigenadas, e apresentam érea de dispersao
préxima dos rios que serdo a sede de seu ciclo de reprodugéo. A maioria das

transmissGes ocorre na margem desses rios.

f) Profilaxia e controle

A profilaxia dessa parasitose ¢ dificultada pelas peculiaridades do ciclo
vital de seus transmissores, porém as linhas bésicas de controle devem buscar o
tratamento dos homens parasitados, a retirada de possiveis sedes de ovos, larvas

e pupas dos rios (galhos, troncos e afins) e o combate aos espécimes adultos.

E) Echinococcus granulosus (hidatidose cistica) e Echinococcus vogeli
(hidatidose policistica)

Apesar de constituir parasitose intestinal, por apresentar adulto em intestino
delgado de canideos, no homem a doenca somente ocorre como resultado da
infeccdo pelo estagio larvar de tenideos (hidatide ou cisto hidatico) do género
Echinococcus. A hidatidose é uma das parasitoses humanas mais importantes

do ponto de vista de satde publica, existindo em todos os continentes.
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a) Morfologia

O verme adulto mede de 4 a 8 mm em E. granulosus e cerca de 12 mm
em E. vogeli Ambos possuem o corpo dividido em escélex globoso, com
quatro ventosas e um rostro armado de duas fileiras de ganchos; colo ou regido
prog|otogénica, c|e|gac|o e curto, e o estrébi|o, formado por trés ou quatro
proglotes, das quais apenas a (ltima é grdvida. Os cistos hidaticos (forma
larvar), vulgarmente chamados de vesicula aquosa ou bolha d'4gua, sdo tipica-
mente uniloculares em E. granulosus e policisticos em E. vogeli. Apresentam-se
como uma esfera cheia de ||'quido transparente. Externamente, sdo compostos
por membrana adventicia, que ¢ uma reacdo tecidual do érgdo parasitado 3
presenca da |arva,~ membrana anista, constituida de esc|eroprote|'nas,~ e membra-
na germinativa, de natureza celular, responsével por secretar o liquido hidético
e em cuja parede interna brotam as vesiculas proligeras com os protoscéleces.
Essas vesiculas podem estar aderidas & parede por um pediculo, ou podem se
soltar e ficar livres no liquido hidatico, compondo a areia hidatica. Os ovos
sdo semelhantes aos do género 7Taenia sp., medindo de 32 a 38 Um de com-
primento por 25 a 35 (Um de largura. Apresentam membrana externa radiada

(embridforo) e uma larva (oncosfera ou embrido hexacanto) com seis ganchos.

Figura 25. Verme adulto de Echinococcus sp.
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b) Ciclo biolégico

O E. granulosus possui um ciclo de vida heteroxeno. A forma adulta
encontra-se fixada as vilosidades da mucosa do intestino delgado de canideos
domésticos e silvestres, como lobos e chacais (hospedeiros definitivos). As
proglotes grévidas, com vérias centenas de ovos, sao eliminadas com as fezes
do animal & medida que se desprendem do estrébilo. Esses ovos, contendo
a oncosfera, sao ingeridos pe|o hospedeiro intermedidrio (bovinos, ovinos,
suinos, equinos...) no solo contaminado. Quando a oncosfera ¢ liberada
no intestino delgado desses hospedeiros, atravessa as paredes do intestino
e penetra nos vasos sanguineos e linfaticos, através dos quais ¢ levada aos
tecidos do organismo. Nos hospedeiros intermedirios, a larva do helminto
(metacestoide) se desenvolve mais Frequentemente no Fl’gado (7 5%) e no
pulmio (10%).

O E. vogeli realiza seu ciclo biolégico em hospedeiros definitivos, como
o cao selvagem (Speothos venaticus) e o cao doméstico (Canis familiaris),
nos quais se desenvolve o verme adulto, e em hospedeiros intermediérios,
tais como pacas (Cuniculus paca) e cutias (Dasyprocta aguti), nos quais se
desenvolve a forma larvar (cisto hidatico). Por ser um hospedeiro acidental no
ciclo de ambas as espécies, o homem ingere ovos presentes no ambiente ou
se contamina no contato intimo com caes infectados. O ciclo no interior do
homem ¢ semelhante ao que ocorre nos hospedeiros intermediarios naturais: a
forma larvar de E. granulosus (fig. 26) se desenvolve no figado e no pulmao
e, no caso de E. vogeli (fig. 27), desenvolve-se quase que exclusivamente

no figado.
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Figura 26. Ciclo biolégico de Echinococcus granulosus.
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Figura 27. Ciclo biolégico de Echinococcus vogeli.
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c) Re|ag50 parasito—hospedeiro

Os individuos infectados permanecem assintométicos até que os cistos
comecem a produzir uma compressdo nas estruturas dos érgaos afetados ou
circunvizinhos, ou se tornem palpéveis. Os sinais e sintomas apresentados
dependem da localizacdo anatémica da larva. O figado e o pulmao constituem
os 6rgaos fortemente envolvidos na infeccdo em humanos e em animais. As
hidatides encontradas no figado tém estrutura similar as encontradas em outros
6rgdos, porém a reagao do hospedeiro (pericisto) é particularmente intensa
nesse 6rgdo. Na forma larvar, a estrutura cistica, na superficie e no interior
do figado, apresenta proliferacio endégena e exégena de vesiculas que,

sucessivamente, terminam por envolver outros brgaos abdominais.

d) Diagnéstico laboratorial

A hidatidose humana é uma das poucas inFecgées parasitarias para as quais
o diagnéstico laboratorial bésico ¢ principalmente imunolégico. O imunodiag-
ndstico, baseado na detecgéo de anticorpos circulantes contra os antigenos do
cisto hidético, ¢ de grande importancia no diagnéstico da hidatidose, comple-
mentando o diagnéstico clinico em pacientes que apresentam manifestagées ou
imagens de cistos hid4ticos. Quando, clinicamente, o paciente é encaminhado
para cirurgia de coleta do liquido hidético, o diagnéstico morfolégico ¢é reali-
zado pelas medidas dos ganchos rostelares.

Existem métodos sorolégicos para o diagndstico complementar da
hidatidose: ensaio imunoenzimatico (ELISA), /mmunoblotting e reacio em
cadeia de po|imerase (PCR). Recentemente, estd sendo utilizado o método
de Immunoblotting, que permite observar a reagcao dos anticorpos presentes

no soro de um paciente diante de proteinas antigénicas do liquido hidatico.

e) Epidemiologia
A prevaléncia do E. granulosus é maior em regides com criacao de ovinos e
bovinos. A hidatidose cistica é considerada altamente endémica. Atualmente

¢ encontrada em regides do hemisfério norte (Alasca e Canads), em quase
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todos os paises da Europa, no continente africano (Marrocos, Argélia, Tuni-
sia, Libia, Sudao, Etiépia, Somélia, Quénia, Uganda e Tanzénia), na Oceania
(Austrdlia ¢ Nova Zelandia) e na América Latina (4reas rurais do Chile,
Argentina, Uruguai e extremo sul do Brasil). Os casos de hidatidose humana
quase sempre ocorrem em locais de alta taxa de infecgdo de carneiros ou bo-
vinos. O habito de alimentar caes de pastoreio com visceras de carneiros em
abatedouros e também o fato de cdes errantes se alimentarem de tais visceras
facilitam a transmissao da parasitose.

A hidatidose policistica provocada por E. vogeli, também denominada
hidatidose neotropical, ocorre quase que exclusivamente em regides tropicais.
Ja foram relatados casos no Panamé, Colémbia, Equador e Venezuela. No
Brasil, houve relato de casos nas regioes vizinhas ao estado do Amazonas, no
Centro-Qeste e na regido Sudeste. Os casos de hidatidose policistica humana
estdo relacionados com o hébito de cacar pacas. O hébito de alimentar os

cies com as visceras das pacas facilita a transmissdo da parasitose.

f) Profilaxia e controle

O elo mais fragil na cadeia epidemiolégica é constituido pela infeccdo dos
cdes com visceras contaminadas. Bastaria, portanto, impedir que os caes se
alimentassem de visceras cruas para que rapidamente se esgotassem as fontes de
ovos de Echinococcus, visto que os helmintos ndo duram mais do que alguns
meses na fase estrobilar. As medidas profilaticas sdo: programa adequado
de esclarecimento e educacdo sanitéria, interdicdo de abates clandestinos,
controle sanitério do gado abatido, diagnéstico e tratamento anti-helmintico
de cies parasitados e aperfeigoamento de técnicas agropecuérias. Medida
importante na hidatidose humana ¢é evitar o contato intimo com cdes que

tenham se alimentado de visceras cruas de bovinos ou ovinos.
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F) G ysticercus cellulosae (cisticercose)

a) Morfologia

E uma vesicula translicida que contém um liquido claro como dgua e pode
atingir 15 mm de comprimento por 7 a 8 mm de largura. Em seu interior, a
estrutura que mais se destaca ¢ o escélex da futura ténia, com quatro ventosas

€ uma o|up|a coroa o|e ganchos.

b) Ciclo biolégico

O homem, acidentalmente, pode contaminar-se com alimentos ou é&gua
contendo ovos de 7 solium. Nesse caso, os embrides (oncosferas) saem
do ovo no intestino delgado, fixam-se em determinados 6rgios — tais como
olhos, cérebro, coragdo e no tecido subcutdneo — e transformam-se em larvas

denominadas cisticercos, ocasionando a cisticercose.
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Figura 28. Ciclo biolégico do Cysticercus cellulosae.
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c) Re|ag50 parasito-hospedeiro

A presenca de larvas causa a cisticercose; dependendo da localizacdo
das mesmas, a sintomatologia serd diferenciada. O processo patogénico é
atribuivel a dois fatores principais: o primeiro é a compressdo mecanica e
o deslocamento de tecidos, ou estruturas, decorrentes da |oca|izagéo e do
crescimento do cisticerco, podendo obstruir, por exemplo, o fluxo normal de
liquidos organicos, como o liquido cefalorraquidiano; o segundo ¢ o processo
inflamatério que gera|mente envolve o parasito e que pode, eventua|mente,
estender-se a estruturas vizinhas.

Os sintomas e as eventuais sequelas surgem meses ou até anos apds o inicio
da infeccdo. As manifestacdes clinicas causadas pelo cisticerco dependem nao
somente da |oca|izag§o, bem como do nimero de cisticercos, de seu estdgio
de desenvolvimento e das respostas organicas do hospedeiro humano.

O cisticerco é mais frequentemente encontrado no sistema nervoso central.
As lestes presentes nos hemisférios, ventriculos e base do cérebro podem
causar principalmente cefaleia, vémitos, convulses, desordem mental com
formas de delirio, prostracao, a|ucinag6es, hipertenséo intracraniana e demén-
cia. A neurocisticercose tem longa evo|ugéo que afeta a qualidade de vida do
paciente, com importantes consequéncias socioecondmicas. Na cisticercose
ocular, podem surgir reagoes inflamatérias exsudativas que promoverdo diver-
sos graus de agressdo, podendo levar & cegueira. As cisticercoses muscular e

subcutanea provocam poucas alteracdes clinicas.

d) Diagnéstico laboratorial

Para saber a localizagdo do cisticerco ou conhecer o seu estéagio evolutivo,
podemos utilizar os seguintes exames diagndsticos: imagens — raios X,
ressonancia magnética, tomografia computadorizada etc. (nas imagens
radiolégicas sdo encontrados os cisticercos calcificados); biépsias; exames
de fundo de olho; métodos de imunodiagnéstico — ELISA, Western-blot,
imunofluorescéncia indireta etc. — para a detecgéo de anticorpos no liquido

cefalorraquidiano e no soro; e pesquisa de DNA.
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e) Epidemiologia

A cisticercose humana é um importante problema de satde publica em
éreas carentes de condigdes sanitérias. Curiosamente, a infeccdo também pre-
ocupa paises desenvolvidos que recebem migrantes de éreas endémicas. A
cisticercose ¢ frequente na Asia, AFrica e América do Sul em é4reas onde as
condigées de saneamento bésico sejam deficientes. O destino inadequado
de fezes humanas também pode contaminar horta|igas, posteriormente consu-

midas pelos individuos.

f) Profilaxia e controle

Os individuos com sintomatologia ou suspeita de teniase devem realizar
o procedimento para diagnéstico laboratorial e ser tratados. Medidas de
higiene pessoal, como banhos e lavagem frequente das maos, principalmente
depois das evacuacoes, antes de manipu|ar alimentos e antes das refeigc")es,
sdo préticas fundamentais para o controle da doenga. Lavar bem os alimentos

também contribui para a profilaxia e o controle da cisticercose.

4. Zoonoses provocadas por helmintos

S3o parasitoses ou doengas provocadas por cestoides e nematoides que
normalmente infectam animais e que, eventualmente, sdo transmitidas para o
homem. Sua ocorréncia se deve ao contato com animais domésticos infecta-
dos, aos métodos de producao de alimentos e a habitos culturais e higiénicos.
Devido & sua localizacdo tecidual, o diagnéstico laboratorial ¢ feito por mé-

todos imunolégicos, moleculares ou por imagens.
A) Toxocara canis (toxocariase, larva migrans visceral humana)

a) Morfologia
T canis pertence & mesma familia do A. lumbricoides. O verme adulto

macho mede de 4 a 10 cm de comprimento e a fémea, de 6 a 18 cm de
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comprimento. Além dos trés ldbios que precedem a boca, possuem duas

expansdes cervicais, em forma de aleta. Os ovos sdo esféricos e medem de

75 a 90 um.

b) Ciclo biolégico

Os vermes adultos sdo encontrados no intestino delgado de caes. As
fémeas produzem grande quantidade de ovos, que sdo expelidos nas fezes
dos cdes. Assim como A. lumbricoides, os ovos eliminados sdo imaturos e
dependem de condigées favoréveis de umidade, temperatura e oxigenagao
para embrionamento dentro do ovo e formacdo da larva L3 infectante. O em-
brionamento no solo dura em torno de 28 dias. Os animais jovens se infec-
tam com os ovos embrionados que eclodem no intestino. As larvas realizam
o ciclo de Loss, atravessam a parede intestinal e alcangam a circulacdo, pas-
sando pelo figado, Coracao e pulmdo. Ao chegarem ao intestino, crescem e
se desenvolvem em vermes adultos, o que dura em torno de quatro semanas.
Se uma cadela infectada engravida, as larvas que estdo realizando o ciclo de
Loss sdo ativadas e invadem a p|acenta, infectando o feto e transformando-se
em vermes adultos. Depois do nascimento, o ciclo recomeca, e caezinhos com
trés semanas de idade j& eliminam ovos nas fezes.

O homem se infecta ingerindo ovos embrionados presentes no solo ou em
alimentos e dgua contaminada. A eclosdo e a liberacdo das larvas ocorrem
no intestino delgado. Essas invadem a mucosa e atingem a circu|agéo, sendo
levadas para diversos érgaos e tecidos (figado, pulmao, mésculos, olhos, rins

e coragio).
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Figura 29. Ciclo biolégico do Toxocara canis.

c) Relagdo parasito—hospedeiro

A migracdo das larvas é acompanhada por hemorragia e inflamagdo. Ao
redor das larvas que ficam retidas nos érgdos hé formacdo de granulomas. O
periodo de sobrevida das larvas pode variar de alguns dias a vérios meses,
na dependéncia de resposta tecidual eficiente. Apéds alguns dias, ocorre
significativa reducdo do substrato inflamatério, com reparo local normalmente
regenerativo. Qualquer tecido pode ser sede de lesdes, porém figado, pul-
mdes, encéfalo, globo ocular e ganglios linfaticos sdo os locais mais afetados.
Tais agressoes frequentemente determinam inﬂamagéo e necrose de capilares e
tecidos locais circunjacentes. As principais alteracdes sintomaticas sao febre,
palidez, hepatite, hepatomegalia (aumento do figado), esplenomegalia (au-
mento do bago), pneumonia parasitéria com tosse, dificuldade respiratéria,

miocardite, nefrose e lesbes cerebrais, do globo ocular e ganglionares. As
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queixas mais comuns no acometimento ocular sdo dor e diminuicdo da acui-

dade visual. Na maioria dos casos, os individuos ndo apresentam sintomas.

d) Diagnéstico laboratorial

Hé leucocitose e eosinofilia. A pesquisa de anticorpos anti- Joxocara em
soro e liquor ¢ feita pela técnica de ELISA. Mais recentemente, foi desen-
volvida a técnica de Immunoblotting, que permite o diagnéstico e o controle

de cura da infeccdo.

e) Epidemiologia

A sindrome da farva migrans visceral geralmente esté associada & contami-
nacao de pracas publicas, parques e praias com ovos de T canis. Caixas de
areia em parques e creches também podem funcionar como fontes de inFecgéo.
Por causa do intenso contato com essas fontes de inFecgéo, frequentemente
sdo as criancas as mais acometidas pela sindrome. Ter cdes adultos em casa
ndo parece ser fator importante; entretanto, a presenca de filhotes aumenta
a probabilidade de ocorrer infeccio humana. Nao hé certeza se a atividade
profissional de veterinérios, tratadores e capturadores de caes aumenta o risco
de infeccdo por T canis.

f) Profilaxia e controle

Medidas de controle sanitério que diminuam a contaminagdo ambiental
pelos ovos do helminto devem ser estimuladas. Proprietarios de cachorros
devem recolher as fezes dos animais, evitando que fiquem abandonadas em
locais publicos. Evitar que os animais defequem em pracas publicas, parques,
praias e caixas de areia. Para a reducdo da contaminacdo ambiental, recomen-

da-se o tratamento dos cdes com anti-helminticos.
B) Larva migrans cutanea (dermatite serpiginosa)

Essa denominacdo se refere exclusivamente & migracdo de larvas, em terceiro

estégio, de Ancy/ostoma braziliense, A. caninum, A. tubaeforme e Uncinaria
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stenocep/)a/a no extrato epite|ia| da pe|e humana. A larva migrans cutdnea ¢

conhecida também como “bicho geografico” ou “bicho das praias”.

a) Morfologia

O verme adulto de Ancy/ostoma braziliense caracteriza-se por apresentar
uma cépsula bucal com apenas um par de grandes dentes ventrais, além de
outro par bem rudimentar. Os machos medem de 5 a 7,5 mm de comprimento

e as fémeas, de 6,5 a 9 mm.

b) Ciclo biolégico

Os vermes adultos habitam o intestino delgado dos cdes parasitados.
Os ovos sdo eliminados nas fezes. No solo, as larvas rabditoides eclodem e
contaminam o ambiente. Apds duas mudas, as larvas rabditoides transformam-
se em filarioides infectantes. Essas penetram na pele humana, mas ndo a|cangam
a circulacdo. As larvas vivem por longo periodo na camada epitelial, e sua

atividade fica reduzida a caminhar ao acaso, abrindo um tunel.
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Figura 30. Ciclo biolégico da Larva migrans cutanea.
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c) Re|ag50 parasito—hospedeiro

O mecanismo de transmissdo é exclusivamente ativo cutdneo, por larvas
dos agentes acima mencionados. A movimentacao das larvas ¢ possibilitada
pela liberacdo de enzimas e pela destruicio mecanica da camada de Malpighi,
determinada pelo movimento em direcdo ao estrato epitelial, normalmente
nao perfurando o tecido subcutdneo, determinando trajeto superficial que,
em um dia, pode chegar a 15 cm, acarretando inicialmente aparecimento
de pépulas e pequenos nédulos, que progridem para lesdes serpentiformes.
Como reacao a essas lesdes, ocorre processo inflamatério, que, na fase inicial
da primoinfeccdo, tem predominancia de eosinéfilos e macréfagos, porém
em pequeno niimero, o que determina macroscopicamente pequenos pontos
eritematosos. Na continuacdo do processo ou nas reinfeccdes, a resposta
imunoldgica 3 migragao larvar determina aumento significativo no nimero
de eosinéfilos, macréfagos e linfécitos e na intensidade de sua resposta,
aumentando a necrose local, o que permite que o processo, sinuoso e irregular,
com frequente presenca de vesiculas e queixa de prurido de intensidade
variavel, seja facilmente notado na ectoscopia. As lesdes escoriativas sdo
porta de entrada para agentes de infecces bacterianas secundarias. Caso essas
dltimas ndo ocorram, apés alguns dias as lesdes tendem a significativa redugéo

de substrato inﬂamatério, com reparo local normalmente regenerativo.

d) Diagnéstico laboratorial

A bidpsia de tegumento no ponto mais distal da lesdo é a opcdo diag-
néstica mais sensivel para a detecgéo das larvas, porém, pela caracteristica
invasiva da técnica, utiliza-se a ectoscopia das lesdes, baseada no aspecto

macroscépico das mesmas, para a confirmagéo etiolégica da sindrome.

e) Epidemiologia
Apesar de ser uma sindrome cosmopolita, o nimero de casos relatados é
muito pequeno quando comparado com a prevaléncia esperada. Possivelmen-

te isso se deve & subnotificacdo dos casos diagnosticados e as dificuldades
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de confirmagdo diagnéstica, principalmente em casos de infeccdo bacteriana
secundéria ou por maltiplas larvas. As principais fontes de infecgéo sao o pa-
rasitismo de cdes e gatos — em nosso pafs, principalmente por A. braziliense.
Os locais onde existe maior contaminacdo por larvas potencialmente determi-
nantes de /arva migrans cutinea sdo o solo arenoso, principalmente na orla das
praias, jardins e caixas de areia. O local das praias atingido pela 4gua do mar
¢ inadequado para a sobrevida larvar; além disso, pelas condigées climéticas
do nosso pafs, mesmo em locais livres da 4gua marinha as larvas principalmente
no verdo sdo destruidas pela desidratacdo, ao contrério do que ocorre nos
paises de clima temperado ou frio da Europa e América do Norte, onde as
praias sdo a principal fonte (reservatério ambiental) de infecgéo‘ No Brasil,
os parques publicos e outros locais com solo arenoso constituem a principal
fonte de contato com tais larvas. Em alguns locais onde a popu|agéo de cdes
¢ satisfatoriamente controlada do ponto de vista sanitério, os gatos, por seus
habitos de enterrarem suas excretas, constituem os mais importantes elos da
cadeia infectiva. As faixas etérias de pré-escolares e escolares, por terem
maior contato com os locais mencionados, sdo as mais atingidas. No entanto,

por ndo existir protecdo nas reinfeccées, todos podem ter tal sindrome.

f) Profilaxia e controle

Em virtude das caracteristicas epidemioldgicas acima expostas, a profilaxia
da farva migrans cutanea ¢ de dificil execucao, baseando-se somente em me-
didas gerais de controle: tratar sistematicamente as infeccoes de ancilostomi-
deos parasitos de cies e gatos, capturar e eliminar animais sem proprietérios,
impedir o contato de criancas com locais arenosos que possam sofrer conta-
minacdo de cies e gatos e cobrir caixas recreativas de areia apds os horérios

de recreagdo.
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Capitulo 3
Metodologia bdsica para coleta

e processamento de helmintos parasitos
Marcelo Knoff

Delir Corréa Gomes

O objetivo deste capl'tu|o ¢ oferecer aos alunos dos cursos técnicos da
érea de saide uma ferramenta sintética das técnicas mais usuais para os pro-
cedimentos de coleta, fixacdo, coloracdo e preservacdo em meio liquido ou
em montagem definitiva de helmintos coletados dos mais variados grupos
de vertebrados. Com o estudo dos helmintos parasitos, esperam-se a|can<5‘ar
diversos objetivos, como os estudos sisteméticos, eco|égicos, proFi|éticos,
histopatolégicos, dos ciclos de vida e, ainda, a anélise das relacdes parasi-
to—hospedeiro. No decorrer desse estudo, sdo utilizadas técnicas nas quais
o conhecimento e a ap|ica<5‘éo correta sdo fundamentais para atingir os obje-
tivos. Essas técnicas envolvem desde métodos para a coleta do hospedeiro
e dos parasitos, em infecgc")es naturais e experimentais, até procedimentos de
Fixagéo, co|ora<_;éo e diferentes meios de preservagao e de apropriados aos
distintos grupos de helmintos. Muitas sdo as pub|icag6€s que discorrem sobre

os diferentes métodos utilizados para tais objetivos.
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1. Amostragem e necropsia dos hospedeiros

Ao se efetuar uma amostragem de um hospedeiro com o objetivo de
proceder & anélise helmintoldgica, adota-se algumas vezes a rea|izagéo de
uma anélise pela coleta de suas fezes ou do muco presente em membranas
de partes do corpo, quando do animal vivo, ou pela necropsia. Para isso, é

imprescindivel que a amostra seja a mais representativa possivel.

1.1 Coleta e exame de fezes

Técnicas qualitativas tém sido utilizadas para detectar a presenca de ovos
ou larvas de helmintos nas fezes, independentemente da ava|iagéo dos niveis
de infecgéo, sendo um importante processo diagnéstico. Para a pesquisa
de ovos de nematoides, utilizam-se os métodos de Willis (1921), Hoff-
man, Pons e Janer (1934) e direto. Na pesquisa de larvas de nematoides,
utilizam-se, para Strongyloides, o método de Baermann (1917) e, para
microfilérias sanguineas, o de Ohishi (Ohishi, Kobayashi e Kume, 1959).

Técnicas quantitativas tém sido utilizadas ndo sé para detectar a presenca
de helmintos parasitos de animais, por meio da pesquisa de ovos ou larvas,
como também para avaliar o seu niimero e o grau de inFecgéo, permitindo,
mas, estabelecer os casos em que ¢ recomendével o tratamento das helminto-
ses. Para a contagem de ovos de nematoides, utiliza-se a técnica de McMas-
ter (Gordon e Whitlock, 1939); para a contagem de ovos de trematédeos,
o método Watanabe (Watanabe, Nagayama e lwata, 1953). Hé outras
técnicas que s3o, ao mesmo tempo, qualitativas e quantitativas, como a téc-
nica de Verster de contagem de ovos por grama (opg) para fasciola ﬁepatica
(Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, s.d.), e a técnica de Ueno
(Ueno e Gongalves, 1998), para larvas de Dictyocaulus.

* Método de Willis (enriquecimento): coloca-se em um pequeno tubo

de ensaio 1g de fezes diluidas em solucdo saturada de NaCl. O liquido
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deve atingir o bordo do tubo. Colocar sobre o tubo uma |am|'nu|a, de
modo que toque toda a superh’cie do |fquio|o, e deixar repousar durante
1 minuto. Retirar rapidamente a laminula, colocando-a sobre uma lamina.
Examinar com pequeno aumento. Os ovos dos helmintos, por sua menor
densidade, tendem a subir, aderindo-se & parte inferior da laminula coloca-
da na superficie do liquido. Essa técnica é indicada para pesquisa de ovos

dos nematoides: Ancy/ostoma spp-, Necator sp. etc.

* Técnica de Hoffman: preparar uma suspensdo fecal com dgua de tor-
neira (= 2 g para 10 ml) em um célice, misturar bem e, se necessério,
esperar algum tempo para amolecer as fezes. Acrescentar 200 a 300 ml
de é4gua de torneira. Filtrar através de gaze dobrada, com auxilio de um
funil, para o célice de Hoffman. Completar o volume do célice com 4gua e
aguardar de 1 a 2 horas. Com pipeta, coletar, do fundo, uma amostra do
sedimento, colocando-a entre a ldmina e a laminula. Examinar ao micros-
cépio. Essa técnica ¢ indicada para ovos provenientes de humanos, como

Schistosoma mansoni, cestoides e Ascaridoidea.

* Técnica de Ueno: pesar 3 g de fezes frescas; colocar as fezes em uma
gaze com 10 a 12 cm de lado dobrada, depois, colocando-a dentro
de um tubo de centrifuga de 10 cm de altura por 3,5 cm de didmetro.
Suspender a preparagio por um grampo. Encher o tubo até cobrir as fe-
zes, para que a 4gua escorra pelas paredes do tubo. Deixar em repouso
absoluto por 24 horas. Pipetar 0,5 ml do depésito acumulado no fundo
do tubo, sem agité-lo. Levar ao microscépio em lamina (sem laminula).
Contar as larvas existentes no liquido e dividir por 3 o total de larvas

contadas. Essa técnica ¢ utilizada para herbivoros.

* Cultura de larvas de estrongilideos (técnica utilizada para a obten-
cao de larvas infectantes em grande niimero): das fezes utilizadas para
ovoscopia, depois de misturadas e tornadas bem soltas, sdo colocadas 40
gramas em béquer de 250 ml. Quando as fezes sdo pastosas, torna-se

necessario adicionar serragem ou fezes esterilizadas até que a mistura fique
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mais densa. As fezes assim acondicionadas nos frascos sdo cobertas por
uma placa de Petri emborcada. Diariamente, faz-se a aeracdo das culturas
por a|guns minutos, umedecendo-se as que estiverem muito secas. O
crescimento de fungos ndo prejudica o desenvolvimento das larvas. As
culturas sdo assim mantidas durante oito dias em meio ambiente, com
temperatura entre 22°C e 33°C. Para a coleta de larvas, enche-se o
frasco com dgua de bica até a borda, coloca-se a placa de Petri sobre o
frasco e, em seguida, emborca-se o conjunto. O liquido permanece no
frasco €, pouco a pouco, torna-se turvo. Ao redor do Frasco, coloca-se
4gua de torneira — que em geral se mantém limpa —, até a altura de 0,5
cm. As larvas passam para o lado de fora. Depois de 8 horas, as larvas
s3o retiradas com uma pipeta, e a suspensio ¢ colocada em um tubo de

ensaio, onde as |arvas se concentram.

* Técnica de opg para fasciola hepatica de Verster: emulsificar 10 g de
fezes em 100 ml de égua em um liquidificador. Passar através de peneira
com malha de 250 Um para um béquer. Desprezar o sedimento que fique
na peneira. Passar o contetdo do béquer em uma peneira de 37 um. Os
ovos dos trematédeos fasciola, Paramphistomum etc. ficardo retidos na
peneira. Lavar a peneira, passando o material para um béquer. Decantar
por 10 minutos. Adicionar égua no residuo. Decantar a cada 2 minutos,
repetidamente, até o sobrenadante ficar claro. Analisar o sedimento ao
microscépio. Contar o niimero de ovos e dividir por 10. Usar so|ugéo de

verde de metila a 3% para evidenciagdo.

* Técnica de centrifugacdo e concentragio de ovos de helmintos:
colocar 1g de fezes frescas em 100 ml de 4gua no frasco Erlenmayer de
125 ml. Misturar bem para obtencdo de uma suspensdo. Colocar num
tubo de centrifuga de 10 ml e centrifugar por 3 minutos, a 1.500 rpm. De-
cantar o sobrenadante e juntar a so|ugéo saturada de NaCl (ou ZnSO4,
ou acicar). O sedimento deve entrar em suspensdo. Centrifugar novamen-

te durante 3 minutos, a 1.500 rpm. Colocar uma laminula em cima do
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tubo (o liquido deve atingir a borda do tubo) e esperar por 2 minutos.
Retirar a laminula, colocando-se sobre uma lamina. Contar os ovos (de

nematoides e trematédeos) e dividir por 10 para obtencdo de opg.

* Técnica de Baermann: coletar 10 g de fezes e colocar sobre uma tela
de malha de 250 m, apoiada nos bordos de um funil. Fechar o funil
com um tubo de borracha e um grampo, na sua parte inferior. Colocar
4gua levemente aquecida no funil, até cobrir parcialmente as fezes. Apds
12 horas, escoar 5 ml em uma placa de Petri. Examinar o sedimento ao
microscépio, entre lamina e laminula. As larvas presentes nas fezes, em

contato com a &gua levemente aquecida, migrardo para o fundo.

1.2 Necropsia

Para a coleta de he|mintos, ¢ extremamente importante fazer corretamente
a necropsia dos hospedeiros, que deverd considerar os resultados a serem
almejados, ou seja, coleta de ecto-helmintos ou de endo-helmintos, ou de
ambos, ou, ainda, de determinados grupos ou sitios de inFecgéo. As ca-
racteristicas de cada micro-habitat também devem ser consideradas, sendo
necessario estabelecer um procedimento sequencial para otimizar a coleta
e preservar os espécimes. Sempre que possivel, os hospedeiros devem ser
examinados |ogo apos sua coleta e morte.

Com as dificuldades gera|mente encontradas quando estamos em trabalho
de campo para realizar adequadamente a necropsia logo apés a captura, é
preciso transportar os hospedeiros para o laboratério, em baixa temperatura,
etiquetados e individualizados em sacos plasticos, o mais rdpido possivel.

Muitas vezes o uso de anestésicos é aconselhével, mas em outras pode ser
prejudicial, como é o caso de certos ectoparasitas que podem deixar de ter
movimentos ativos e prejudicar a sua visua|izagéo e coleta. O procedimento de

morte do hospedeiro deve ser simples e eficaz, a fim de minimizar o sofrimento.
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Antes da necropsia, os hospedeiros devem ser medidos e pesados, e sua
espécie determinada corretamente. Na impossibilidade, deve-se fixar em for-
malina 10% ou etanol 70°GL ou congelar os hospedeiros no momento da
necropsia para que sejam determinados posteriormente por um especialista.
Deve-se registrar o sexo e o estdgio de maturacao, a data e o local da coleta e
outras inFormagE)es que se julguem necessérias. Recomenda-se o preenchimen-
to de um formulério de necropsia, devidamente numerado, no qual constem o
os dados dos helmintos; também ¢ preciso anotar os helmintos identificados
e coletados em cada sitio de infeccao/infestacio.

A necropsia deve ser iniciada pelo tegumento, fazendo-se uma inspecdo
macroscopica, se possivel com o auxilio de uma lente de aumento, uma vez
que muitos parasitos que ai se localizam sdo visiveis a olho nu. No caso de
estarem aderidos, serd necessério realizar uma incisio préxima ao local da
adesdo para remové-los. Pequenos pontos de coloracio diferente daquela
do tegumento e formaces nodulares mais ou menos volumosas podem ser
causados por algum tipo de parasito, localizado no seu interior, e devem ser
retirados e seu conteido examinado. Alguns vertebrados — peixes e répteis,
por exemplo — devem ter suas escamas examinadas. Olhos e superficies de
mucosas devem ser analisados. Retira-se o muco para uma placa de Petri com
o auxilio de um pincel fino ou com uma pisseta, aplicando-se jatos de so|ugéo
NaCl na concentragdo correta (0,65%-0,85%).

As narinas devem ser abertas com o auxilio de uma tesoura. Em seguida,
os parasitos devem ser lavados com solucdo de NaCl a 0,65%, para animais
de “sangue frio” (pecilotérmicos), ou a 0,85%, para animais de “sangue
quente” (homeotérmicos), ou, ainda, com formalina 1:4.000. O contetdo
dessa lavagem deve ser recolhido em placas de Petri para anélise ao estereo-
microscépio.

No caso de peixes, devem ser examinadas as suas branquias. Para a
retirada delas, é necessério primeiro levantar e remover os opérculos. Apds
uma anélise macroscépica, removem-se os arcos branquiais individualmente,

que devem ser retirados fazendo-se uma incisdo junto de suas bordas com
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o auxilio de uma tesoura e uma pinga, removendo-os para uma placa de
Petri com 4gua. lsso permitira visualizar parasitos visiveis apenas microscopi-
camente e observar a sua distribuicdo pela superficie branquial. As artérias
branquiais devem ser expostas e examinadas para se observar a presenca
de trematédeos digenéticos no aparelho circulatério. Para isso, a membrana
que as recobre deve ser retirada com o auxilio de uma tesoura pequena e
uma pinga de ponta fina.

Prosseguindo-se, faz-se a abertura da cavidade visceral e a exposicdo dos
6rgdos. Devido as particularidades dos diversos grupos de vertebrados, h4
procedimentos diferentes para cada um deles. Pequenos répteis, anfibios e
mamiferos sdo fixados em uma bandeja, em decibito dorsal, fazendo-se uma
incisdo na pele do mento ao pubis. A pele deve ser retirada cuidadosamente,
pois pode conter filarideos (nematoides), geralmente presentes nas regides
abdominal, axilar e inguinal no tecido subcutneo.

Nos peixes, deve-se fazer uma incisdo ao |ongo da linha média ventral, co-
mecando logo acima do anus e se estendendo até a regido anterior, evitando-
se com isso que se corte o intestino, o que permitiria a saida de contetdo
intestinal para a cavidade visceral e, até mesmo, a destruigéo de a|guns hel-
mintos ai presentes. Nos mamiferos, é necessério que a cavidade toracica seja
aberta; para isso, secionam-se as costelas. Em seguida, abrem-se as paredes
laterais da cavidade visceral a fim de expor os 6rgdos internos para o exame.
Esse exame preliminar permite detectar helmintos localizados ou aderidos &
superficie dos érgdos ou na prépria cavidade visceral (estégios larvais de
cestoides, trematédeos digenéticos, nematoides e acantocéfalos). Logo apés,
todos os érgdos devem ser retirados individualmente e colocados em placas
de Petri, com solucdo de NaCl (0,65%-0,85%).

Cada 6rgdo deve passar por um exame macroscépico preliminar, atentan-
do-se para diferencas de coloracdo e textura e para a existéncia de nédulos.
Nesse caso, as éreas afetadas devem ser isoladas e observadas em separado,
com o auxilio de estereomicroscépio e/ou microscépio. Em seguida, a super-

ficie dos 6rgaos deve ser examinada ao estereomicroscédpio. Aqueles que ndo
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forem ocos devem ser dissecados para a anélise dos tecidos — recomenda-se
a anélise de pequenos pedacos de tecido, esmagando-os entre lamina e lami-
nula, ou entre duas laminas.

Quanto ao sistema digestério, ¢ fundamental a rea|izagéo do exame do
seu contetdo. O érgao deve ser aberto com cuidado, por meio de um corte
longitudinal, com o auxilio de uma tesoura de ponta fina e uma pinga. O
contedo intestinal deve ser retirado com o auxilio de um pincel, e ndo raro
com jatos d'agua, para a remocao do excesso de muco, e analisado ao este-
reomicroscépio e ao microscépio éptico. Frequentemente encontramos ade-
ridos, & luz intestinal, cestoides e acantocéfalos e é preciso remové-los com
cuidado, a fim de manter a sua integridade. O exame da parede do intestino
requer que essa seja cortada em porcoes pequenas para facilitar a observagéo
ao estereomicroscédpio e ao microscédpio dptico.

As visceras devem ser analisadas meticulosamente — pu|m6€s, rins, vesicula
biliar, vesicula gasosa (em peixes), bexiga urinéria e coracao devem ser abertos
e seu contetdo analisado separadamente —, pois talvez se encontrem formas
adultas e larvas de trematédeos digenéticos, de cestoides e de nematoides.

O cérebro e os olhos devem ser expostos e analisados macro e microsco-
picamente. Nessa regido, frequentemente sdo encontradas larvas de trematé-
deos digenéticos, de cestoides e de nematoides. Nao raro devemos proceder
a dissecagéo dos olhos, onde podem ser encontradas no humor vitreo, ou
mesmo ao esmagamento do cristalino, para facilitar a retirada de diferentes
estégios ontogenéticos, dependendo do grupo do helminto.

O musculo deve ser analisado de forma macro e microscépica; nesse dl-
timo caso, a andlise deve ser feita mediante cortes de amostras pequenas e
pouco espessas. No caso do misculo de peixes especificamente, que em ge-
ral ¢ claro e hialino, a amostra pode ser colocada contra um fundo iluminado
(negatoscépio) a fim de facilitar o encontro de helmintos macroscopicos. E
necessdria, as vezes, a uti|izagéo da digestdo do tecido por pepsina e tripsina,

de modo a permitir o isolamento de helmintos que se alojam no misculo.
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2. Monogenoides

A maioria dos monogenoides sdo ectoparasitas na superficie do corpo, na-
rinas, branquias e cavidade opercular de peixes. Poucas espécies localizam-se
no estémago, cavidade visceral, ovidutos ou canais urinérios de vertebrados.
Também sdo encontrados sobre o corpo de anfibios, ou como hiperparasitas
sobre o exoesqueleto de crustéceos parasitos de peixes. Suas dimensées va-
riam de menos de 1 mm a cerca de 3 cm de comprimento, sdo hermafroditas
e de ciclo direto. A caracteristica morfolégica predominante desses helmintos
¢ conter um aparelho de Fixagéo ao hospedeiro — o haptor —, localizado na
parte posterior do seu corpo. Na maioria das espécies, o haptor tem estrutu-
ras esclerotizadas, chamadas ganchos, barras ou dncoras; em outras, apresenta
ventosas, formas como pingas ou um conjunto de ganchos.

Para a coleta dos monogenoides, deve-se reduzir ao méximo a manipu|agéo
do hospedeiro, visando-se evitar a perda desses helmintos. Hospedeiros de
porte pequeno devem ser colocados vivos, durante cerca de 2 horas, em
uma solucdo de formalina a 1:4.000. Essa técnica de coleta tem a vantagem
de manter vivos os peixes, que podem ser devolvidos posteriormente ao seu
ambiente natural. Em seguida, examina-se o liquido em placas de Petri ao
estereomicroscopio para observar os parasitos que se destacaram da superfi-
cie pela acdo do formol. Nos peixes de grande porte, faz-se a raspagem da
superficie, removendo-se o muco com solucdo de formalina na mesma con-
centracao dentro de um recipiente. Para a anélise das branquias, retiram-se os
arcos branquiais, que sdo colocados em um recipiente com tampa de rosca,
contendo formalina a 1:4.000; em seguida, fecha-se a tampa e agita-se o
recipiente para que os parasitos se desprendam. Na coleta de espécimes das
narinas, elas devem ser abertas com tesouras efou pincas, ambas de ponta
fina, e lavadas cuidadosamente com jatos de formalina na mesma concentracdo
referida, utilizando-se uma pisseta. Em trabalhos de campo, quando ndo hé4
tempo para procedimentos mais detalhados, os hospedeiros devem ser fixados
em formalina a 109 para depois serem analisados; nesse processo de Fixagéo,

apenas um pequeno nimero de helmintos se destaca do hospedeiro.
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Alguns parasitos coletados, principalmente os maiores espécimes, podem
estar enrolados; quando isso ocorre, é necessério fazer a distensdo de ambas
as extremidades dos parasitos com o auxilio de pincéis de poucas cerdas,
pressionando-se, posteriormente, uma laminula acima do espécime, para logo
apés colocar-se o fixador a frio.

A uti|izagéo dessas técnicas permite a coleta da maioria dos espécimes
nos hospedeiros. E importante o exame ao estereomicroscépio da superficie
do corpo e das branquias, a fim de detectar o niimero de espécimes que ndo

tenham se desprendido.

3. Trematddeos digenéticos

Os Digenea, ou trematédeos digenéticos, sao platelmintos com um ciclo
de vida complexo, que envolve, quase sempre, ao menos dois hospedeiros:
um intermediério (que na maior parte dos casos é um molusco) e um definitivo
(peixe, ave ou mamifero). Os vertebrados também podem servir como um
segundo hospedeiro intermediério.

Os trematédeos digenéticos sdo endoparasitas e, apesar de serem descri-
tos como helmintos achatados por pertencerem ao filo Platyhelminthes, algu-
mas espécies podem ter forma cilindrica, esférica ou piriforme. Normalmente,
o corpo tem duas ventosas, uma oral e outra ventral, essa conhecida por ace-
tdbulo. O tamanho pode variar de menos de 1 mm a até alguns centimetros
de comprimento.

A maioria das espécies é hermafrodita, com excecao dos esquistossomati-
deos, que parasitam o sistema sanguineo, e dos didimozoideos, que parasitam
peixes marinhos. O sistema digestério é normalmente incompleto, pois quase
sempre os cecos terminam em fundo cego.

Vivem nos sistemas digestério, respiratério e circulatério, no aparelho uri-
nério, nos ductos pancreéticos, na vesicula biliar e nos ductos biliares de

vertebrados. Algumas espécies sdo encontradas no sistema digestério de hiru-
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dineos. Outros habitats incomuns incluem o ducto nasolacrimal, a membrana
nictitante, a bolsa de Fabricius e os oviductos das aves; podem também estar
encistados no duodeno de anfibios ou encistados aos pares nas nadadeiras na
face interna dos opércu|os,~ em tecidos dos arcos; e nos filamentos branquiais
de peixes.

Para que os helmintos de um érgdo nado se misturem com os de outro, ou
mesmo com sessdes diferentes de um mesmo 6rgdo, deve-se analisar cada
6rgdo em placas de Petri diferentes, passando o contelido por uma peneira
de 100 a 150 lum de malha e lavando-o na torneira sob jato d'4gua, ou
deixar decantar o sobrenadante. Apds essa lavagem, ndo sé o conteiido deve
ser transferido para placas de Petri, mas também o respectivo érgio, que
deve ser colocado em outra p|aca de Petri, contendo agua de torneira. Os
helmintos devem ser transferidos, por meio de pipeta ou pincel, para placas
de Petri contendo solucdo de NaCl a 0,65%, para animais pecilotérmicos,
e a 0,85%, para animais homeotérmicos.

Apbs a anélise de todos os rgdos e a coleta de todos os helmintos,
passa-se & etapa de compressdo. Os helmintos grandes (de no minimo
0,5 cm) devem ser comprimidos entre |aminas; os pequenos, entre lamina
e laminula; j&4 aqueles extremamente pequenos (menores que 1 mm) néo
devem ser comprimidos, uma vez que a compressdo ¢é feita para diminuir a
altura do parénquima. Quando a compressdo for feita com duas laminas,
elas devem ser amarradas com linha e deixadas de pé, em recipiente com
fixador a frio.

O tempo de compressdo para helmintos grandes é de 24 horas para hel-
mintos pequenos, por volta de 30 minutos. Antes de comprimir os helmintos
pequenos entre ldmina e laminula, eles devem ser colocados sobre uma gota
espessa de so|u<5‘éo de NaCl; apés isso, coloca-se sobre eles a laminula com
pequenos pesos em cima — os quais podem ser pequenos frascos de vidro pre-
enchidos com é4gua ou esferas de chumbo —, a fim de se regular o peso. Essa
acao deve ser realizada dentro de uma placa de Petri, aplicando-se depois,

cuidadosamente, o fixador frio, de maneira que o conjunto Fique submerso.
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Caso os helmintos fiquem aderidos ao vidro por causa da compressio por
tempo excessivo, um pincel de ponta fina ajudard na sua remogao, que deve
ser realizada ao estereomicroscépio. Helmintos muito pequenos devem ser

mortos com o fixador a frio, sem compressao.
3.1 Formas larvais de trematédeos digenéticos

Os estagios larvais dos trematédeos digenéticos nem sempre habitam o
mesmo hospedeiro, podendo ser de vida livie. Normalmente, os ovos passam
ao ambiente e, em condigées ideais, dao origem a miracidios. Esporocistos,
rédias, rédias-filhas (quando hé) e cercérias podem ser obtidos, em geral,
diretamente dos moluscos hospedeiros intermediarios, por simples dissecagéo
em so|u<5‘éo salina Fisio|c’>gica a 0,65%. Muitas vezes, as cercérias sao obtidas
sem a necessidade do sacrificio dos moluscos, pelo isolamento dos mesmos
em recipientes pequenos e sua estimu|agéo mediante uma fonte luminosa e
térmica. As metacercarias, fase encontrada em algumas espécies, podem estar
encistadas e aderidas a substratos vegetais — caso, por exemplo, da Fasciola
hepat/'ca. Qu podem estar encistadas em outros moluscos ou invertebrados
ou mesmo em vertebrados, como Ascocotyle (Phagicola) longa, em peixes.
A dissecacdo de artrépodes resulta no excistamento mecanico e quimico das
metacercérias. Em outros géneros, as metacercérias sdo coletadas na cavidade
pericérdica dos moluscos.

Esporocistos, rédias, rédias-filhas ndo devem ser comprimidos quando da
fixagéo, exceto as metacercdrias, que, apds o excistamento, poo|em ser com-

primidas com as mesmas técnicas utilizadas para os trematédeos pequenos.

4. Temnocefalideos

Conhecidos também como turbelérios, os temnocefalideos sao platelmin-

tos que se caracterizam por apresentar tentéculos cefélicos. Sdo ectocomensais
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que vivem na cavidade paleal de moluscos aquéticos, sobre o exoesqueleto
de crustéceos dulceaquicolas e nas axilas de quelénios de 4gua doce.

Sua coleta deve ser realizada com pincel e devem ser removidos depois
para uma placa de Petri contendo 4gua destilada. Devem ser comprimidos e

fixados como os trematédeos digenéticos pequenos.

5. Aspidobétreos

Pertencem a outra subclasse de trematédeos, sao endoparasitos e podem
ser encontrados no tubo digestério de teledsteos e tartarugas, na vesicula
biliar de peixes elasmobranquios, ou na cavidade pericérdica, rim e branquias
de moluscos bivalvos de 4gua doce. Caracterizam-se morfologicamente por
possuirem ventosa posterior dividida dentro de compartimentos. Devem ser

coletados e fixados da mesma forma que os trematédeos.

6. Cestoides

S3o platelmintos pertencentes & classe Cestoidea, subclasse Eucestoda.
Caracterizam-se pela simetria bilateral, sdo achatados dorso-ventralmente, ex-
clusivamente parasitos e ndo possuem sistema digestério. Geralmente, sdo
constituidos por uma regido anterior chamada escélex, que contém érgdos de
fixagéo — ventosas, bétrios, botridios, tentéculos —, e por uma regido poste-
rior com uma série de segmentos, chamados proglotes, contendo os 6rgaos
sexuais — o estrébilo. A maioria das espécies é hermafrodita.

Os cestoides adultos podem ser encontrados em qua|quer classe dos ver-
tebrados, praticamente confinados sempre ao intestino, raramente na cavidade
celomética e nos ductos biliares ou pancreéticos. Devem ser mortos sob a agdo
do frio, no refrigerador, e em 4gua destilada, objetivando o relaxamento da mus-

culatura. E fundamental para o diagnéstico que o escOlex tenha sido coletado.
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Todo o cestoide, partes dele contendo o escélex ou segmentos do estré-
bilo com proglotes imaturas, maduras e grévidas devem ser comprimidos entre
|dminas e colocados no fixador a frio.

Em alguns cestoides, por exemplo, nos da ordem Ciclophyllidae perten-
centes & familia Taenidae — é necessério o estudo do niimero e da morfologia
dos ganchos do rostelo contido no escélex; sob o estereomicroscépio, faz-
se a separagdo do rostelo do escélex, por meio de corte com uma lamina
de barbear, visualizando-se depois, em montagem en face, o que permite
a contagem do nimero total de ganchos. Para o estudo da morfo|ogia dos
ganchos, deve-se esmagar o rostelo entre lamina e laminula, o que possibilita a
visualizacdo dos ganchos lateralmente. Dependendo da ordem de cestoides, ¢
necessario o estudo de cortes histolégicos transversais das proglotes maduras.

Nesse Caso, a|guns exemp|ares devem ser FideOS sem compresséo, em SO|U§50

de formol a 10%.

6.1 Formas larvais de cestoides

As larvas de cestoides podem ser encontradas encistadas, livres no celo-
ma, na musculatura de vertebrados ou na hemocele de artrépodes. Helmintos
encistados sempre devem ser removidos, com agulhas entomolégicas ou de
acupuntura das membranas cisticas antes de serem submetidos ao fixador.
Plerocercos da ordem Trypanorhyncha, apés terem sido liberados dos cistos,
devem ser colocadas em égua destilada no refrigerador, para que os tentéculos

desinvaginem (4 e|es morram re|axao|os.

7. Girocotilideos e anfilinideos

S3o platelmintos pertencentes & classe Cestoidea, subclasse Cestodaria,

encontrados na vélvula espiral (intestino) de peixes elasmobranquios, princi-
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palmente da subclasse Holocephali — por exemplo, Gyrocotylidea — ou no
intestino e na cavidade celomética de peixes teledsteos e tartarugas — por
exemplo, Amphilinidea.

O mesmo processo utilizado para coleta e morte dos grandes trematédeos

digenéticos deve ser empregado para esses helmintos.

8. Acantocéfalos

Esse filo de helmintos se caracteriza por animais de simetria bilateral, com
probéscide anterior guarnecida de ganchos e sistema digestério ausente. Os
sexos sdo separados e apresentam dimorfismo sexual. Os adultos sdo encon-
trados exclusivamente no intestino dos hospedeiros definitivos, os quais sao
todas as classes de vertebrados.

Devem ser coletados do intestino do hospedeiro e levados para uma
placa de Petri contendo solugdo de NaCl na concentracdo correta (0,65%-
0,85%); logo apés, devem ser transferidos para dgua destilada e colocados
no refrigerador, a fim de que morram com a probéscide extrovertida. Antes
da fixacdo, restos de tecido e muco do intestino do hospedeiro devem ser
removidos da probédscide com o auxilio de um pincel ou de uma agulha de

acupuntura.
8.1 Formas larvais de acantocéfalos

O acéntor ¢ a larva embrionada capaz de infectar o artrépode hospedeiro
invertebrado. E encontrado nas fezes do hospedeiro definitivo, ou em plantas
submersas (geralmente em espécies aquaticas), fixo por filamentos polares. A
acantela, estdgio posterior ao acantor, pode ser encontrada na hemocele ou
na serosa intestinal dos artrépodes. Seu desenvolvimento resulta no cistacanto
ou juvenil, larva infectante envolvida em um envelope hialino, encontrado tan-

to em tecidos do artrépode quanto em hospedeiros paraténicos vertebrados.
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As larvas encistadas em hospedeiros intermediérios e/ou paraténicos (cis-
tacantos) devem ser removidas do cisto e tratadas, assim como as formas ndo

encistadas (acante|as), como os adultos.

9. Nematoides

Filo de helmintos caracterizado por apresentar corpo alongado, geralmente
fusiforme, ndo segmentado. Os nematoides sdo envoltos por uma cuticula e
possuem sistema digestério completo. Os sexos sdo separados, e algumas
vezes apresentam grande dimorfismo sexual. Podem ser livres ou parasitos, ou,
ainda, podem ter uma fase de vida livre e outra parasitaria; as vezes, tém gera-
¢oes alternadas de vida livre e de vida parasitéria; em geral sdo oviparos, mas
algumas vezes viviparos. Seu tamanho varia de Fragéo de milimetros a préximo
de um metro. Adultos podem ser encontrados parasitando o tubo digestério,
suas cavidades e vérios 6rgdos internos de todos os grupos de vertebrados.

Devem ser, preferencia|mente, coletados vivos, com o auxilio de um pince|,
e transferidos para uma so|ugéo de NaCl na concentragao correta (0,65%-
0,85%). A solucdo com os nematoides deve ser agitada fortemente, de
modo a permitir a limpeza dos labios, da abertura bucal e da superficie da
cuticula. Os espécimes pequenos, como as larvas, devem ser coletados e man-
tidos em recipientes pequenos; os espécimes mortos devem ser diretamente

fixados a frio.

9.1 Formas larvais de nematoides

Dependendo da ordem & qual o nematoide pertence, o estigio larval
pode ser encontrado em invertebrados ou em vertebrados. Nos vertebrados,
muitas vezes apresentando-se no interior de cistos, podem ser encontrados na
musculatura, em todos os érgdos internos, nas serosas e cavidades do corpo,

no intestino e em vasos sanguineos.
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Larvas vivas encistadas devem ser removidas dos tecidos do hospedeiro,
dissecados com o auxilio de uma pinca pequena, agulhas de acupuntura ou
um pincel pequeno de cerdas finas. Logo depois de colocadas em placas
de Petri com solucdo NaCl na concentracdo correta (0,65%-0,85%), os
envoltérios cisticos devem ser removidos, e as larvas, tratadas como os nema-

toides adultos.

10. Fixacao

A maioria dos platelmintos e os acantocéfalos mortos em dgua destilada no
refrigerador ou aqueles que tenham sido comprimidos devem ser fixados em
AFA (&lcool etilico, formalina e 4cido acético), onde devem permanecer por
no méximo 48 horas, sendo depois transferidos para etanol 70°GL, onde
podem ficar por tempo indeterminado.

Os monogenoides devem ser fixados em formalina a 5%.

Os nematoides vivos sio transferidos da so|ugéo de NaCl para uma placa
de Petri com pouco liquido. Aquece-se o fixador AFA a 65°C e derrama-se
rapidamente sobre os nematoides, deixando-se o fixador esfriar nessa placa
de Petri. Podem permanecer por 48 horas no fixador; depois devem ser
transferidos e conservados em etanol 70°GL, com ou sem a adicdo 5% de

glicerina (a glicerina evita que a cuticula se torne quebradiga).

11. Coloracao

Existem dois processos para a co|oragéo: 0 progressivo e o regressivo. No
progressivo, usa-se o corante bem diluido, e os helmintos ficam imersos no
corante até que cada érgdo ou tecido, em sua cromofilia, adquira sua inten-
sidade especifica. No processo regressivo, usa-se o corante puro ou pouco

diluido, corando-se em excesso; |ogo apos, procede-se a diferenciagéo com
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etanol 70°GL cloridrico a 0,5-1%. O processo regressivo é mais rapido e
facil de controlar.

Os monogenoides, trematédeos digenéticos, temnocefalideos, aspidobé-
treos, cestoides adultos e acantocéfalos podem ser corados pe|a hematoxilina
ou pelo carmim de Mayer ou de Langeron. Sendo um corante nuclear, a
hematoxilina cora principalmente os nicleos e evidencia as estruturas internas
mais delicadas. J& os carmins resultam em um colorido mais intenso, mas nao
evidenciam as estruturas mais delicadas. Os girocotilideos e os anfilinideos
devem, preferencia|mente, ser corados pelo carmim de Semichon. Acantocé-
falos muitas vezes requerem que se facam pequenos furos no tegumento, com
alfinetes bem finos ou agu|has de acupuntura, para que o corante penetre mais
facilmente. Esse procedimento favorecerd, posteriormente, a penetracao do
clarificador e do bélsamo do Canad4, evitando o enrugamento do espécime
no momento da montagem em lamina definitiva.

Para a observacdo da morfologia da maioria das espécies de nematoides,
ndo ¢ necesséria a coloracdo, mas deve ser feita a clarificacdo.

O processo de corar com a hematoxilina ¢ mais demorado do que com o
carmim, pois a hematoxilina ¢ dissolvida em meio aquoso. Como o carmim ¢é
alcodlico e dissolvido sempre em etanol 70°GL, isso faz que os helmintos
conservados em etanol 70°GL passem diretamente do meio onde se encon-
tram conservados para o corante.

O tricrémico de Gomori produz resultados que facilitam a observacao de

estruturas esclerotizadas dos monogenoides.
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Quadro 1. Sequéncia para a coloragio de helmintos pelo método
da hematoxilina com processo regressivo.

Etapa Duracdo Processo
1 Etanol 70°GL 15 minutos
2 Etanol 50°GL 15 minutos hidratacso
3 | Etanol 30°GL 15 minutos
4 | Hematoxilina tempo variavel® coloragdo
5 Agua destilada lavagem répida
7 oxidagao®
6 | Agua de torneira 15 minutos —
7 | Etanol 30°GL 15 minutos
8 | Etanol 50°GL 15 minutos desidratacdo
9 | Etanol 70°GL 15 minutos
10 | Etanol 70°GL cloridrico a 0,5% | tempo variével— diferenciacdo
11 | Etanol 70°GL 15 minutos
12 | Etanol 80°GL 15 minutos
13 | Etanol 90°GL 15 minutos desidratacdo
14 | Etanol absoluto 1 15 minutos
15 | Etanol absoluto 2 15 minutos
16 | Creosoto de faia tempo vardvel, até a | clarficacio e

> O tempo nas hematoxilinas varia de acordo com o helminto, o seu tamanho e a diluigio do
corante. Pequenos helmintos e seus estégios larvais necessitam de 15 a 30 minutos, ao passo que
os espécimes maiores exigem de 45 a 60 minutos.

b A 4gua de torneira oxida as hematoxilinas, mudando sua co|orag§o de roxa para azul.

<A diferenciagéo pelo etanol cloridrico deve ser controlada ao estereomicroscépio para clarificar o
tegumento e o parénquima. O observador deve tirar o helminto ndo totalmente diferenciado, uma

vez que o mesmo perderd um pouco mais de corante ao passar pela sequéncia de desidratagdo.

4O creosoto de faia ¢ usado como clarificador, inclusive completando a desidratagdo. Nunca usar o
xilol. O tempo ideal para a c|arificag§o de um helminto depende de seu tamanho e do grupo a que
pertence. Helmintos no creosoto tendem a flutuar e a se aderir na borda da p|aca de Petrie ¢ preciso
controlar os helmintos individualmente, para impedir que isso ocorra, levando-os, delicadamente,
com um estilete, uma agulha de acupuntura ou um pincel fino de poucas cerdas, para o fundo da
placa.
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Quadro 2. Sequéncia para a coloracdo de helmintos pelos

métodos de carmim no processo regressivo.

Etapa Duracdo

1 Etanol 70°GL 15 minutos

2 Carmim tempo varidvel
3 Etanol 30°GL lavagem répida
4 | Etanol 70°GL cloridrico a 0,5% tempo varidvel
5 | Etanol 70°GL 15 minutos

6 | Etanol 80°GL 15 minutos

7 Etanol 90°GL 15 minutos

8 Etanol absoluto 1 15 minutos

9 | Etanol absoluto 2 15 minutos

1

0 | Creosoto de faia tempo varidvel

Quadro 3. Sequéncia para a coloracdo de monogenoides pelo método
tricromico de Gomori no processo regressivo.

1 Colocar os espécimes em dgua por 3-5 minutos

Transferir os espécimes para uma pequena gota de corante no centro de uma
placa de Petri pequena

NO

Corar por 1 a 3 minutos

Preencher a p|aca de Petri com etanol absoluto

Colocar gotas de 4gua para diferenciar

Transferir os espécimes para outra p|aca de Petri contendo etanol absoluto

Desidratar os espécimes por 1 a 5 minutos

O IO O |~ W

Transferir para creosoto de faia para clarificar

12. Clarificacdo

Os helmintos em geral sdo clarificados quando deixados no creosoto. Exis-

tem, porém, dois processos especiais para a c|arificagéo de nematoides, um
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para montagem em balsamo do Canadé e outro para montagem em ge|atina

de glicerina.

Quadro 4. Processo de clarificacio de nematoides
para a montagem em balsamo do Canada.

Etanol 70°GL, para remocio da glicerina
Etanol 80°GL

Etanol 90°GL

Etanol absoluto 1

Etanol absoluto 2

Lactofenol de Amann

N OO AW N =

Creosoto de faia

Oss.: Os nematoides muito grandes devem passar por fenol 10% apds
o lactofenol. Também se utiliza a lavagem répida, em é&cido latico glacial,
antes da clarificaggo com fenol.

No estudo morfolégico de nematoides, ¢ importante a observacio de
estruturas bucais; a fim de se ter uma visdo apical das mesmas, sdo feitas
montagens especiais da regido anterior, utilizando-se cortes da regido anterior
dos espécimes de nematoides, feitos com 1amina de barbear ou bisturi de a-
mina bem fina. Esse procedimento ¢ realizado sob o estereomicroscépio, e as
partes cortadas sdo montadas na posicdo en face. Essa montagem ¢ realizada

com clarificagdo em glicerina.

Quadro 5. Sequéncia do processo de c|arificag§o de nematoides
para a montagem em gelatina de glicerina.

Adicionar poucas gotas de cada vez de glicerina pura na placa Petri onde os
nematoides jé se encontram em etanol 70°GL glicerinado a 5%

9 Transferir um nematoide de cada vez para a glicerina pura apés a evaporacio
do etanol

3 | Montar em gelatina de glicerina
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13. Montagem

O procedimento de montagem em ldmina deve ser realizado sempre sob
0 estereomicroscépio. Todos os helmintos devem ser montados isoladamente,
um espécime em cada lamina. No caso de helmintos que apresentam dimorfis-
mo sexual, macho e fémea devem ser montados em ladminas separadas, a ndo
ser que a finalidade da montagem seja, por exemplo, demonstrar didaticamen-
te um casal de Schistosoma mansoni em cépula.

Em uma infrapopu|agéo,1 dé preferéncia a montar primeiro os melhores
espécimes disponiveis e, depois, os piores. Dessa maneira o melhor espécime
seré sempre o nimero 1 do lote.

Girocotilideos devem ser mantidos no clarificador, pois em geral sdo muito
grandes.

Cestoides tém de ser cortados de acordo com o tamanho da laminula utili-
zada para cobri-los. Montar, em uma mesma lamina, a porcdo com o escélex,
um conjunto com prog|otes imaturas, um conjunto com prog|otes maduras e
um conjunto com proglotes grévidas. Para cestoides grandes ou mais largos,
algumas vezes sdo necessérias duas ou mesmo trés laminas para o mesmo espé-
cime. Todas as |aminas utilizadas devem ser etiquetadas com o mesmo nimero
do lote da co|eta, adicionando-se ao ndmero, sequencia|mente, letras.

Cada lamina ou laminula deve ser previamente limpa com um lenco de
papel fino seco, a fim de remover a cera protetora que as recobre. Coloca-se
o helminto no centro da lamina, contendo uma gota de bélsamo do Canads,
que pode ser diluido, previamente, com um pouco de xilol. O helminto
sempre deve ser posicionado com a face ventral para cima. Quando necessé-
rio, completar com um pouco mais de béalsamo, ndo diluido, para encobrir o
helminto. Coloque delicadamente a laminula acima do bélsamo.

Nematoides muitas vezes ndo sdo montados em laminas definitivas; sdo,
em geral, preservados em etanol glicerinado, e a observagdo de suas estruturas
internas se dd quando estdo sendo clarificados em lactofenol, entre ldmina e

|am|'nu|a, depois devem ser CO|OC&CIOS novamente em etano|.

" Nimero total de espécimes de uma espécie coletado em um hospedeiro.
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Quadro 6. Procedimento para montagem de nematoides
em gelatina de glicerina.

1 O recipiente com gelatina de glicerina deve ser aquecido em banho-maria

Colocar, com um bastio de vidro, uma gota de gelatina liquida,
2 | proporcional ao tamanho do espécime e da laminula usada para cobri-la,
sobre a lamina

3 | A gota ndo pode ir além da laminula

4 | Lutar com esmalte incolor para as unhas

Deixar as laminas secarem. Pode-se levar as laminas para uma estufa
5 | controlada a 37°C, por 24 a 48 horas, o que diminui o tempo de
secagem

6 | Depois de secas, as laminas montadas devem ser etiquetadas

14. Etiquetagem do material montado em Iamina e do
material preservado em meio liquido

Etiquetas podem ser escritas & mao, com lépis ou nanquim, ou digitadas no
computador, impressas em um papel contendo algumas informagdes bésicas,
tais como:

* nimero do espécime;

* nome genérico e especifico do helminto;

* sitio de infeccdo ou infestacdo;

* |ocalidade de coleta do hospedeiro;

* data de coleta do hospedeiro;

* nome da pessoa que coletou/determinou o helminto;

* tipo de corante utilizado no helminto;

* meio de preservacio;

* categoria do espécime: holétipo, parétipo, espécime representativo

(voucher).
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Etiquetas para laminas devem ser coladas em uma das extremidades dessas;
etiquetas para material preservado em meio liquido devem ter tamanho
compativel com o do recipiente. Caso se tenha optado pelo nanquim, antes
de as etiquetas serem colocadas dentro do meio liquido, deve-se remover o
excesso de tinta das mesmas com um jato d’4gua (isto evita a absorgéo do

nanquim pelo helminto).

Modelo de etiqueta para lamina

MK-366-1-
Diphyllobothrium latum
Homo sapiens §

Fezes

Rio de Janeiro, RJ, Brasil
21/04/2005

Col. Knoff

Det. Knoff et al.
Carmim de Langeron
Balsamo do Canada
‘Voucher

15. Utensilios

* Bandejas para necropsia: de dimensdes variadas, segundo o tamanho
do hospedeiro, de aco ou plastico. Sdo muito Gteis, pois possibilitam

perda minima de material.

* Peneiras para coleta: devem ser utilizadas peneiras de aco inoxidével,
com telas de malha variando de 100 até 150 um de abertura e didmetros
de 8 a 20 cm, disponiveis no mercado. Podem também ser confeccio-
nadas de acordo com a necessidade, com malhas de 35 a 250 Um de

abertura.

* Penciras para co|ora§§o: servem no transporte dos helmintos através
das etapas da sequéncia de co|oragéo, sendo transferidas de so|ugéo para
solugdo com o auxilio de uma pinca. A tela da peneira deve ser de mus-
seline de néilon, e quanto menor a abertura da malha, melhor — a abertura

da malha estd condicionada ao tamanho do helminto. Nao sdo vendidas
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no comércio e devem ser confeccionadas. A tela da peneira de colora-
cdo ¢ colada, com adesivo para tubos de PVC, em pequenos tubos de
PVC de didmetro reduzido, com as bordas previamente lixadas. Depois
de coladas, devem ser deixadas sob pressdo por 24 horas. A altura das
peneiras de coloracdo deve ser menor do que a altura das placas de Petri
(1,5 a 2 cm), o que permite permanecerem tampadas durante o processo

de co|ora<5‘éo, evitando que os liquidos evaporem.

Os8s.: Como o adesivo de PVC n3o resiste ao creosoto de faia, os helmin-
tos devem ser retirados das peneiras na etapa do etanol absoluto 2. Os
helmintos devem ser transferidos do etanol absoluto 2 para o creosoto de

faia com o auxilio de um pincel pequeno e de poucas cerdas e finas.

* Pincas de joalheiro: as de ponta fina e sem serrilhado sdo as mais

indicadas em helmintologia.

* Pincéis pequenos, pincéis de tamanho O: cortar algumas cerdas,

diminuindo seu nimero, para tarefas mais delicadas.

* Placas de Petri: de tamanhos variados.

* Formulério de necropsia, lapis ou lapiseira, borracha.
* Tesouras: pequenas, médias e grandes, de ponta fina.
* Tesourdo destrinchador.

* Béquers de 50 ml, 100 ml, 200 ml, 500 mle 1 I.
* Gral.

* Pisseta.

* Tubos de ensaio.

* Centrifuga.

* Funil pequeno, papel-filtro, anteparo de funil.
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Calice Hoffman.

Tubo de borracha, grampos.
* Gaze.

Bico de Bunsen ou placa aquecedora.

* Termémetro quimico (-10 a 110°C).
* Microscépio éptico binocular.
* Estereomicroscépio.

* Lupa de mao: com no minimo 2 a 4 vezes de aumento; facilita no

exame da superficie de hospedeiros.

* Pipetas de Pasteur, bulbos de borracha para pipeta — na falta desses,

usar pipetas plasticas descartaveis.
* Bisturi, laminas de bisturi, |amina de barbear.
* Trena de mao.

* Lanterna: serd til, caso falte luz durante a necropsia.
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Abaixo, formulario de necropsia de vertebrados.

Formulario de Necropsia

N°.

Nome especifico: . Nome vulgar:

Sexo/estégio de maturacao:

Data de coleta: _/ /. Local de coleta:

Modo de captura: . Armazenagem: () Sim ( ) Nao
Peso: . Comprimento total: . Comprimento padrao:

Sitios de infecgdo/infestacio parasitos No.

Obs.:
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16. Solucoes e suas formulas

* Fixador AFA: etanol 70°GL (93 partes) + formalina comercial (37-
409%; 5 partes) + 4cido acético glacial (2 partes).

* Formalina 10%: formalina comercial (10 partes) + &gua destilada
(90 partes).

* Formalina 1:4.000: 4gua destilada (4.000 ml) + formalina comercia
(1 ml).

* Diferenciador etanol 70°GL cloridrico a 0,5%: etanol 70°GL
(200 ml) + 4cido cloridrico (1 ml).

* Hematoxilina de Delafield: hematoxilina em pé (4 g) + etanol
absoluto (25 ml) + metanol (100 ml) + alimen de aménia
[NH4A|(SO4)Q.1 QHQO] (400 ml) + glicerina (100 ml).

CoMO FAZER: dissolver a hematoxilina no etanol absoluto. Misturar,
gradualmente, a solucdo saturada aquosa de alimen de aménia
(aproximadamente 1 parte de almen para 11 partes de agua o|esti|ao|a).
Expor a luz por 3 a 5 dias em um baldo volumétrico com tampa de algodao.
Filtrar. Adicionar ao filtrado a glicerina e o metanol. Deixar amadurecer por
seis semanas. Guardar em frasco escuro, se possivel coberto com papel

laminado. Filtrar sempre antes de usar.

* Carmaliimen de Mayer: carmim em pé (5 g) + alimen de potéssio
[KA|(SO4)Q.1 QHQO] (6 g) + 4cido acético glacial (25 ml) + 4gua
destilada (100ml).

COMO FAZER: dissolver o carmim e o almen na 4gua destilada fervendo.
Deixar esfriar. Adicionar o é4cido acético. Deixar amadurecer por 10
dias. Filtrar e adicionar 0,5 ml de formalina a 379, para impedir o
aparecimento de fungos. Diluir de acordo com a necessidade. Guardar em

um Frasco escuro. Fi|trar sempre antes o|e usar.
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* Carmim de Langeron: carmim em pé (5 g) + écido cloridrico (5 ml)

+ etanol 70°GL (250 ml) + 4gua destilada (5 ml).

COMO FAZER: adicionar o 4cido & 4gua, nunca ao contrario. Colocar o
liquido junto com o carmim em um gral, misturando bem. Levar ao fogo
e deixar cozinhar por 1 hora, em um baldo volumétrico com tampa de

algodao. Filtrar. Guardar em frasco escuro. Filtrar sempre antes de usar.

* Carmim de Semichon: carmim em pé (até a saturagéo) + é4cido acético

glacial (100 ml) + &gua destilada (100 ml).

COMO FAZER: adicionar o 4cido & 4gua, nunca ao contréario. Adicionar o
carmim até a saturagdo. Aquecer a 95-100°C por 15 minutos. Deixar
esfriar e filtrar. Adicionar alguns cristais de timol, para evitar fungos (cristais
inteiros, ndo macerar). Guardar em frasco escuro. Filtrar sempre antes de

usar. Diluir na proporcdo de 1:1 com etanol 70°GL.

* Tricromico de Gomori: cromotropo 2R (0,6 g) + azul de anilina
(0,6 g) + é4cido fosfomolibdénico (1 g) + écido cloridrico (1 ml) +
4gua destilada (100 ml).

COMO FAZER: juntar o cromotropo, o azul de anilina e o écido
fosfomolibdénico. Dissolver na égua destilada. Nao filtrar. Aguardar cerca
de 24 horas antes de usar. Adicionar égua para reduzir a rapidez da

co|oragéo. Guardar no refrigerador. Usar Frio.

* Gelatina de glicerina: gelatina granulada (6 g) + fenol (1 g) +
glicerina (50 ml) + é4gua destilada (40 ml).

COMO FAZER: colocar a gelatina na 4gua destilada; deixar descansar por 15
minutos. Derreter a gelatina em banho-maria, filtrando em vérias camadas
de musseline de néilon, molhadas em égua quente. Em seguida, dissolver o
fenol na glicerina e juntar & gelatina. Guardar em frascos escuros. Ao usar,

aquecer a gelatina de glicerina em banho-maria.
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1. Consideracoes gerais

1.1 Definicéo

A entomologia ¢ a parte da ciéncia que estuda os insetos. Como a maioria
das palavras cientificas, entomologia é uma palavra grega, uma unido de

entomo = inseto e logos = ciéncia.

Entomologia: do grego

entomo = inseto + logos = ciéncia

Inseto: do latim in sectu = separado em
secoes

1.2 Campo de aplicacéo

A entomologia é uma especialidade cientifica importante. Os insetos tém
muitas formas de interacdo com os seres humanos e outros seres vivos. Algumas
espécies sao benéficas, outras deletérias. Das espécies benéficas, as primeiras
que nos vém & mente sdo as abelhas, com seu adocicado produto, e o bicho-
da-seda, com a produgéo de seu finissimo fio. Dentre os efeitos benéficos,
estdo a acdo dos insetos como polinizadores e como recicladores de matéria
organica; no caso dos insetivoros e parasitoides, resalta-se a acao no controle de
popu|agc">es de outros insetos. Insetos também sdo utilizados como alimento em
algumas partes do mundo. Além disso, o uso medicinal de moscas necrobionté-

fagas em feridas necrosadas ainda é uma alternativa terapéutica em alguns casos.
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Um interessante ramo da entomologia é o estudo da biologia, ecologia
e biogeografia dos insetos para ap|ica<5‘éo na medicina legal, a entomologia
forense, que engloba trés tépicos: entomologia médico-criminal, entomolo-
gia urbana e entomologia de produtos armazenados. Como o préprio nome
revela, a entomologia médico-criminal ¢ aquela de interesse processual. Inse-
tos hematéfagos alimentam-se constantemente em seres humanos. O sangue
ingerido por esses insetos pode ser recuperado e usado para identificar o
individuo do qual proveio o repasto. As marcas de picadas e suas reacoes
podem ser usadas para colocar um individuo na mesma area onde os insetos
foram encontrados. Material genético, como o DNA contido no sangue do
inseto, pode ser recuperado, analisado e usado como evidéncia em processos

criminais, com baixa taxa de erro.

As pesquisas nessa area sdo feitas desde 1850 e vém obtendo pro-
gresso nas Gltimas décadas, nas diversas instituicdes de pesquisa existentes.
Os vestigios entomoldgicos podem ser coletados por peritos bem treinados;
entretanto, ¢ imprescindivel que a identificagéo do espécime seja acurada, o
que dependeré de um entomo|ogista experiente. A entomo|ogia forense pode
ser utilizada em investigagoes sobre trafico de entorpecentes, maus-tratos e
morte violenta. Nesse Gltimo caso, a metodologia pode ajudar a esclarecer a
identidade do morto, a causa da morte e o lugar onde ocorreu, mas, princi-
pa|mente, pode definir a cronotanatognose — intervalo de tempo entre a mor-
te e a localizacdo do cadaver. Para a estimativa do intervalo pés-morte, sdo
utilizados dados dos habitos e da biologia das espécies necréfagas. Diversos
autores recomendam que, em caso de suspeita de morte por envenenamento,
os insetos coletados sempre sejam analisados quanto aos vestigios toxicolégi-

cos, havendo ou ndo amostras de tecido do cadéver para anélise.

Vérias espécies ainda destroem construcoes, sao pragas agricolas, pestes
ou vetores de doencas humanas. E sobre as espécies de artrépodes pestes e

vetores de doengas humanas que este cap|'tu|o tratara.
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1.3 Vetores e parasitos

Vérias espécies de artrépodes sdo parasitos e vetores de doengas para
o homem, e delas se ocupa a entomologia médica. Os artrépodes podem
ser deletérios pela picada venenosa, por exercerem o hematofagismo ou por

transmitirem parasitos ao homem.

Hematéfago: do grego hemato = sangue
+ fago = alimentar-se

Alguns hematéfagos podem ter preferéncia pelo sangue humano ou pelo
sangue de outros animais; ha ainda aque|es que s3o ecléticos: sugam o sangue
tanto de humanos quanto de animais. O hematofagismo em si é um hébito
parasita que impde perda de sangue ao hospedeiro. Além disso, ao sugar
o sangue do hospedeiro, vérios parasitos podem ser transmitidos, o que faz
dos artrépodes vetores de diversas doencas. A entomologia médica abrange
o estudo de artrépodes que ndo sao insetos, estendendo-se ao estudo dos

crustdceos, miridpodos e queliceratas.
2. Filo Arthropoda

2.1 Caracteristicas gerais

Os artrépodes sdo o mais importante grupo de invertebrados em ndmero
de espécies, além de serem extremamente bem-sucedidos na exp|oragéo dos
mais variados ambientes terrestres, aéreos, de agua doce e marinhos. E um
grupo muito diversificado. Entre os seus representantes, incluem-se carangue-
jos, camardes, lacraias, piolhos-de-cobra, aranhas, escorpides e insetos. Os

primeiros artrépodes, os trilobitas, surgiram hé aproximadamente 600 milhes
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de anos nos oceanos. Espécie jé extinta, os trilobitas eram invertebrados que
possuiam corpo segmentado, organizado em cefalotérax e abdome, e simetria
bilateral, com um exoesqueleto de calcério e quitina, branquias, um par de

antenas e olhos compostos.

A caracteristica que dd nome ao filo Arthropoda sdo os apéndices arti-
culados formados por articu|ag6es méveis de vérios tipos, de acordo com a
sua Fungéo. As patas sdo usadas principalmente para |ocomogéo; as pegas
bucais, para captura de presas, succao e trituragdo de a|imentos,~ as antenas,

para sensoriamento e percepcao de estimulos.

Artrépode: do grego
arthro = articulacdo + pods = pé

O filo Arthropoda possui simetria bilateral, apéndices articulados, exoes-
queleto quitinoso e cavidade geral, ou hemocele, na qual circula a hemolinfa.
A hemolinfa ¢ um fluido aquoso, contendo fons, moléculas e células, com va-
rias Fungées. Esse fluido circula em baixa pressao e com fluxo lento, passando
por cavidades chamadas hemocele. Uma das suas principais Fungées ¢ a troca
quimica de alimentos e rejeitos metabélicos, horménios, células e moléculas
de defesa imune entre os tecidos dos insetos. A hemolinfa se movimenta

postero-anteriormente e poole ter cor averme|hao|a, amarelada ou esverdeada.

Os artrépodes possuem sistema circulatério aberto e lacunar, sistema di-
gestivo completo, sistema nervoso formado por ganglio cerebral e cadeia
ganglionar ventral. Os artrépodes sdo dioicos, de reprodugéo sexuada e

Fecundagéo interna. Existem espécies que sdo hermafroditas.

Didico: sexos separados em individuos machos e fémeas.
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Fecundacao interna: o macho deposita as células sexuais mas-
culinas dentro do corpo da fémea, no qual se encontram as células
sexuais femininas.

As estruturas sensoriais dos artrépodes sdo eficientes e diversificadas. Pos-
suem sensores quimicos capazes de reconhecer a presenca de alimentos ou de
inimigos naturais e também de identificar seus parceiros sexuais; receptores de
paladar, como aqueles localizados nas patas das moscas; sensores posturais
— os estatocistos — semelhantes aos encontrados nos demais invertebrados; e

receptores olfativos, auditivos e luminosos.

A uti|izag§o de sensores visuais, olfativos, de temperatura e outros deter-
mina o comportamento dos artrépodes na procura da fonte alimentar, sua rela-
cdo com o hospedeiro e a transmissdo de patégenos. Insetos como mosquitos
e borrachudos utilizam seus sensores visuais para escolher cores onde pousa-
rao e fardo seu repasto sanguineo. O:s tabanideos podem detectar grandes
contornos que contrastam com o céu, a|imentando-se, preFerencia|mente, em
grandes ungulados. Sensores olfativos para o diéxido de carbono, exalado na
respiracio de vertebrados, e para o 4cido latico, molécula comum no suor hu-
mano, podem indicar a existéncia de fontes de alimentacdo. O conhecimento
desses mecanismos de atracdo pode ser utilizado na confeccdo de armadilhas

para esses artrépodes.

O esqueleto rigido dos artrépodes, embora confira ao grupo protecao
mecanica, também limita o seu crescimento: para crescer, o exoesqueleto é
trocado num processo denominado muda ou ecdise; ocorrem de 4 a 7 mudas
do exoesque|eto até o artrépode atingir o estdgio adulto. O exoesque|eto

vazio abandonado recebe O nome CIC exlvia.



Entomologia Médica | 289

Muda ou ecdise: mudanga de exoesqueleto

Exdvia: exoesqueleto vazio abandonado

Apesar de sua grande diversidade, todos os artrépodes
exibem, em comum, as seguintes caracteristicas:

* exoesqueleto quitinoso dividido em placas ou escleritos, unidos
por estruturas membranosas

* simetria bilateral

* corpo segmentado

* apéndices articulados

* aparelho circulatério aberto, com vaso dorsal

* corddo nervoso ventral

* musculatura predominantemente estriada

2.2 Metamorfose

Os artrépodes podem manter a mesma forma ou se transformar duran-
te o seu ciclo de vida. Aqueles que ndo modificam a sua morfologia sdo
denominados ametébolos. Entre os que se transformam, ha os que sofrem
metamorfose parcia| — os hemimetabolos — ou total — os holometabolos. Os
ametébolos e alguns hemimetabolos — como piolhos e hemipteros — vivem
no mesmo ambiente em todas as fases de sua vida, competindo entre si. Os
holometébolos — como borbo|etas, moscas e mosquitos — exp|oram ambientes
distintos nas diferentes fases de seu ciclo de vida e ndo competem entre si. A
ndo competicdo entre os estagios ¢ uma grande vantagem para o grupo dos

holometébolos.

2.3 Taxonomia

Taxonomia ¢ a disciplina cientifica que cuida da ordenagéo das espécies em

grupos com base em caracteristicas comuns. Os grandes grupos taxonémicos
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sdo divididos nos seguintes niveis: reino, filo, classe, ordem, familia,
género ¢ espécie. Esses niveis ainda podem ser subdivididos pela adicdo de

supergrupos e subgrupos.

As espécies tém dois nomes cientificos em latim. Por exemplo, o mosquito
vetor do virus da dengue tem o nome cientifico Aedes aegyptr. Aedes é o
nome do género; aegypti, o nome da espécie. Essa ¢ uma linguagem adotada
por todos os especialistas. Assim, seja qual for o nome vulgar localmente
dado ao mosquito Aedes aegypti, é possivel uma comunicacao correta entre
os estudiosos sobre a espécie em questdo, mencionando-se o seu nome
cientifico. Até o nivel da ordem, ¢ esta a posicdo taxondmica dos artrépodes

de interesse médico:

reino Animalia > sub-reino Bilateria > filo Arthropoda > subfilo Crustacea;

reino Animalia > sub-reino Bilateria > filo Arthropoda > subfilo Chelicerata
> classe Arachnida;

reino Animalia > sub-reino Bilateria > filo Arthropoda > subfilo Myriapoda
> classes Chilopoda e Diplopoda;

reino Animalia > sub-reino Bilateria > filo Arthropoda > subfilo Hexapoda

> classe Insecta.

2.4 Subfilos e classes de artrépodes mais comuns
e de importéncia médica

Dentro do filo Arthropoda, destacam-se o subfilo Crustacea e as classes
Chilopoda, Diplopoda, Arachnida e Insecta entre as espécies de importancia
médica e veterindria; as principais caracteristicas dos subfilos e filos de

artrépodes estio sumarizadas no quadro 1.
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Quadro 1. Classes e subclasses do filo Arthropoda de interesse médico.

borbo|etas,
formigas,
flebétomos)

* diversas modificagdes nos
apéndices

Subfilo Classe Caracteristicas Esquema*
* geralmente possuem apenas
Virias classes cefalotérax e abdome
Crustacea (caranguejos, ° Padres de patas em nimero
camaroes, variado
COPéPOdGS) * dois pares de antenas
* apresentam cabeca e
muitos segmentos corporais
Chilopoda * um par de patas por
segmento corporal
(centopeias,
|acraias) ® um par de antenas
* primeiro par de patas
i modificado em pincas
yriapoda ping
venenosas
° cabega, térax curto,
Dip|opoda abdome segmentado
(pio|ho- * dois pares de patas por
de-cobra segmento corporal
/7
80n80|0) ® um par de antenas
* dois segmentos corporais:
Arachnida cefalotérax e abdome
(aranhas, ® quatro pares de patas
Chelicerata i
escorpioes P
proes, * um par de queliceras
carrapatos,
4caros) ® ndo possuem antena
Insecta )
® possuem cabega, torax e
(mosqwtos, abdome
besouros,
® trés pares de patas
Hexapoda vespas,
mariposas, ® um par de antenas

Fonte: Adaptado de University of Sydney, 2004.
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92.4.1 Subfilo Crustacea

Os crustéceos possuem dois pares de antenas, numerosos pares de patas,
geralmente cinco ou mais, ¢ o corpo dividido em cefalotérax e abdome. Os
representantes dos crustdceos mais conhecidos sdo os camardes, os siris, os caran-
guejos e as |agostas. Nos crustaceos, o cefalotérax é dotado de uma extremidade
serrilhada, chamada rostro. A boca ¢ ventral, com mandibulas, que sdo pecas
mastigadoras. Os principais apéndices articulados estdo ligados ao cefalotérax.
Muitas das patas apresentam apéndices birremes adaptados & natacao. No sis-
tema nervoso, existem ganglios supraesofdgicos que formam o cérebro. A visdo é
dada por olhos compostos, pedunculados e méveis. Pelos distribuidos por todo
0 corpo sio responséveis pelo equilibrio, tato, gosto e olfato. Hé crusticeos
sésseis, como as cracas, que vivem fixos a um substrato. Outros, como o paguro
ou bernardo-eremita, apresentam a porcdo posterior do corpo desprovida de
exoesqueleto e ocupam conchas deixadas por moluscos mortos. Os crustéceos
habitam ecossistemas tanto marinhos quanto de dgua doce, havendo mesmo re-
presentantes que habitam ambiente terrestre imido, como o tatuzinho-de-jardim.
Uma grande popu|agéo de microcrusticeos do ambiente aquético, como os
copépodes e o kiill, forma o zooplancton. Algumas espécies de crusticeos co-

pépodes sdo vetores de helmintos, como ¢ o caso da difilobotriase.

Algumas espécies de copépodes sio vetoras de helmintos.

92.4.2 Subfilo Myriapoda
No subfilo Myriapoda encontram-se as classes Chilopoda e Diplopoda.

* Classe Chilopoda

Os quilépodes, conhecidos vulgarmente por centopeias, lacraias ou esco-
|openc|ras, apresentam corpo a|ongao|o e achatado dorsoventralmente, com

um ndmero variado de segmentos, que podem chegar a 170. Na cabega,
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possuem um par de longas antenas, um par de mandibulas, dois pares de ma-
xilas e um par de forcipulas ou aguilhdo, estrutura inoculadora de veneno. Sao
artrépodes de hébitos predatérios, e alguns géneros — como Scolopendra, que
alcanca 30 cm — alimentam-se de pequenos lagartos, ras, passaros e até de
morcegos. Sdo encontrados principalmente em regides quentes, escondendo-
se durante o dia debaixo de pedras e troncos caidos, sendo ativos & noite,
quando saem em busca de alimento. Algumas espécies desse género podem
inocular potente veneno ou peconha, em cuja composicio entram proteases,
histamina, acetilcolina e serotonina, capazes de causar acidentes pegonhentos
sérios. Acidentes pegonhentos em humanos tém sido re|atao|os, com quao|ro
clinico de febre e reagoes alérgicas fortes. Apesar da dor intensa que podem
causar, raramente sdo fatais. No Brasil, a lacraia mais comum ¢ a 5co/o,oeno’ra

viridicornis, que pode atingir 20 cm de comprimento.

* Classe Diplopoda

Os diplépodes sdo também chamados de piolhos-de-cobra, gongolos e
embuds. Possuem corpo semicilindrico, formado de 25 a 100 segmentos.
Apresentam, na regido cefélica, antenas curtas e olhos simples. De hébitos no-
turnos, habitam lugares escuros e amidos. Sao herbivoros e detritivoros. Como
mecanismo de defesa, esses artrépodes, ao serem tocados, enrodilham-se em
espiral, o que lhes confere uma superficie de maior resisténcia. Entretanto,
apesar de ndo atacarem e ndo inocularem veneno, sdo capazes de liberar fui-
dos irritantes, como as benzoquinonas, que podem fluir dos poros ou serem
ejetados 3 distancia de até 1 metro. Em contato com a pe|e humana, esses
liquidos podem causar sensagao de ardéncia como de uma queimadura leve;
caso o contato com o fluido seja mantido por longo tempo, pode ocasionar
a formacdo de bolhas, vesiculas e ulceracoes. Os raros acidentes humanos
ocorridos tém sido relatados com criangas ou profissionais que coletam esses
artrépodes para fins de pesquisa, sem tomar as devidas precaucdes, como o

uso de luvas e pingas, ou seja, uso de equipamentos de protecao individual
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(EPIs) adequados. Um caso registrado nos arquivos médicos ¢ de lesdo da
mucosa ocular que progrediu para conjuntivite e u|ceragéo da cérnea, levando
o individuo & cegueira em 7 dias. A espécie de diplépode mais importante

no Brasil é Rhinocricus padbergi.

9.4.3 Subfilo Chelicerata

¢ Classe Arachnida

A classe Arachnida engloba as aranhas, os escorpides, os 4caros e os
carrapatos. Assim como os crusticeos, os aracnideos apresentam o corpo
dividido em duas partes: cefalotérax e abdome. Quando adultos, possuem
quatro pares de patas, poo|enc|o ter apenas trés nas fases imaturas. Nao
possuem antenas. A grande maioria tem hébitos terrestres, sendo parasitos,
predadores ou hematéfagos. Dessa forma, estdo relacionados com a transmissao
de patégenos para o homem e os animais. O sistema circulatério é aberto, e o
sangue contém hemocianina. A respiracao ¢ traqueal, Gnico sistema presente em
aracnideos pequenos; nos escorpides e em muitas aranhas, existe uma abertura
ventral no abdome que se comunica com os pulmdes folidceos. A estrutura
interna desses 4rgaos assemelha-se a um livio com as folhas entreabertas, cujas
|aminas delgadas sdo vascularizadas e permitem a ocorréncia de trocas gasosas
entre o sangue e o ar. Esse tipo especial de respiracao pulmonar ¢ chamado de
respiragao filotraqueal. A excregao ¢ realizada por meio dos tibulos de Malpighi
e, em aracnideos maiores, pelas glandulas coxais, localizadas no cefalotérax.
O produto mais importante da excrecao nitrogenada, nesses animais, ¢ a
guanina. As aranhas possuem sexos separados, e frequentemente os machos
s30 menores do que as fémeas. A importancia médica dos aracnideos est4
no fato de algumas espécies causarem acidentes sérios por picada venenosa,
como ¢ o caso das aranhas e escorpides, serem vetores de doencas humanas
e veterinrias, como ¢ o caso dos carrapatos, e também por causarem alergia,

como os 4caros do pbé doméstico.
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As aranhas possuem o cefalotérax unido ao abdome por um pediculo.
Na regido anterior do cefalotérax, encontram-se oito olhos simp|es e alguns
apéndices articulados. As queh’ceras sdo estruturas adaptadas para a captura
do alimento, e sua extremidade tem forma de garra, dotada de um orificio no
qual se abre a glandula do veneno. Os pedipalpos sdo apéndices dteis na
trituracao dos alimentos. Os machos usam os pedipalpos para a deposigéo
dos espermatozoides. Muitas aranhas, ao inocularem o veneno na presa,
inoculam também enzimas digestivas, que realizam digestdo extracorporal, ou
seja, os tecidos da presa sdo parcialmente digeridos por essas enzimas antes
da sua ingestao pe|a aranha. Apés certo tempo, essas aranhas simp|esmente
sugam os tecidos do animal morto, j4 liquefeitos e parcia|mente digeridos. Na
porcao posterior do abdome, abrem-se as fiandeiras, estruturas responséveis
pela confeccdo das teias. As teias servem de abrigo, protecio, local de aca-
salamento e armadilha para a captura de insetos e de outros animais, que sdo
a sua principal fonte alimentar. A seda da teia se solidifica em contato com
o ar. Os acidentes decorrentes de picadas de espécies pegonhentas estdao
relacionados aos géneros Latrodectus, ou vilva-negra, Loxosceles, ou aranha-

marrom, LyCOSd Sp, ou aranha-de-grama, (4 Pﬁoneutr/'a Sp, ou armadeira.

Os escorpides sdo os mais primitivos de todos os artrépodes terrestres
atuais. Habitam regies quentes e secas, escondendo-se durante o dia em vé-
rios locais protegidos, saindo & noite para capturar suas presas, principalmente
insetos e aranhas, capturados com seus pedipalpos e mortos com o ferrdo.
A Fecundagéo dos escorpides ¢ interna e, em muitas espécies, o desenvol-
vimento dos ovos também ¢, ou seja, ocorre dentro do sistema reprodutor
feminino. Apresentam o corpo alongado, dividido em cefalotérax e abdome.
No cefalotérax, hd um par de queliceras, um par de pedipalpos bastante
desenvolvidos que termina em forma de pingas, semelhantes as pincas dos
caranguejos, e quatro pares de patas. O abdome ¢ formado por duas regides
distintas: uma porcao anterior larga e achatada, constituida por sete segmen-
tos, denominado pré-abdome, e uma porcao posterior, cilindrica e estreita,

formada por cinco segmentos, denominada pés-abdome. O ltimo segmento
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do pés-abdome recebe o nome de té|son, e sua extremidade distal termina
em um ferrdo (actleo, aguilhdo), em cuja porcao arrendada estdo localizadas
as glandulas de veneno. O género Tityus abriga as espécies mais perigosas no
Brasil, sendo o Tityus serrulatus a espécie responsével por acidentes de maior

gravidade e considerada a espécies mais venenosa da América do Sul.

Télson: dltimo segmento do abdome; em sua extremidade distal h4 um
ferrao onde desemboca a glandula de veneno.

Os acaros e carrapatos apresentam cefalotérax e abdome fundidos, o
que lhes dé ao corpo o aspecto de um segmento (nico. Os carrapatos sao
hematéfagos. Existem espécies zoofilicas, antropofilicas e ecléticas. Algumas
espécies de carrapatos sao importantes vetores de doengas para o homem e os
animais, como encefalites e viroses, febres recorrentes, doenga de Lyme, febre
maculosa, babesiose e tularemia. A acao deletéria que os carrapatos exercem
sobre seus hospedeiros pode ser de diferentes tipos. Quando extraem um
grande volume de sangue, ou ha um alto nivel de infestacdo, pode-se dizer que
¢ uma acdo espoliativa. Caso desencadeiem uma reacdo alérgica ou irritante no
hospedeiro, causada pelo contato com as substancias contidas em sua saliva,
dizemos que ocorreu uma acdo toxica. Caso estejam infectados com algum
agente patogénico, como virus, bactérias ou protozodrios, que possam ser
transmitidos ao hospedeiro durante o repasto sanguineo, dizemos que houve

uma acdo patogeénica.

Os 4caros podem ser predadores, fitéfagos, detritifagos e importantes
ectoparasitas humanos, como o Demodex folliculorum, que habita o foliculo
piloso humano e determina o aparecimento dos chamados cravos da face,
ou aqueles causadores de alergias e encontrados no pé doméstico, como
os 4caros do género Dermatophagoides. QOutro écaro, o Sarcoptes scabiei,
¢ o agente causador da sarna humana. Suas fémeas penetram na pele, por
onde caminham, fazendo tineis epidérmicos nos quais deixam seus ovos. A

infestagéo da pele causa intensa coceira e costuma ser acompanhada por in-
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feccdes bacterianas associadas. Essas espécies serdo vistas com mais detalhes

nas préximas segoes.

92.4.4 Subfilo Hexapoda

¢ Classe Insecta

O grande sucesso dos insetos deve-se em parte ao seu exoesque|eto, que
lhes confere uma mistura de flexibilidade e Forga, permitindo que o inseto tenha
liberdade de movimento e, a0 mesmo tempo, ndo perca em defesa e protecao.
O exoesque|eto ¢ constituido de cuticula, a membrana mais externa, epiderme
e membrana basal. A cuticula é uma camada relativamente fina de material
ndo celular que delimita a superficie externa do corpo, de estrutura flexivel
e eléstica. Imediatamente apés ser formada, ¢ branca, podendo permanecer
dessa cor em muitas formas jovens. Na maioria dos ao|u|tos, a cuticula passa
por um processo quimico que resulta no seu endurecimento e escurecimento,
processo denominado esc|erotizagéo. A cuticula possui uma camada de cera
e ¢ formada por quitina — um polissacarideo nitrogenado insoltvel na dgua —,
4lcool, élcalis e acidos diluidos, ou pelos sucos digestivos de outros animais.
A Fungéo da cuticula ¢ evitar a perda de 4gua, prevenir a predagéo e prover
camuflagem. O exoesqueleto é responsével pela cor, que provém de pigmentos

oriundos de plantas e do metabolismo.

Exoesqueleto: cuticula de revestimento dos atrépodes formada por
proteina e quitina.

Quitina: polissacarideo nitrogenado (CusOsN) insoldvel na dgua.

Os primeiros insetos viveram ha mais de 300 milhdes de anos. Os insetos

estdao presentes em todos os ecossistemas do p|aneta: NOs OCeanos e ros,
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nas florestas e desertos, e até na neve. Atualmente existem mais de 1 milhdo
de espécies catalogadas. Novas espécies, desconhecidas para a ciéncia, sdo
descritas diariamente. Os insetos sdo responséveis pela po|inizag§o de mais de
70% de todas as plantas com flores. Sua importancia médica esté relacionada
3 transmissdo de doencas como a maléria, a dengue, a febre amarela e a
doenga de Chagas, entre outras. A estocagem de alimentos e a produtividade
agricola sofrem grandes perdas pela acao destruidora de muitas espécies de
insetos, que podem devorar lavouras inteiras, como os gafanhotos, ou transmitir

doencas para as plantacdes.

Os insetos sdo animais invertebrados, com exoesqueleto quitinoso e trés
pares de patas. O corpo ¢ dividido em trés partes: cabega, térax e abdome.
Nessas duas Gltimas partes, pode-se notar uma segmentacao mais evidente.
Na cabega, encontram-se um par de antenas e um par de olhos compostos,
nos quais a imagem se forma em mosaico. Junto da boca, estdo as pecgas, ou
aparelhos bucais especializados. As antenas sdo apéndices méveis que podem

funcionar como érgaos olfativo, auditivo, gustativo e tatil.

No torax, estdo as patas e asas (quando presentes). Em a|gumas espécies,
existem halteres ou balancins, cuja funcdo ¢ o equilibrio e a direcdo do voo.
Os insetos desprovidos de asas, como a traga-dos-hvros, sdo denominados
4pteros; os que possuem um par de asas sdo os dipteros; os que dispdem de
dois pares de asas sdo chamados tetrdpteros. As asas podem ser agrupadas
nos seguintes tipos: membranosas, tégminas, élitros e hemiélitros. As asas dos
besouros tém o par anterior espesso, formando uma carapacga protetora, e
s3o chamadas élitros. Alguns insetos, como as formigas e os cupins, tém asas
apenas nos seus estagios sexualmente ativos, enquanto os demais membros da

sociedade (soldados, operérias) ndo possuem asas.

Os insetos apresentam fecundagéo interna, e as fémeas sdo oviparas, de-
positando os ovos, para se desenvolverem, fora do corpo. Formas especiais de
reproducdo, como a partenogénese, a pedogénese, e a poliembrionia, também

sdo observadas.
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A excrecdo dos insetos, cujo principal residuo metabdlico ¢ o 4cido drico,
¢ feita pelos tabulos de Malpighi. O sistema nervoso é ganglionar, com um
ganglio cerebroide bem desenvolvido e um corddo nervoso ventral. Orgéos
auditivos estdo presentes, como o érgdo timpanico, localizado no térax ou
no abdome. Machos de mosquitos pertencentes & familia Culicidae possuem

receptores de som, chamados 6rgaos de Johnston, nas antenas.

Todo inseto tem:
* exoesqueleto quitinoso
® trés pares de patas
® pecas bucais externas, ou ectognatas
* de cinco a doze segmentos abdominais

a) Posicao taxondmica

Os insetos pertencem a classe Insecta. As ordens Diptera, Hemiptera,
Anop|ura, Siphonaptera e Homoptera, que serao detalhadas nas proximas
secoes, sao de interesse médico; as ordens Lepidoptera e Coleoptera tém

certo interesse médico, pois podem causar envenenamento se ingeridas.

b) Morfologia externa dos insetos

O conhecimento da morfologia ¢ importante, pois ela se relaciona com
a Fungéo, ou seja, tipos de alimento, parceiros e habitat, que, por sua vez,
guardam relacdo com a epidemiologia das doencas. As asas e a fungdo do
voo, por exemplo, ddo aos mosquitos e as moscas capacidade de procurar
hospedeiros de forma mais efetiva que os piolhos. A procura de abrigo
dentro do domicilio humano também facilita a proximidade com o homem.
A coevo|ugéo entre o tipo de aparelho bucal ¢ o tipo de a|imentagéo dos
diferentes insetos hematéfagos com ciclos de parasitos causadores de doengas

no homem determina uma interacao especifica na qual, muitas vezes, apenas
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uma espécie de inseto funciona como vetor de determinado parasito. Exem-
plos dessa interacdo sdo os ciclos da leishmaniose tegumentar e da maléria.
Os flebdtomos tém a probéscide curta, cortam os tecidos, permitindo o
extravasamento do sangue para uma pequena lesdo sob a pele, da qual sugam
diretamente o sangue. Como as formas infectantes da leishmania ficam situadas
nas bordas da lesdo, a leishmania é ingerida junto com o sangue e fragmentos
do tecido dilacerado. Os mosquitos, por sua vez, tém probéscide longa
que permite a eles ingerir sangue como através de uma agulha de seringa. O
plasmédio da maléria corre livre pelas veias do hospedeiro e é sugado pelo
mosquito. Essas adaptagées morfolégicas ao longo da evo|ugéo propiciaram o
desenvolvimento da re|agéo parasito—hospedeiro e dos ciclos de transmissao

nos estagios que atualmente observamos.

Figura 1. Esquema de um inseto apresentando a morfologia externa e a interna:
A) Cabeca: antena (1), ocelo inferior (2), ocelo superior (3), olho composto
(4), cérebro e ganglios cerebrais (5), ganglio subesofégico (31) e pecas bucais

(32); B) Térax: protérax (6), artéria dorsal (7), tubos traqueais e espirdculos (8),
mesotérax (9), metatérax (10), primeiro par de asas (11), segundo par de asas
(192), tarsémero (21), garras tarsais (22), tarso (23), tibia (24), fémur (25),

trocanter (26), intestino anterior (estomodeo) (27), ganglios toracicos (28), coxa
(29) e glandula salivar (30); €) Abdome: intestino médio (meséntero) (13),
coragdo (14), ovério (15), intestino posterior (proctodeo) (16), anus (17),

vagina (18), ganglios abdominais (19) e tibulos de Malpighi (20).

llustracdo: Adaptada de Jaworski, 2008.
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As estruturas que fazem parte do aparato bucal dos insetos sdo o |ébio,
o labro, um par de palpos labiais, um par de palpos maxilares e o clipeo.
As pecas do aparato bucal sdo modificadas em cada grupo de insetos, de-
pendendo dos hébitos alimentares. Assim, de acordo com esses habitos, o

aparelho bucal pode ser sugador, mastigador, triturador e lambedor.

Tipos de aparato bucal
dos insetos

° sugador

* mastigador

® triturador

|ambedor

De acordo com o grupo de insetos, as antenas possuem diferentes forma-
tos e tém Fungées variadas, como olfativas e aclsticas. Com as antenas, os
insetos podem encontrar alimentos, hospedeiros e parceiros sexuais, podem
se comunicar e evitar a predagéo, através de feromdnios, que sao substancias

quimicas liberadas e captadas pelos sensores contidos nas antenas.

O térax ¢ dividido em trés segmentos: protérax, mesotérax e metatdrax.
Cada segmento tem um par de patas e, nos insetos a|ac|os, um ou dois pares
de asas: um no mesotérax, outro no metatdrax. Cada segmento toracico con-
siste em placas endurecidas, ou escleritos. Os escleritos dorsais sdo chamados
notos, os laterais sdo chamados p|eura e os ventrais, esternos. O1° segmento
do protérax ¢ o pronoto. O pronoto é o esclerito dorsal do protérax, que

pode estar modificado em vérias ordens.

As patas anteriores estdo inseridas no protérax, as patas médias, no me-
sotérax e as posteriores, no metatérax. Cada pata tem seis partes principais,
listadas, do corpo & porgao distal, como coxa, trocanter, fémur, tibia, tarso
e garras. O fémur e a tibia podem ser modificados com espinhos. Como o
aparelho bucal e as antenas, as patas dos insetos sdo modificadas para Fungées

diferentes, dependendo do ambiente e do estilo de vida.
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Térax dos insetos
* as insercoes de asas e pernas ocorrem no térax
* as divisdes do térax sdo protdrax, mesotdrax e metatdrax

* o térax apresenta aberturas para trocas gasosas

Patas dos insetos
® anteriores
* médias
® posteriores

O:s tipos de pata sdo importantes para caracterizar os hébitos
do inseto:

* saltatérias — saltam

® raptoras — captura de presas

® cursoriais — correm

* natatérias — nadam

® gressoriais — andam

® [ossoriais — escavam

As patas tém seis segmentos:
® coxa
® trocanter
* femur
* tibia
® tarso
® garras

Os insetos tém muitos tipos de asas; num mesmo espécime pode até
mesmo coexistir mais de um tipo de asa. As veias da asa sdo um caréter
taxonomico importante na caracterizagao dos géneros e espécies. Na maioria
dos insetos, a presenca de escleritos axilares permite que as asas se dobrem

sobre o inseto. |sso possibilita aos insetos caberem em espacos menores.
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c) Abdome

O abdome contém a maioria dos 6rgaos vitais e pode apresentar até doze
segmentos. Os segmentos abdominais dorsais sdo denominados tergo; os ven-
trais, esterno. Aberturas chamadas espiraculos para trocas de gases podem ser
encontradas no tecido conjuntivo entre o tergo e os esternos. As estruturas
reprodutivas dos machos — incluindo o edeago, ou pénis, e frequentemente
um par de c|aspetes — estdo situadas no 9° segmento; as estruturas reproduti-
vas das fémeas estdo localizadas nos 8° e 9° segmentos abdominais. O dltimo

segmento pode trazer apéndices, que sdo chamados cercos.

Figura 2. Alguns himenépteros possuem cercos modificados que
permitem a eles perfurar certas superficies para a oviposicao.

||ustrag§o: Reproduzida de University of Minnesota, s.d.

d) Morfologia interna dos insetos

Como mencionado anteriormente, os insetos possuem simetria bilateral.
O corpo, geralmente alongado, ¢ segmentado e dividido em cabega, térax e
abdome. A percepcdo sensorial, a integracdo neural e a ingestdo de comida
sdo funcdes localizadas na cabeca. Alguns érgdos com funcdes digestivas,
respiratérias e circulatérias, incluindo o coragao, estdo localizados no térax. No
abdome, estdo localizados outros 6rgaos dos sistemas digestivo, respiratério

e circulatério, além dos sistemas excretor e reprodutor.
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Todos os masculos dos insetos, inclusive os do tubo digestivo e do
Coracao, sao de tipo estriado esque|ético. Para mover antenas, patas, asas
e outros apéndices, geralmente hd misculos flexores e pares antagénicos de

masculos. A hemolinfa e a elasticidade da cuticula colaboram nos movimentos.

O tamanho reduzido dos insetos combinado com a quantidade de
mésculos permitem movimentos como andar, saltar e voar grandes distancias,
carregar pesos, localizar parceiros e alimentos, e nadar. A agilidade conferida
pelo sistema muscular dé aos insetos precisio de movimentos, o que lhes

permite escapar de agressdes do hospedeiro e de predadores.

O sistema nervoso dos insetos consiste em um cérebro, localizado na
cabega, e em um corddo nervoso, localizado ventralmente, com génglios em

cada segmento, que podem estar fundidos ou ndo.

Muitos érgaos dos insetos produzem horménios, a maioria com funcdo de
controle nos processos reprodutivos e de metamorfose e muda. As células
neurossecretoras segregam um ou mais horménios com papel no crescimento,
metamorfose e reprodugéo. O corpora allata produz horménio juvenil cuja Fungéo
¢ a de inibir a metamorfose; esse horménio esté envolvido na vitelogénese, na
fungéo das glandulas reprodutivas acessérias, na produgéo de feroménio e no
comportamento sexual. O corpora cardliaca proo|uz um hormdnio importante
na diferenciacdo de ovarios e glandulas reprodutivas acessérias, e também na
oogénese. A glandula protorécica estéd envolvida na producdo de ecdisona,

que é o hormdnio responsével pela muda na metamorfose.

Grande niimero de espécies de insetos vive parte ou a totalidade de sua
vida na 4gua — nas estratégias de controle da populagdo desses insetos.

O sistema circulatério dos insetos é formado por um nico vaso, que se
localiza na parte dorsal, da cabeca até a porgdo posterior do abdome, e por
onde flui a hemolinfa. O coragao pulsa de maneira peristéltica, empurrando o

sangue o|a cabega para o abdome.
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Os crustaceos e os aracnideos empregam a hemolinfa como veiculo de
distribuicdo de oxigénio e gas carbbnico — gases respiratérios —, usando o
pigmento respiratério hemocianina, semelhante & hemoglobina dos anelideos e
dos vertebrados. A distribuigéo dos gases respiratérios em insetos, quilépodes
e diplépodes se dé por um sistema de canais, chamados traqueias, pois sua

hemolinfa ndo possui pigmentos respiratérios.

A respiragao do inseto ¢ realizada sem pulmées, por meio de um sistema
de tubos e de sacos internos que se difundem ou sdo bombeados ativamen-
te, entregando o oxigénio diretamente aos tecidos. O oxigénio entra no cor-
po dos insetos através de espirdculos e, em seguida, passa pelas traqueias e
traquéolas, até atingir os tecidos. O diéxido de carbono faz a rota contréria.
A troca gasosa se da por difusdo simples. Os espirdculos — de um a dez
pares de pequenas aberturas no exoesque|eto — localizam-se na parte lateral
do corpo, indo do mesotérax, passando pelo metatérax, e alcancando os
primeiros sete ou oito segmentos abdominais. Alguns insetos podem fechar

seus espirdculos.

Os insetos tém um sistema digestivo completo, com um tubo que vai da
boca ao anus. O sistema excretor consiste nos tibulos de Malpighi, para a
remocao dos dejetos nitrogenados, e no intestino posterior, para a regu|agéo
osmética de 4dgua e sais. O canal alimentar esté dividido em trés regides:
estomodeu, meséntero e proctodeu. Alguns insetos produzem fluidos digesti-
vos, secretados pelas glandulas salivares, para comecar a digestdo. Mediante
movimentos peristalticos, a faringe leva a comida para o papo, onde ela ¢
estocada. O proventriculo pode ser provido de dentes que ajudam a reduzir
as particulas de comida — ¢ possivel que ocorra absorcio de comida nessa
regido. O meséntero, que produz e secreta enzimas digestivas, absorvendo os
produtos da digestdo, possui células epiteliais com ou sem cuticula presente.
Esses tecidos sdo delicados e protegidos pela membrana peritréfica, que evita
o contato direto com a comida. A maioria das atividades enzimaticas e de

absorgéo ocorre nessa regido. Na regido do proctodeu, situam-se os tdbulos
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de Malpighi, que diferem dos nefridios por nao |angarem residuos metabdlicos
diretamente no exterior, e sim no interior do intestino.
Membrana peritréfica: composta de quitina e proteina, essa membrana
reveste o epitélio do intestino médio. Ao separar o alimento do epitélio,
ela o protege da acao de microrganismos ingeridos com o alimento e da
abrasdo, além de promover a compartimenta|izag§o das enzimas digestivas,

aumentando a eficiéncia da digestdo. E de grande importancia no ciclo de
vida de diversos parasitos.

Glandulas salivares: sdo de grande importéncia no ciclo de vida dos insetos
e na transmissdo de parasitos, como os da maléria, as leishmanias e alguns
tipos de tripanossomas.

A reprodugéo da maioria dos insetos ¢ interna, sexuada e dioica, ou
seja, individuos machos e fémeas combinam material genético. Contudo,
pode haver insetos que se reproduzem por partenogénese, quando hé
apenas fémeas, e hermafroditas, com ambos os sexos no mesmo individuo.
As génadas gera|mente estdo localizadas na parte posterior do abdome. As
fémeas possuem uma estrutura acoplada ao ovério chamada espermateca, com
Fungéo de estocagem de esperma. Nos machos, os vasos deferentes sdo dutos
que se unem e desembocam no tubo ejaculatério. Os sistemas masculino e

feminino possuem glandulas acessérias.

E grande a variagdo nos sistemas reprodutivos dos insetos. Essa variagdo
determina a taxonomia das espécies. Espécies estreitamente relacionadas sdo
muitas vezes isoladas geneticamente por pequenas variagoes na morfologia
dos 6rgdos reprodutivos que profbem o acasalamento interespecifico. A
maioria dos insetos é ovipara, mas os insetos também podem ser ovoviviparos
ou viviparos. A chegada ao estégio adulto, ou imago, dé-se depois de uma
ou mais metamorfoses. No imago, estdo presentes todos os 6rgdos que

caracterizam um adulto da espécie.
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Quadro 2. Morfologia interna de um inseto.

Sistema Esquema
coratey tubmolagid, "
] s ]
Nervoso

Circulatério

STy, ST 5,

_!" TET LArLa an g "'*'ir"'{# ¥
g#"‘g,: ﬂ’" JQWQ'H‘

tragudias

Respiratério

Digestivo

Reprodutor

||ustrag§o: Adaptada de University of Minnesota, s.d.
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3. Principais ordens de insetos de interesse médico

As ordens da classe Insecta de interesse médico relacionadas a doengas
humanas, ou antroponoses, e a doengas humanas e de animais, ou antropozoo-
noses, sao Diptera, Hemiptera ¢ Anoplura. Na ordem Diptera, serdo vistas as

familias Culicidae, Psychodidae, Simulidae e Ceratopogonidae.

Antroponoses: doencas humanas
Antropozoonoses: doencas humanas e de animais

3.1 Ordem Diptera

A ordem Diptera se sobrepde em importancia médica e veterinria a todas
as outras ordens de insetos, uma vez que grande nimero de espécies esté
implicado na veiculagio de doencas. Os dipteros tém como caracteristica um
par de asas, de onde advém o nome Diptera, e o segundo par transformado em
balancins (halteres), 6rgao que dé equilibrio ao voo. Dentro dessa ordem existem
também espécies sem asas. Os dipteros sdo holometébolos, ou seja, sofrem
metamorfose comp|eta durante o seu desenvolvimento. Na ordem Diptera,
subordem Nematocera, encontram-se trés familias — Culicidae, Psychodidae
e Ceratopogonidae — e a subordem Brachycera (Muscomorpha), que sdo
de interesse médico e serdo descritas a seguir. As espécies hematéfagas sdo
vetores bioldgicos de diversos parasitos. As moscas sapréfagas e copréfagas
s3o vetores mecanicos de diversos agentes etioldgicos de doengas — bactérias,
virus, fungos, cistos e oocistos de protozodrios, larvas e ovos de helmintos.
Muitos dipteros frequentam habitagées humanas, hospitais, restaurantes, feiras

livres, lixdes, dentre outros biétopos.

Diptera, do grego
di = dois + ptera = asas
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3.1.1 Familia Culicidae

Pertencem & familia Culicidae insetos vulgarmente conhecidos como
mosquitos, carapanas, muricocas ou pernilongos. Sdo dipteros nematé-
ceros, de corpo delgado e porte pequeno, possuindo, como os demais
membros da ordem Diptera, um par de asas e um par de halteres. Os
culicideos diferem dos outros dipteros pela presenca de escamas nas veias
alares. Nao possuem ocelos. Sdo insetos holometébolos, cujas formas
imaturas habitam diferentes co|egées hidricas, dependendo da espécie.
Apresentam acentuado dimorfismo sexual, sendo os machos menores do
que as fémeas e com as antenas plumosas. As fémeas sdo, em sua maioria,
hematéfagas, alimentando-se do sangue de vertebrados para o desenvolvi-
mento de seus ovos. Tal comportamento alimentar resulta na transmissdo de
diversas doengas ao homem e aos animais. Os patégenos que estiverem no
sangue ingerido poderéo se mu|tip|icar e infectar os 6rgaos e as glandulas
salivares das fémeas, sendo transmitidos a outros vertebrados em um préxi-
mo repasto sanguineo. Essa caracteristica tem feito aumentar o nimero de
pesquisas sobre a familia. Encontrados em praticamente todos os continen-
tes, com cerca de 3.500 espécies formalmente descritas, distribuidas em
44 géneros e 145 subgéneros, os culicideos possuem grande capacidade
vetorial, veiculando diversos agentes patogénicos. A regido neotropical
detém 27% das espécies, sendo a regido de maior endemicidade dos
culicideos e de onde provavelmente se originou essa familia de dipteros,

no inicio do Cretéceo.

a) Taxonomia

Os culicideos estao divididos em duas subfamilias: Culicinae e Anophe-
linae; essas, por sua vez se subdividem em 11 tribos: Aedeomyiini, Aedi-
ni, Culicini, Culisetini, Ficalbiini, Hodgesiini, Mansoniini, Orthopodomyiini,
Sabethini, Toxorhynchitini e Uranotaeniini. Até a década de 1990, a tribo

Toxorhynchitini era considerada uma subfamilia dentro dos culicideos (subfa-
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milia Taxorhynchitinae). Estudos sisteméticos e filogenéticos atuais situam esse
taxon como tribo dentro da subfamilia Culicinae. Nessa tribo, encontram-se as

espécies sem interesse médico, pois as fémeas ndo sdo hematéfagas.

Para identificarmos certas espécies de culicideos, as ferramentas da
taxonomia morfoldégica cléssica ndo satisfazem plenamente a correta
classificacio dos espécimes. Essa identificacdo muitas vezes exige o uso
de métodos da sistemética integrada, que utiliza técnicas da citologia, da
bioquimica e da biologia molecular — como a citotaxonomia, PCR e RAPD-
PCR de regides do DNA, a anélise isoenzimética e de hidrocarbonetos de
cuticula. A sistemética integrada usa, ainda, técnicas de estudos morfolégicos
tradicionais, empregando programas estatisticos e filogenéticos para separar

e permitir um melhor conhecimento das espécies.

As técnicas da sistemética integrada sdo imprescindiveis no estudo de com-
plexos de espécies cripticas, que sdo morfologicamente idénticas, porém nao
trocam material genético. Nesses complexos de espécies, as diFerengas geral-
mente ndo estdo restritas & morfologia, podendo haver variagdes em aspectos
bio|égicos e/ou moleculares. Estudar o comportamento e a morFo|ogia dessas
espécies ¢ essencial para entender as relacdes entre os vetores e seus patd-
genos. Espécies cripticas de anofelinos tém caracteristicas comportamentais

importantes, por exemplo, na epidemiologia da malaria.

As espécies mais importantes, por serem vetores e pragas, pertencem aos
géneros Anopheles, Culex, Aedes, Psorophora, Mansonia, Haemagogus e
Sabethes. Além de transmitirem a malaria, algumas espécies de Anopheles sao
vetores de filarioses — Wuchereria bancrofti, Brugia ma/ayi e Brugia timori — e
de algumas arboviroses. Determinadas espécies de Culex transmitem a filaria
Wichereria bancrofti e uma variedade de arboviroses. As espécies de Aedes
sdo vetores importantes de febre amarela, de dengue, do virus do Nilo Oci-
dental e de muitas outras arboviroses. Em certas reas, sdo igua|mente vetores
das filérias Wiuchereria bancrofti e Brugia malayi. As espécies de Mansonia

transmitem a|gumas arboviroses, Brugia ma/ayi e, as vezes, Wuchereria bancrofti.
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Os mosquitos fHaemagogus e Sabethes sio vetores da febre amarela e de
outras arboviroses nas Américas do Sul e Central. O género Psorophora sao
pragas das Américas do Sul e do Norte, cujos individuos, ao atacarem em alta
densidade, tém picada muito incémoda, além de transmitirem alguns arbovirus.
Muitas espécies de mosquitos, mesmo ndo sendo vetores de doencas, podem

ser incdmodas pela picada.

b) Caracteristicas gerais

Como a maioria dos insetos, os culicideos apresentam o corpo dividido em
cabega, térax e abdome, sendo essa divisdo observada tanto nas formas adul-
tas quanto nas formas larvais. Nas pupas, porém, podemos definir outro tipo
de divisdo, que consiste em cefalotérax (cabega fundida ao térax) e abdome.
O tamanho dos adultos est4 em torno de 0,5 cm, sendo os machos gera|men-
te menores que as fémeas. Os culicideos sdo insetos holometabdlicos, ou seja,
tém metamorfose comp|eta desde o ovo até a fase adulta a|ao|a, passando por

quatro estadios de larva e uma fase de pupa livre.

Figura 3. Aspecto da morfologia externa de um culicidio adulto fémea: A)
cabeca, térax e abdome, vista lateral; B) cibario; C) escudo e escutelo, vista
dorsal; D) cabega, vista dorsal; E) abdome, vista dorsal; F) asa, vista lateral.

||ustrag§o: Tereza Fernandes da Silva Nascimento, reproduzida de Consoli e Lourengo—de—Ohveira e Silva, 1987.
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Figura 4. Ciclo biolégico dos mosquitos.

llustracdo: Reproduzida de Forattini, 197 3.

As [émeas depositam seus ovos diretamente na dgua, nas bordas dos cria-
douros ou em substratos tmidos flutuando na dgua, em diferentes tipos de
criadouros, dependendo da espécie. A escolha do local para a oviposicao
¢ responsével pela distribuigéo da espécie na natureza e nos diferentes tipos
de locais de reprodugéo. Fatores fisicos, bioldgicos e quimicos influenciam
a escolha dos criadouros. Dentre os fatores fisicos, estdo a luminosidade, o
comprimento de onda da luz refletida no criadouro, a temperatura. Dentre os
fatores bioldgicos, estdo a presenca ou auséncia de vegetais e microrganismos.
Ja dentre os fatores quimicos, estdo a presenca de subprodutos de vegetais
e microrganismos, oxigénio dissolvido e a salinidade. As fases imaturas se
desenvolvem no meio aquético. O aparelho reprodutor da fémea ¢ formado
por um par de ovérios situados na porcao posterior do abdome, os quais
estdo repletos de ovariolos. Esses ovérios se conectam, através de ovidutos
|laterais, a um oviduto principal, que desemboca na camara genital ou vagina.
As espermatecas, que variam de uma a trés, sdo quitinizadas e se abrem na

vagina. O aparelho genital feminino também pode apresentar uma glandula
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acesséria e uma bursa copulatéria, ou vagina. O aparelho reprodutor do
macho é composto por um par de testiculos a|ongados, localizados dorsoven-
tralmente na altura dos 5° e 6° segmentos abdominais. Cada testiculo possui
um vaso eferente, que desemboca em um ducto deferente, e duas vesiculas
seminais fundidas ao vaso deferente, podendo possuir ainda duas glandulas
acessérias ladeando essas vesiculas. A genitélia masculina ou érgdo copulador
dos culicideos sofre uma rotacio de 180° no decorrer do primeiro dia ou
mesmo nos dois primeiros dias de emergéncia do adulto, e as estruturas que
eram ventrais passam a ser dorsais e vice-versa. Esse processo é chamado de
inversdo. O acasalamento s6 pode ser iniciado apés a total rotacdo da geni-
télia do macho. Curiosamente, os primeiros individuos a emergir das pupas em
um criadouro sdo os machos. Isso dé a eles tempo para que sua genitélia esteja

apta a realizar o processo de cépula quando as fémeas emergem.

Quanto ao acasalamento, os mosquitos podem ser divididos em dois
grupos: espécies estenogamicas e eurigdmicas. As espécies estenogamicas se
acasalam em pequenos espacos, durante o voo ou pousadas sobre uma superfi-
cie. As espécies eurigdmicas precisam formar enxames, os quais, por sua vez, s3o
dependentes de maiores espacos e de condigées fisicas e biolégicas especiais,
como intensidade luminosa, presenca de referenciais e correntes de ar. Existem
espécies facultativas que, embora estenogdmicas, como Aedles aegypti e Culex
quinquefasciatus, j& foram encontradas participando de enxames na natureza.
O acasalamento nos mosquitos gera|mente ocorre antes do primeiro repasto
sanguineo da fémea, mas também pode ocorrer depois. Apds a cépula, os es-
permatozoides sdo armazenados na espermateca das fémeas e vao gradativamente
fecundando os ovos durante o processo de postura. Isso pode ocorrer vaérias
vezes, com apenas uma copula. Verificou-se, por exemplo, em Aedes Auviatils,
até quinze desovas fertilizadas por espermatozoides provenientes de uma Gnica
cépula. Entretanto, isso ndo significa que a fémea sé copule uma vez; ela pode

mesmo ser inseminada por varios machos em um voo nupcial.

Tanto os machos quanto as fémeas necessitam de uma fonte de a|imentagéo

rica em carboidratos, a qua|, de maneira gera|, provém de seivas de p|antas,
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frutos e flores. O actimulo de glicogénio e triglicerideos determina o potencia|
de atividade e longevidade desses insetos. Sé as fémeas sdo hematéfagas,
pois da a|imentagéo sanguinea depende o desenvolvimento de seus ovos. No
entanto, os mosquitos da tribbo Toxorhynchytini constituem excecdo a essa
regra, uma vez que as fémeas ndo sdo hematdfagas. Da hematofagia decorre a
importancia médica e econdmica dos culicideos. Hé necessidade de proteinas
e de pelo menos dez aminoécidos, como arginina, isoleucina, leucina, lisina,
fenilalanina, treonina, triptoFano, valina, histidina e metionina na dieta da fémea

Para que ocorra uma pI‘OdUgéO norma| o|e OVOos.

Eurigamicas: do grego

eurys, eureia, eury = largo + gdmos = casamento

Estenogamicas:, do grego

stends = estreito + gdmos = casamento

* Subfamilia Anophelinae

Pertencem a essa subfamilia os insetos transmissores da maléria, conhecidos

vulgarmente por fininho ou agulhinha.

a) Taxonomia

O género Anopheles compreende seis subgéneros: Nyssorhynchus,
Kerteszia, Stethomyia, Lophopodomyia, Anopheles e Cellia. O subgénero
Cellia ¢ de importancia médica no Velho Mundo.

b) Caracteristicas gerais

Sso mosquitos delgados, sem muitas cerdas, de co|ora<;éo geral branca

e preta. Os adultos sdo desprovidos de cobertura continua escamosa nos
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segmentos abdominais, sendo possivel observar a existéncia de conjuntos lo-
calizados desses anexos. O escutelo apresenta a margem arredondada, exceto
no género Chagasia. Os palpos femininos sdo de comprimento equivalente
ao da probdscide, exceto no género Bironella. Os iltimos segmentos palpais
do macho sdo em forma de clave. Outra marca do dimorfismo sexual sdo as
antenas com flagelos mais plumosos, nos machos, e o toro, ou 2° segmento
antena|, maior do que o das femeas. A garra tarsal do tarso anterior é Gnica
e denteada. Os anofelineos podem ser facilmente distinguidos dos demais
culicideos gragas ao posicionamento do seu corpo em re|agéo ao substrato.
Ao pousarem, mantém a probdscide e o corpo em linha reta, formando um
angulo reto ou quase reto com a superficie onde estdo pousados. As larvas sao
desprovidas de sifao respiratério. Possuem cabega mais longa do que larga, a
cerda 1 do 1° ao 7° segmento abdominal é palmada. Por causa da auséncia
do sifdo respiratério, as larvas de anofelineos também podem ser facilmente
reconhecidas entre os outros cu|iC|’o|eos, pois assumem postura horizontal em
relacdo & superficie liquida do criadouro quando necessitam respirar. Na agua,
movimentam-se de forma brusca, flexionando o corpo muito rapidamente. As
pupas possuem trompa ou tuba respiratéria curta, de aspecto a|argao|o, e com
abertura em forma de fenda que percorre a trompa até a base. A cerda 9 do
3%a0 8° segmento abdominal apresenta Frequentemente aspecto espiniForme.
Os ovos sdo postos isoladamente e contam com flutuadores — expansées dis-
postas bilateralmente. Cada flutuador comporta uma série de compartimentos,
chamados de gomos ou coste|etas, contendo ar, e isso permite a F|utuagéo dos

ovos no meio liquido.

Os subgéneros Stethomyia e Lophopodomyia ndo possuem importancia
epidemiolégica. Na regido neotropical, os subgéneros que encerram espécies

de interesse epidemioldgico sdo Anopheles, Kerteszia e Nyssorhynchus.

¢) Importancia médica

A subfamilia Anophelinae inclui os mosquitos vetores da malaria. O subgeé-

nero Nyssorhynchus constitui o grupo de anofelineos que encerra o maior
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nimero de vetores, principais ou secundérios, da maléria humana. No Brasil, o
principal vetor é o Anopheles darlingi. Outros importantes vetores em nosso
pais sdo Anopheles albitarsis, Anopheles aquasalis e, no subgénero Kerteszia,

Anopheles cruzii e Anopheles bellator.

* Subfamilia Culicinae

A subfamilia Culicinae engloba vérios vetores de doencas para o homem
e animais, como dengue, febre amarela, arboviroses e filarioses. A subfamilia
Culicinae esté subdividida em dez tribos; delas, as tribos Aedini, Culicini,

Mansoniini e Sabethini sao as de maior interesse médico.

Arbovirus: do inglés
arthropod borne virus = virus transmitido por artrépodes

A febre amarela é uma arbovirose, causada por um virus
da familia Flaviviridae, com ciclos silvestre e urbano

A) Tribo Aedini

a) Taxonomia

A tribo Aedini estd composta por doze géneros; deles, trés ocorrem no
Brasil: Aedes, Haemagogus e Psorophora. As espécies de Aedles de impor-
tancia médica encontram-se nos subgéneros Stegomyia, que inclui o Aedes
aegypti e o Aedes albopictus, e no subgénero Ochlerotatus, que inclui o

Aedes scapularis e o Aedes taeniorhynchus.

b) Caracteristicas gerais

As espécies tém hébitos varidveis de hematofagia, mas geralmente sdo
agressivas e picam durante o dia ou no crepisculo vespertino. Os aedini depo-
sitam os ovos separadamente, em intervalos de um dia ou mais. A postura de

ovos ¢ feita, de preferéncia, na borda de uma colecdo de égua ou na superficie
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da 4gua, em 4guas limpas existentes em barris, potes de barro, vasos, cacos de
garrafa, ou na borda de locais imidos sujeitos & inundacdo. Os ovos resistem &
dessecacdo por vérios meses. Ao contato com a 4gua, as larvas eclodem. Por
essa caracteristica, os aedini preferem criadouros  transitérios, que se enchem
com a é4gua das chuvas, o que também determina o aumento da populaco
desses mosquitos durante a época chuvosa. O ciclo de vida dura de 11 a 18
dias, em temperaturas de 26°C. Uma fémea pode fazer doze ou mais repastos
sanguineos em um més, fato que é de importancia epidemiolégica. A excegao
do género Haemagogus, os aedini sdo mosquitos com escamas brancas e pre-
tas no térax e nas asas, e cuja morfologia é caracteristica de cada espécie. Os

Haemagogus sao mosquitos com escamas coloridas e iridescentes.

¢) Importancia médica

Os aedini transmitem dengue, febre amarela, virus Oropouche e Mayaro,
encefalite Rocio e vérias outras arboviroses e filarioses: Aedes aegypti é vetor
da dengue e da febre amarela urbana; Aedes albopictus é vetor potencial
de dengue; Aedes scapularis apresentou vérios arbovirus isolados e foi incri-
minado como vetor do virus da encefalite Rocio e como vetor potencial da
filsria Wichereria bancrofti; Aedes taeniorhynchus foi encontrado infectado
na natureza com varios arbovirus, e é considerado vetor potencial da filaria
Dirofilaria immitis.

As vérias espécies do género Psorophora sao mosquitos vorazes e que
atacam em grande nimero, podendo se tornar pestes em si. Psorophora ferox
foi encontrada naturalmente infectada com arbovirus causadores de encefalites
e portando ovos da mosca Dermatobia hominis, causadora da mifase conhecida

como berne.

Haemagogus janthinomys ¢ vetor primério de febre amarela silvestre no
Brasil; j& Haemagogus leucocelaenus e Haemagogus albomaculatus tém sido

incriminados como vetores secundérios da febre amarela.
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B) Tribo Culicini
a) Taxonomia

A tribo Culicini estd composta de quatro géneros, dos quais Culex e Dei-

nocerites sdo encontrados no Brasil.

b) Caracteristicas gerais

Os culicini sdo mosquitos que exercem a hematofagia & noite ou no crepus-
culo vespertino. Gostam de picar aves e humanos. As colecdes de 4gua onde
as fémeas depositam os ovos variam de espécie para espécie. As fémeas de
culicini podem depositar seus ovos em co|e96es de 4gua pura ou estagnada,
no ambiente silvestre, semissilvestre ou nas imediacdes do domicilio humano.
Os ovos sdo desprovidos de flutuadores e sdo postos aglutinados, na vertical,
formando uma jangada. As larvas tém sifdo respiratério e dispdem-se em an-
gulo perpendicular ou obliquo & superficie da 4gua. O ciclo de vida de ovo a
adulto é de 10 a 11 dias. Quando em repouso, os espécimes adultos ficam
com o corpo paralelo & superficie. Os culicini sdo mosquitos de aspecto cinza

Ou marrom e possuem escamas escuras nas asas.

¢) Importancia médica

Na tribo Culicini encontra-se o género Culex, de vetor da filariose ban-
croftiana e da malaria avidria. A espécie Culex quinquefasciatus é o mosquito
comum, espécie cosmopolita que ataca o homem & noite; Culex quinquefas-
ciatus é transmissor da filéria Wuchereria bancroft;, que causa elefantiase; Culex
quinquefasciatus, Culex nigripalpus, Culex coronator e Culex declarator sao

espécies que ja foram encontradas infectadas, na natureza, com arbovirus.

Q) Tribo Mansoniini

a) Taxonomia

A tribo Mansoniini estd composta de dois géneros: Mansonia e Coqui-
lettidla.
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b) Caracteristicas gerais

Os mansoniini sdo mosquitos grandes e vorazes. Atacam em grande niime-
ro, a qualquer hora do dia, podendo se constituir em pestes ndo sé para o
homem, mas também para os rebanhos. As fémeas de mansoniini depositam
seus ovos juntos, em C|'rcu|o, flutuantes ou submersos, perto de p|antas Hlu-
tuantes. As larvas e pupas desses mosquitos tém a caracteristica especial de
retirarem o oxigénio que respiram de sacos aeriferos de plantas flutuantes, ndo
precisando ir até a superficie da dgua para respirar. As larvas se alimentam de
matéria organica em suspensdo. Os adultos sdo mosquitos grandes, com térax

de aspecto Fe|puo|o € escamas |argas nas asas.

¢) Importancia médica

Na tribo Mansoniini, o género Mansonia possui espécies importantes pela
agressividade e acdo espoliativa quando em grande ndmero. Vérias espécies
de Mansonia, como Mansonia humeralis, Mansonia indubitans e Mansonia
amazonensis, sao espécies cuja agressividade e acao espoliativa as fazem ser
consideradas pestes frequentemente associadas a lagos de hidrelétricas. Man-
sonia titillans foi encontrada naturalmente infectada com arbovirus causadores
de encefalites e doengas febris, e portando ovos da mosca Dermatobia homi-

nis, causadora o|a berne‘

D) Tribo Sabethini
a) Taxonomia

A tribo Sabethini esté composta por catorze géneros, com cerca de 420
espécies. Nove géneros estdo na regido neotropical — /sostomyia, Johnbelkinia,
Runchomyia, Shannoniana, Trichoprosopon, Sabethes, Limatus, Wyeomyia e
Ohnirion — com cerca de 225 espécies. Entretanto, por causa da dificuldade

na identificagéo das espécies, acredita-se que o grupo deva ser maior.
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b) Caracteristicas gerais

Os mosquitos da tribo Sabethini sdo mosquitos silvestres que apresentam
nao sé grande diversidade morfolégica e bioldgica, mas também beleza inco-
mum, gracas as escamas coloridas, com reflexos metélicos, que lhes recobrem
o corpo. A distribuicio geogréfica das espécies da tribo Sabethini se da
nas regides Neotropical, Oriental e na Australasia. Apenas algumas espécies
ocorrem na América do Norte. Os sabetineos sdo mosquitos de hébito diur-
no, e suas formas imaturas se desenvolvem quase que exclusivamente em 4gua
acumulada em diferentes tipos de plantas fitotelmatas — bromélias, helicnias,
buritis, bambus e arceas, dentre outras —, mas também podem se desenvolver
em certos recipientes naturais, como ocos de 4rvores e sementes, e em folhas

caidas no chao.

Diversas espécies de sabetineos apresentam comportamento diferenciado,
nas diferentes fases de desenvo|vimento, do comportamento das demais espé-
cies de mosquitos. Os adu|tos, por exemp|o, quando pousados, mantém as
pernas posteriores voltadas para cima, sobre o térax. As fémeas, principalmen-
te aquelas de espécies dos géneros Sabethes e Wyeomyia, antes de pousarem
para realizar a hematofagia, aproximam-se e recuam, em vérios circulos de voo
em torno do hospedeiro. Esses mosquitos, portanto, sdao considerados mos-
quitos de indole timida, em oposicao ao comportamento agressivo de outras
espécies de mosquitos. Em relagdo & postura dos ovos, também hé, entre os
sabetineos, comportamentos pecu|iares, como a postura de ovos através de
pequenos orificios em bambus ou entre estreitas axilas de plantas, observada
em algumas espécies de Wyeomyia. Um comportamento de oviposicao muito
especial e nunca observado em outros grupos é o descrito para richoproso-
pon digitatum: as fémeas de Trichoprosopon digitatum permanecem pousadas
sobre sua postura, protegendo-a, e ali continuam durante o desenvolvimento

de seus ovos até a eclosdo das larvas.
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Figura 5. Sabethes sp.

llustracdo: Genilton Vieira (Laboratério de Producao
e Tratamento de |magem/|OC—Fiocruz).

As larvas de algumas espécies dos géneros Runchomyia e Wyeomyia,
que apresentam as maxilas do aparato bucal muito desenvo|vidas, tem
comportamento agressivo, predador e mesmo canibal, atacando formas imaturas

de outras espécies, podendo ou ndo comé-las.

Para a coépula, os machos ndo fazem enxame, como a maioria dos mos-
quitos, pois sdo estenogdmicos. Os machos e as fémeas possuem o corpo
revestido por escamas de reflexos metélicos e aparentemente utilizam esses re-
flexos para a matua atragdo. J& foram descritos elaborados comportamentos de
corte, envolvendo a uti|izagéo de um substrato, durante a cépu|a de Sabethes
cyaneus e Sabethes chloropterus. Os machos dessas duas espécies efetuam
movimentos ritmicos com o corpo e, principalmente, com as pernas para atrair

as Fémeas para o acasa|amento.

c) Importancia médica

Por se tratar de mosquitos silvestres, os sabetineos estdo constantemente em
contato com diferentes tipos de animais que lhes servem de fonte de alimenta-
cdo sanguinea, ambiente com grande diversidade de patbgenos. Com excecao

do género Sabethes, espécie vetora que participa do ciclo silvestre da febre
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amarela, o papel dos sabetineos na epidemiologia de ciclos silvestres de varias

outras arboviroses e parasitoses ndo esté esclarecido.

3.1.2 Familia Psychodidae

Os psicodideos sdo insetos cosmopolitas, ou seja, estdo amplamente difun-
didos na superficie terrestre, vivendo preferencialmente em ambientes silvestres
com muita umidade. Algumas espécies desenvolveram capacidade adaptativa
para frequentar os ambientes préximos s habitagées humanas. Alguns grupos
vivem associados a ambientes modificados pela acdo antrépica, como banhei-
ros, bueiros, estacoes de tratamento de dgua e esgotos. Gragas 3 sua abun-
dancia na natureza, suas formas imaturas desempenham um papel ecolégico
importante na decomposigéo de nutrientes. Sdo holometabolos e as formas
imaturas podem se desenvolver em meios aquéticos, semiaquéticos ou em habi-
tats terrestres de muita umidade. Alguns psicodideos criam-se com frequéncia
em redes de encanamentos domiciliares. Algumas dessas espécies, como o
Te/matoscopus a/bipunctatus, embora ndo hematéfagas, jé foram incriminadas
como vetores mecanicas de patbégenos humanos. As formas imaturas também
podem ser importantes na sina|izagéo da qualidade do ambiente e atuam como
purificadores de sistemas de esgoto. Os adultos apresentam voo curto e gera|-
mente saltitam na superficie de pouso; tém habitos noturnos, mas em ambientes

sombreados podem ser encontrados pousaclos nas horas c|aras CIO c||a

Algumas espécies de psicodideos sdo consideradas como um dos mais
primitivos grupos de dipteros. Registros fésseis indicam que sdo originérios do
Periodo Terciério (65 milhGes de anos atrés) e ha evidéncias fésseis de que

possam ter existido desde o Juréssico, h4 208 milhées de anos.
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Figura 6. Aspecto geral da morfologia de um psicodideo adulto.
llustracio: Reproduzida de Forattini, 197 3.

* Subfamilia Phlebotominae

Os flebotomineos tiveram sua origem possive|mente durante o perl'oc|o
Cretécio Inferior. No Brasil, de acordo com a regido geogréfica, sao
popularmente conhecidos como birigui, mosquito-palha, cangalinha, anjinho,

arrupiado e tatuquira.

a) Taxonomia

As subfamilias Sycoracinae e Phlebotominae sdo aquelas que apresentam
interesse médico, por serem hematéfagas. Apenas a subfamilia Phlebotominae
tem espécies vetores de doengas, como leishmanioses, bartonelose e varias

arboviroses.

Em todo o mundo, sdo conhecidas mais de oitocentas espécies de
flebotomineos, sendo 65% delas da regiao neotropica|. No Brasil, hd mais
de 250 espécies descritas, as quais representam 319 do total mundial e
48% das que ocorrem na regido neotropical. Da subfamilia Phlebotominae,
existem trés géneros no Novo Mundo: Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya.
No Velho Mundo, sao igua|mente trés os géneros existentes: P/)/ebotomus,

Sergentomyia e Chinius.
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b) Interesse médico

Os flebotomineos participam da transmissdo de doengas ao homem, cujos
agentes etiolégicos podem ser bactérias, arbovirus e protozoéarios, destacando-
se, entre os Gltimos, as leishmanias. Algumas espécies sao dotadas de notével
grau de antropofilia, o que lhes confere importante papel na veiculacio de
patégenos humanos. Espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sio
incriminadas como vetores de leishmanioses. A hematofagia em flebotomineos

esté restrita as fémeas.

c) Caracteristicas gerais

Os adultos apresentam tegumento cuticular de fina espessura, 0 que os
torna sensiveis as Hutuagées de temperatura e umidade. Em geral, apresentam
atividade noturna, que se inicia no creplsculo vespertino e pode a|can<5‘ar o
crepL'Jscu|o matutino. Os flebotomineos sdo de porte pequeno, tém em torno
de 4 mm, e possuem corpo piloso, de tonalidade variando do amarelo-palha
ao castanho e asas de formato |anceo|ao|o, a|ongao|as e hia|inas, densamente
revestidas de cerdas que, na maioria das vezes, permanecem eretas, dando
ao inseto um aspecto bem caracteristico (fig. 7). Sao didicos, de Fecundagéo

interna e holometabdlica.

Figura 7. Adulto fémea de flebotomineo ingurgitado.
Foto: Elizabeth Rangel (Laboratério de Transmissores de Leishmaniose/|OC—Fiocruz).
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Os ovos tém forma elipsoide ou ovoide. Logo apés a postura,
apresentam-se esbranquicados ou amarelados, mas, em algumas horas, tornam-
se castanho escuro. Cada fémea coloca em média quarenta ovos. A postura é
feita isoladamente ou em pequenos grupos. Os ovos aderem-se ao substrato
por meio de uma substancia viscosa, rica em é&cidos graxos, produzida pelas
glandulas acessérias. Essa substancia recobre os ovos e é responsével pela
impermeabilizacdo a 4gua, podendo atuar ainda como feroménio de oviposicao,
atraindo e estimulando a oviposicao. A postura ocorre cerca de 5 dias apés o
repasto sanguineo, e a eclosdo dos ovos se dd em 5 a 7 dias. Tanto as fémeas
capturadas na natureza quanto as criadas no laboratério morrem durante ou
logo apds a postura. As fémeas tém concordancia gonotréfica, isso ¢, ovipdem

a cada repasto sanguineo.

As larvas sdo terrestres e criam-se embaixo das camadas foliculares que
revestem o solo, em ocos de arvores, frestas de rochas, tocas de animais
silvestres ou nos espacos entre as raizes tubulares, em condicdes de alta umidade
e abundante matéria organica. Sao esbranquigadas, de aspecto vermiforme e
cobertas de cerdas. A peca bucal da larva é do tipo mastigador, e elas se

alimentam de matéria orgénica em decomposicio.

Na face ventral do 1° ao 7° segmento abdominal, observam-se falsas
patas. Os dois Gltimos segmentos abdominais mostram morfologia modificada
para se adaptar a fungéo locomotora. Ne|es, estao imp|antadas as cerdas

caudais, responsaveis pela Fixagéo da larva por ocasido da muda.

As larvas passam por quatro estadios, que duram ao todo em torno de
20 dias, antes de se tornarem pupas. As pupas sdo esbranquicadas e/ou
amareladas, e sua cor vai escurecendo & medida que se aproxima a emergéncia
do adulto. O processo de pupa ate a emergencia do adulto leva em torno de
10 dias (fig. 8). As pupas possuem comportamento caracteristico: enrugam
a Gltima extvia larval e prendem-se ao substrato — elas ndo se locomovem,
executam apenas movimentos de flexdo e extensio — e ndo se alimentam.

Sua respiragdo ¢ aérea e ¢ feita por um sistema de traqueias que se abrem
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em espirdculos dispostos simetricamente, aos pares, nas faces laterais do

cefalotérax e no 8° segmento abdominal da pupa.

Considerando-se o comportamento tanto dos adultos quanto das
formas imaturas, os flebétomos sdo denominados criptozoérios. Os
criptozodrios sdo animais que vivem grande parte da vida escondidos em
abrigos Gmidos, com pouca ou nenhuma luminosidade e movimentacao
de ar, abandonando-os somente quando ocorre mudanca das condices
ambientais ou para se alimentarem. Sua atividade esté4 muito correlacionada
as mudangas na intensidade da luz. Portanto, ¢ esperado que seu
comportamento seja diretamente afetado por variagoes ocorridas nas
diferentes fases lunares, quando as noites podem ter maior ou menor
luminosidade. As fémeas tém antropofilia mais intensa durante a lua cheia,

quando as noites sdo mais claras.

D
Figura 8. Ciclo evolutivo de flebotomineo:
A) Ovo; B) Larva; C) Pupa; D) Diferentes fases do ciclo.
Fotos: Reproduzidas de Pessoa e Martins, 1982.
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Os flebotomineos de ambos os sexos alimentam-se de néctar, seiva de
plantas, frutas maduras e de uma substancia rica em carboidratos e aminoacidos
excretada por insetos afideos e coccideos. S6 as fémeas sao hematédfagas. A
probéscide das fémeas ¢ adaptada para puncdo e succdo, e apresenta uma
extremidade serrilhada. Como nos mosquitos, o sangue rico em proteinas pro-
picia a maturacdo dos ovos. Parece existir uma atividade antibacteriana e anti-
fangica no papo das fémeas. Esse aspecto da fisiologia das fémeas permite a
transformagdo, diferenciacdo e multiplicacdo da leishmania dentro do aparelho
digestivo, favorecendo o estabelecimento da infecgéo e uma maior capacidade
de transmissdo dos parasitos para o hospedeiro vertebrado, uma vez que as

leishmanias ndo crescem na presenca de fungos e bactérias.

O abdome consta de dez segmentos, sendo os trés Gltimos modificados
para conformar a genitélia. No macho, a genitélia compde-se de trés pares
de apéndices. A fémea apresenta os trés Gltimos segmentos abdominais ar-
redondados, encaixados uns nos outros quando em repouso, o que torna
a extremidade do seu corpo arredondada. A abertura anal encontra-se no
10° segmento abdominal, e a ela se ligam apéndices largos e arredondados,
chamados cercas. Internamente, nessa regido, encontra-se um par de esper-

matecas, de importancia taxondmica.

Figura 9. Tipos de espermateca de fémeas de flebotomineo.
[lustragdo: Reproduzida de Galati, 2003.
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Figura 10. Genitalia de macho de flebotomineo.
llustracdo: Reproduzida de Forattini, 1973.
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Figura 11. Variagoes especificas da genitalia masculina dos flebotomineos.
llustracdo: Reproduzida de Galati, 2003.
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No 6rgdo genital masculino, os canais deferentes vindos dos testiculos
terminam na bomba genital, onde estd localizado o edeago. A genitélia
masculina tem valor taxondmico, pois nela existem espinhos e cerdas — que
variam em ndmero, tamanho e forma, de espécie para espécie — cuja funcdo ¢

a de apreensdo da fémea no momento da cépula.

3.1.3 Familia Simuliidae

Os insetos do género Simulium sio conhecidos popularmente como
borrachudos ou piuns. Os simuliideos sdo insetos holometabolos, de tamanho

relativamente pequeno, de cor gera|mente escura ou em tons castanhos.

a) Taxonomia

As espécies de interesse médico encontram-se no género Simulium.

b) Interesse médico

A importancia médica dos simuliideos deve-se ao fato de as espécies
do género Simulium, como Simulium guianenses, Simulium oyapockense e
Simulium roraimense, serem vetores da filaria Onchocerca volvulus, que causa
a oncocercose. No homem, as microfilérias permanecem na derme ou migram
para tecidos conjuntivos — olhos, rins —, formando aglomerados de adultos.
Na pele, ocorrem nédulos de oncocerca, despigmentacio e perda da elas-
ticidade. As microfilarias podem causar alteracdes oculares decorrentes de
reagoes inflamatérias, envolvendo microfildrias mortas, no g|obo ocular, ocasio-

nando cegueira.

Os borrachudos também representam um grave problema com sua picada.
As picadas causam intenso prurido e edema, que duram, em geral, vérios dias,
podendo acarretar infecgées secundérias. O quadro é mais sério em pessoas

sensiveis, nas quais aparece eritema, febres, linfangite e comp|icagées alérgicas.
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c) Caracteristicas gerais

As fémeas e machos adultos podem viver de 3 a 4 semanas na natureza.
As femeas depositam seus ovos sobre pedras, galhos e folhas ou em substratos
encontrados em cachoeiras, rios ou cérregos. Cada fémea coloca em média,
por postura, duzentos a trezentos ovos, que amadurecem em 5 a 6 o|ias, de-
pendendo da temperatura da dgua e da espécie. Apds esse periodo, as larvas
eclodem e se fixam. As larvas se locomovem, aderidas aos substratos, por meio
de uma teia produzida por substancia salivar. A fase larval dura aproximadamente
15 dias, depois dos quais a larva se torna pupa, em um casulo. Os sitios de
desenvolvimento ovo—larva—pupa—adulto sdo cachoeiras, rios ou cérregos, com
correnteza e aguas cristalinas. Apés 4 c|ias, o casulo se rompe e o ao|u|to, dentro

de uma bolha de ar, atinge a superficie da 4gua.

Os adultos podem viver na natureza por mais ou menos 3 a 4 semanas.
O raio de voo dos adultos ¢ de aproximadamente 40 km de distancia a partir
do curso d'dgua. Os adultos usam como suporte de descanso érvores e plan-
tas herbaceas. Apenas as femeas adultas sdo hematéfagas. Os adultos machos
alimentam-se de sucos vegetais. As [émeas alimentam-se do sangue de mamife-
ros e aves; algumas espécies preferem o homem. O ato da picada é répido e
silencioso, e dura de 3 a 8 minutos. Por causa das propriedades anestésicas da
saliva, no momento em que ocorrem, as picadas sdo indolores. A atividade de
alimentagdo das fémeas se realiza principalmente nos periodos da manha e da
tarde. O sangue ingerido ¢ utilizado para o desenvolvimento dos ovos no interior

das femeas. O desenvolvimento dos ovos varia conforme a temperatura ambiente.

Figura 12. Desenho de um simuliideo.
[lustrado: Reproduzida de Hatlen, 2006.
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3.1.4 Familia Ceratopogonidae

O maruim ou mosquito-pdlvora é um inseto diptero membro da familia

Ceratopogonidae.

a) Taxonomia

O género Culicoides engloba as espécies de interesse médico.

b) Interesse médico

O maruim ¢é o responsével pela transmissio do virus Oropouche, uma
virose que provoca dores no corpo, febre e fotofobia. Insetos dessa familia
s3o também responséveis pela virose da lingua azul (Bluetongue disease) de

ovinos e bovinos.

c) Caracteristicas gerais

Os maruins sdo insetos de pequenas dimensées. Suas larvas vivem na égua
doce ou salgada, conforme a espécie. E hematéfago e antropofilico, e penetra
pelo meio dos cabelos e por dentro das roupas, causando urticria com suas
doloridas picadas. O mosquito-pdlvora é encontrado no interior de matas
amidas e brejos. E de pequeno tamanho, 1 a 2 mm, e de cor preta. Tem
picada puntiforme que arde como um grao de pélvora. As espécies do litoral
sdo conhecidas por maruim ou mosquitinho-do-mangue. Pode ser encontrado
desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina. No Brasil, encontra-se co-
mumente o Culicoides paraensis. O maruim se reproduz em lugares alagados,

como banhados, nos quais exista matéria organica em decomposigéo.

3.1.5 Infraordem Muscomorpha (Cyclorrhapha)

Diversas espécies de moscas da infraordem Muscomorpha sdo vetores
de doencas humanas e pragas de plantas cultivadas. As espécies da familia

Tephritidae atacam frutos, as moscas da familia Agromyzidae sdo minado-
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ras de folhas, as Pantophthalmidae cavam galerias em troncos ou galhos e
as Cecidomyiidae sdo galhicolas. Contudo, muitas espécies sdo benéficas,
pois atuam ou como agente polinizador, algumas com comportamento mui-
to especializado, ou como predadoras ou parasitoides de outros insetos

que sdo praga de lavouras.

a) Taxonomia

As familias de dipteros de interesse médico e forense no Brasil sdo da
subordem Brachycera, infraordem Stratiomyomorpha, familia Stratiomyidae;
na infraordem Muscomorpha, a série Aschiza, familia Phoridae e Syrphidae;
na série Schizophora, os Acaliptrados das familias Sepsidae, Sphaeroceridae,
Piophilidae, Drosophilidae e Otitidae, e os Caliptrados das familias Callipho-
ridae, Fanniidae, Muscidae e Sarcophagidae. De menor importancia, estdo as
especies das familias Micropezidae, Richardiidae, Ropa|omerio|ae, Lauxanidae,
Tephritidae, Tipulidae, Tabanidae, Anthomyidae e Dolichopodidae. Para a
identificacdo dos adultos e larvas de familias de dipteros muscoides, sugerem-

se as chaves propostas por McAlpine et al. (1981).

Figura 13. Diferentes espécies de dipteros: A) Coc/r/i;myia macellaria;
B) Chrysomya megacephala; C) Peckia chrysostoma;
D) Chrysomya albiceps; E) Eristalis tenax.

Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmaniose,
Setor de Dipteros de Importancia Forense/|OC—Fiocruz) e Elliot Queiroz.
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b) Interesse médico

Além das espécies sugadoras, moscas sapréfagas e copréfagas sao
responsaveis por transportar mecanicamente diversos agentes etiolégicos de
doengas, tais como bactérias, virus, Fungos, cistos e oocistos de protozodrios,
larvas e ovos de helmintos, entre outros, pois muitos desses insetos frequentam
residéncias, hospitais, aterros sanitérios, bem como locais de a|imentagéo

coletiva, o que facilita a transmissdo de doencas provocadas por esses agentes.

As larvas de vérias espécies de Muscomorpha, principalmente da familia
Calliphoridae, merecem especial destaque em satde publica, por produzirem
miiases primdrias, que sao afecgées causadas por larvas de moscas no homem,
animais domésticos e silvestres. Essas larvas sdo parasitos obrigatérios de
vertebrados. As mifases causadas por Cochliomyia hominivorax sao as mais
prevalentes nas regides quentes e umidas dos paises tropicais e subtropicais.
A enfermidade ocorre com mais frequéncia em individuos que moram em éreas
de periferias e zonas rurais. Em geral, a mifase atinge 4reas descobertas com
lesGes no corpo, pois a oviposicdo da mosca ¢ mais facil nesses locais. Nesse
caso, as mifases sdo de tipo tecidual e podem invadir cavidades; vulgarmente
chamadas bicheiras, a infestagéo ¢ promovida por larvas biontéfagas, que
parasitam tecidos sadios. Individuos que vivem em locais com condigdes

precérias de higiene sdo os mais afetados pela doenga.

Figura 14. Miiase priméria por Cochliomyia hominivorax.
Foto: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomo|ogia Médica e Forense/|OC—Fiocruz)‘
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As mifases furunculoides, conhecidas por berne, sdo promovidas também
por larvas biontéfagas que parasitam tecidos sadios, e sdo causadas pela mosca
da espécie Dermatobia hominis. QOutro tipo de mifase, a mifase secundaria é
causado pela invasdo dos tecidos por larvas necrobiontéfagas, ou seja, aquelas
que tém afinidade por tecidos necrosados. Os géneros de moscas mais frequen-
tes para esse tipo de miflase sdo Sarcophaga e Fannia e a espécie Cochliomyia
macellaria. Nas Oestridae, as larvas sao endoparasitas de mamiferos bovinos,
equinos, ovinos, caprinos, roedores e marsupiais, dentre outros, e acidental-

mente do homem. Esses insetos podem ser utilizados na entomologia forense.

3.2 Ordem Hemiptera

A ordem Hemiptera tem mais de 80 mil espécies e nela se incluem os
percevejos e as cigarras. Os hemipteros sdo divididos, quanto aos hébitos,
em fitéfagos, predadores e hematdfagos. Os fitéfagos se alimentam da seiva
de plantas e apresentam significativa importancia para o setor agricola. Os
predadores se alimentam da hemolinfa de outros insetos, sendo importantes
no controle de insetos que sao pragas agrl'co|as. Os hematéfagos se alimentam
do sangue de vertebrados humanos e de outros animais e possuem interesse

médico como vetores de patégenos.

3.2.1 Familia Reduviidae
a) Taxonomia

Dentre as familias que compde a ordem, destaca-se a Reduviidae, cons-
tituida de aproximadamente 22 subfamilias, das quais apenas a subfamilia

Triatominae é hematéfaga.

A subfamilia Triatominae, formada por percevejos, é constituida de 15
géneros, classificados em cinco tribos e 140 espécies. A maioria delas ocorre
nos paises do continente americano. Ao todo, 40 espécies sdo da América

do Norte, 28 das quais encontradas exclusivamente no México. No Brasil,
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ocorrem 58 espécies, dentre elas grande parte no ambiente si|vestre, sem

importancia epidemiolégica relevante.

Figura 15. Diferentes espécies de hemipteros: A) Hemiptero fitéfago
subfamilia Metacanthinae; B) Hemiptero predador da subfamilia Reduviinae;
C) Hemiptero hematéfago da subfamilia Triatominae.

Fotos: Catarina Lopes de Macedo (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses, Setor de

Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Os trés principais géneros de triatomineos envolvidos na transmissdo da
doenca de Chagas sdo Rhodhius, Panstrongylus e Triatoma. Esses géneros se
diferenciam facilmente pela largura da cabega e pela posicao do tubérculo
antenifero em re|agéo 3 distancia anteocular — aquele que vai da margem
anterior do olho ao épice do clipeo. O género Rhodhius apresenta a cabe-
ca alongada e cilindrica, com os tubérculos anteniferos inseridos préximo 3
extremidade anterior da cabeca. O género Triatoma tem cabeca de tamanho
intermedidrio, com tubérculos anteniferos inseridos na metade da regido an-
teocular. O género Panstrongy/us apresenta cabega g|obosa, com os tubér-
culos anteniferos inseridos junto da margem anterior dos olhos compostos.

As principais espécies de interesse médico no Brasil sdo Triatoma in-
festans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida e o

Triatoma pseuc/omacu/ata.
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Figura 16. Os trés principais géneros envolvidos na transmissdo da doenca

de Chagas: A) Rhodhnius; B) Panstrongylus; C) Triatoma.

Fotos: Catarina Lopes de Macedo (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/| OC—Fiocruz).

b) Interesse médico

Os triatomineos hematéfagos sdo conhecidos por diversos nomes nas di-
ferentes regiGes onde se relata a sua ocorréncia; quase sempre, o significado
desses nomes esta relacionado com a cultura regional e com as adaptagées do
inseto ao ambiente domiciliar. No Brasil, é conhecido pelos seguintes nomes:
barbeiro, chupéo, chupanga, fincso, bicudo, percevejao, bicho-de-parede,
bicho-de-parede preto, chupa-pinto, percevejo-do-sertdo, percevejo-francés,
percevejo-gaudério, percevejo-grande, procotd, prorocotd, baratdo, bruxa,
pio|ho-de-piagava, quiche do sertdo, ronddo, vunvun, cascudo.

Atualmente, técnicas bioquimicas, moleculares e citogenéticas, além da
morfologia cléssica, tém sido utilizadas para a identiFicagéo de muitas espécies
de hemipteros.

O Triatoma infestans, um hemiptero vetor da doenga de Chagas, ja foi
o principal vetor do parasito 7rypanosoma cruzi no Brasil. Desde 2006,
no entanto, o Brasil recebeu o certificado emitido pela Organizacio Pan-
Americana da Saide (Opas) e pela Organizagéo Mundial de Satde
(OMS) — de erradicagéo da transmissdo vetorial da doenga de Chagas
pelo Triatoma infestans. Essa certificagdo foi fruto da intensificagio das
acdes de controle impetradas pelo Ministério da Satde, em articulagio com

as tres esferas de governo — Federa|, estadua|, municipa| que conformam o

Sistema Unico de Satde (SUS).
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c) Caracteristicas gerais

O desenvolvimento dos triatomineos ¢ do tipo hemimetabdlico. As formas
jovens sao muito parecidas com as formas adultas; entretanto, apenas os adul-
tos possuem asas, podendo, portanto, voar. O ciclo de vida compreende uma
fase de ovo, cinco estédios de ninfa e a fase adulta. Para que ocorra a muda
de um estddio ninfal para o outro, inclusive do dltimo estddio ninfal para a fase

adulta, é necessério que os triatomineos realizem repasto sanguineo.

O tempo de desenvolvimento desde a fase de ovo até a fase adulta varia
em cada espécie, podendo oscilar de 6 meses a 2 anos. Logo apds a muda,
as ninfas e as formas adultas sao rosadas; vdo escurecendo posteriormente,
com o endurecimento progressivo da cuticula. O tempo médio de vida de um
triatomineo ¢ de 1 a 2 anos.

————
niem

e ¢

Hinfa 2

Minks & Hinfa 3

Figura 17. Ciclo de vida de um hemiptero.
Fotos: Catarina Lopes de Macedo (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).
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No ambiente silvestre, os barbeiros vivem em diversos abrigos — rochas,
palmeiras, tocas e ninhos — e se alimentam de mamiferos, aves e répteis. Entre-
tanto, com as crescentes a|terag6€s no ambiente natura|, esses insetos passaram
a se instalar em construcdes que servem de moradia para humanos, bem como
em anexos utilizados para abrigar os animais domésticos. Dessa forma, a infesta-
cdo das habitacdes pelo inseto ndo esté restrita somente as construgdes do tipo
pau-a-pique, onde se escondem em frestas e rachaduras, mas também ocorre

em casas de alvenaria, onde encontram abrigo atrés de méveis e de quadros

nas paredes e embaixo de colchdes.

Figura 18. A) Triatoma wygodzinskyi, espécie de triatomineo que habita o
ambiente silvestre e tem como abrigo as frestas de rochas; B) Coleta de ovos

de triatomineos embaixo de um colch3o.

Fotos: Catarina Lopes de Macedo (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

A capacidade vetorial dos triatomineos ¢ determinada pelo grau de asso-
ciacdo do inseto com o homem e seu domicilio e pelo tempo entre o repasto
sanguineo e a defecagdo. Ninfas e adultos se alimentam de sangue e sdo
capazes de se infectar e transmitir o parasito /rypanosoma cruzi, que é depo-
sitado junto com as fezes do barbeiro e entra no organismo do hospedeiro

pela so|ugéo de continuidade dada pela picada quando o hospedeiro se coga.

Ninfas em qualquer fase e os adultos machos e fémeas
dos barbeiros se alimentam de sangue.
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A|gumas especies depositam seus ovos soltos nos ecétopos que habitam;
outras, entretanto, colocam seus ovos agrupados e aderidos aos seus hospe-

deiros ou ao substrato dos ecétopos onde habitam.

3.2.2 Familia Cimicidae

Os cimicideos sdo os percevejos-de-cama.

a) Taxonomia

A espécie antropofilica mais comum é o Cimex lectularius, encontrado em
climas temperados; Cimex hemipterus é encontrado em regiGes tropicais, infes-
tando aves e morcegos; Leptocimex boueti, encontrado nos trépicos da AFrica
ocidental e da América do Sul, infesta morcegos e seres humanos. Existem,
ainda, outras espécies de percevejos que preferem o sangue de outros animais,

como péssaros OuU morcegos.

b) Interesse médico

Cimex lectularius leva cerca de cinco minutos para ingurgitar-se. O hos-
pedeiro geralmente ndo acorda enquanto estéd sendo picado, pois a saliva
do percevejo contém anestésicos, além de anticoagulantes. Sua picada pode
causar reacoes alérgicas; até o momento, porém, ndo hé descricio de doencas
transmitidas ao homem pelos percevejos. Uma caracteristica compartilhada com
a picada das pulgas ¢ a tendéncia dos percevejos de exibirem um padrio de
picadas sequenciais, em que as picadas sdo enfileiradas. Isso pode ser causado
pela perturbacdo do percevejo durante o repasto, que se reposiciona antes de
recomegar a alimentacdo. Alternativamente, a explicagdo pode ser a de que o

percevejo estaria procurando repetidamente uma veia.

As respostas individuais do hospedeiro variam de acordo com o tipo da
pele, o ambiente e a espécie de percevejo. Em raros casos, as reagoes alérgicas

as picadas podem se tornar sérias, surgindo infecgées bacterianas secundarias.
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Individuos infestados podem apresentar ansiedade, stress e insénia. A infes-
tacao de uma casa por percevejos pode ser adquirida durante uma viagem,
quando eles podem se esconder nas bagagens. Méveis usados, ou a contigui-
dade com casas ou apartamentos inFestados, também podem ser outro modo

de infestacdo.

Percevejos adultos conseguem viver até um ano sem repasto sanguineo.
Os percevejos sdo pequenos e 4geis. Muitas vezes, apenas o uso de inseti-
cidas nao consegue eliming-los. Deve se usar, para isso, uma combinagéo de
tratamentos, que inclui lavagem dos tecidos atingidos em temperaturas acima
de 49°C, aspiracao de todos os carpetes, mdveis estofados e rachaduras na
madeira, e|iminagéo do mofo e aspersdo de inseticidas em pd, que costumam
conter vidro moido ou pé de silica e agem como abrasivos e dessecantes,

entre outros.

c) Caracteristicas gerais

Os percevejos sao hemimetabolos, rapidos, égeis, tém cor vermelho-amar-
ronzada e sdo 4pteros. Os adultos, que podem viver até quatro anos, t&m
aproximadamente 0,60 cm de comprimento, ou seja, sdo do tamanho de
uma semente de maca, e, como $ao achatados dorsoventra|mente, podem se
esconder em pequenas frestas. Camas e sofés sao os locais preferidos por esses
pequenos insetos, que podem ser encontrados ainda em po|tronas, cadeiras
estofadas, cabeceiras e estrados de cama, cortinas, tapecarias, fendas e buracos
nas paredes, molduras, armérios, bolsas, roupa, gavetas, livros velhos, papéis
e pilhas de roupa. Nesses locais, os percevejos se escondem e depositam até

cinco ovos por dia.

As ninfas de percevejo sdo menores e translicidas. Os percevejos-de-cama
preferem exercer a hematofagia & noite, quando o seu hospedeiro ests dormin-
do, mas também podem exercé-la a qualquer hora do dia se lhes for oferecida
oportunidade. Os percevejos procuram por repasto sanguineo a cada 5-10

dias aproximadamente.



Entomologia Médica | 341

As fémeas sdo inseminadas através da perfuracdo da cavidade abdominal
pelo aparato genital do macho, em um processo chamado inseminacdo trau-
matica. As fémeas pdem, em média, 500 ovos durante suas vidas. As ninfas
eclodem em uma a duas semanas, e passam por cinco estégios até se tornarem

adu|tas, o que dura gera|mente cinco semanas, a temperatura de 25°C.
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Figura 19. Cimex lectularius, o percevejo-de-cama.
Foto: Reproduzida de Cuerden, 2007.

3.3 Ordem Anoplura

A ordem Anop|ura agrupa insetos vu|garmente conhecidos como pio|hos
e chatos. Existem aproximadamente 15 familias de Anop|ura. Entretanto,

apenas duas apresentam interesse médico: Pediculidae e Phtiridae.

3.3.1 Familia Pediculidae

Nessa familia se encontram os piolhos.

a) Taxonomia

Pedliculus é o Gnico género da familia Pediculidae. Dentro deste género,

apenas duas espécies sio encontradas no homem: Pediculus capitis, parasito
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cujo habitat sdo os cabelos da cabega, e Pediculus humanus, o piolho-do-
corpo ou muquirana. Os ovos sdo ovoides e apresentam opérculo na sua
extremidade mais larga. Pediculus humanus, que tem comprimento maior,
coloca seus ovos nas fibras das vestes, sendo também um vetor natural de

moléstias como o tifo, febre recorrente e febre das trincheiras.

' F '.'r" J
[N |

i &

il gt g
"
L | d

A ;R
- i 1
ll'". A
%
L
.

A
il
4
4
S
¢

it

“om o -

Figura 20. Pedliculus capitis, o piolho-da-cabega.
Foto: Luzia Caputo (Laboratério de Patologia, setor de Histotecnologia/lOC—Fiocruz.

3.3.2 Familia Phtiridae

Nessa familia encontram-se os chatos.

a) Taxonomia

A familia Phtiridae tem um Gnico género, Phtirus, o qual, por sua vez,
tem duas espécies: Phtirus pubis ou chato, que parasita os pelos pibicos
humanos; e Phtirus gorillae, um ectoparasita de gorilas. Phtirus pubis nio

possui divisdo clara entre os tagmas, tendo a cabeca e o térax fusionados.
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Figura 21. Phtirus pubis, o chato, parasito dos pelos pabicos humanos.
llustracdo: Reproduzida de Rey, 2008.

b) Interesse médico

Muitas espécies de piolhos podem ser, além de ectoparasitas, pestes para
os animais e vetores de doencas como o tifo, a febre recorrente e a febre das
trincheiras. O tifo ¢ causado pela bactéria Rickettsia prowazekii. A doenca
se estabelece quando as fezes do parasito entram em contato com feridas na
pele do hospedeiro, permitindo que a bactéria entre na corrente sanguinea.
Os principais sintomas sdo dores de cabega, dores nas articu|agées, febre alta

com delirios e erupcdo cutanea.

A febre recorrente é causada por espiroquetas do género Borrelia, e pode
se apresentar de duas maneiras: forma epidémica, causada exclusivamente por
Borrelia recurrentis e transmitida de homem para homem pelo piolho Pedliculus
humanus; uma forma endémica, causada por outras espécies de Borrelia e trans-
mitida por carrapatos. A febre recorrente caracteriza-se por perl'odos de Febre,

intercalados por outros ndo febris, com os periodos febris terminando em crise.

A febre das trincheiras ¢ uma doenca infecciosa aguda causada por uma
bactéria da familia Rickettsiaceae, que também ¢é transmitida pelo Pedliculus
humanus. O quadro clinico caracteriza-se por febre, cefaleia, mal-estar, dor e
fraqueza nas pernas. Essa doenca teve grande incidéncia no periodo das duas
guerras mundiais, por causa das precérias condigées de higiene nas regices de

combate, ou seja, nas trincheiras, surgindo dal o nome da doenga.
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c) Caracteristicas gerais

Os pio|hos apresentam uma morfo|ogia altamente adaptada ao héabito ecto-
parasitério, tendo corpo achatado dorsoventralmente, auséncia de asas, redugéo
dos 6rgaos visuais e estruturas modificadas para se manterem presos ao corpo
dos hospedeiros. Somente o abdome possui segmentacao distinta. Os olhos sdo
reduzidos a apenas um omatideo ou estdo ausentes, ndo apresentando ocelos.
As pecas bucais sdo do tipo picador-sugador, sendo constituidas por probds-
cide curta (haustelo) com pequenos denticulos internos, eversiveis, e estrutura
picadora, formada por trés estiletes, que se acomodam em um saco tréfico. Os
ovos, conhecidos como éndeas, sdo ovais e operculados e sempre aderidos ao

hospedeiro. Apds a eclosdo, a ninfa passa por trés mudas, formando o adulto.

Os piolhos mastigadores da ordem Mallophaga se alimentam de detritos
de pele, penas e pelos de aves e mamiferos; os piolhos sugadores de sangue
da ordem Anoplura sdo parasitos exclusivamente de mamiferos, inclusive do
homem. Os insetos de ambas as ordens sdo hemimetabdlicos e passam todo
o seu ciclo vital sobre os seus hospedeiros. A re|a<5‘éo parasito—hospedeiro
tende a ser especifica, e tem sido demonstrada estreita relacdo fisiolégica entre
os componentes do sangue de determinados hospedeiros e seus parasitos ano-
pluros. Como os piolhos passam todo o ciclo sobre seus hospedeiros, sua re-
producdo também ocorre sobre o hospedeiro. De modo geral, as populagdes
apresentam maior nimero de fémeas do que de machos. Em algumas espécies,

os machos sdo bastante raros.

3.4 Ordem Siphonaptera

Siohonaptera: do grego
siphon = tubo ou tubu|agéo + aptera = sem asas

Os sifonapteros sdo insetos ectoparasitas, conhecidos como pulgas. As fa-
milias Pulicidae, Tungidae e Rhopalopsyllidae sdo as de interesse médico. A

denominagdo Siphonaptera ¢ apropriada a esses insetos, cujo aparato bucal é
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adaptado para perfurar a pele. Os sifondperos ndo possuem asas. Na fase adul-
ta, todas as pulgas sdo parasitos hematdfagos. A maioria das espécies se alimenta
em mamiferos — menos de 109 das espécies tém péssaros como hospedeiros.

Uma grande diversidade de espécies ocorre nas zonas temperadas do planeta.

As pulgas sdo insetos holometabdlicos, ativos, com pés traseiros fortes
adaptados ao salto e um corpo achatado |atera|mente, o que lhes permite
moverem-se facilmente por entre os pelos ou as penas dos hospedeiros. O
corpo da pulga ¢ duro e lustrado; é coberto com muitas cerdas e espinhos
curtos dirigidos para trés, que também ajudam os movimentos no hospedeiro.
O corpo resistente da pu|ga pode suportar grande pressdo, uma adaptagéo
de sobrevivéncia as tentativas de e|imina<5‘éo pela coceira. Mesmo quando

pressionada entre os dedos, a pulga sobrevive.

Ao contrério dos piolhos, a maioria das pulgas gasta um tempo consideravel
longe do hospedeiro. Os adultos, que vivem por um ano ou mais, podem so-
breviver por semanas ou meses sem uma reFeigéo de sangue. As pulgas adultas
sao resistentes e podem ficar sem repasto sanguineo até por um periodo de um
ano. As pulgas possuem cerdas genais, em forma de pente, na regido frontal
da cabeca e cerdas pronotais, chamadas ctenidios, no térax. As pulgas pdem
pequenos ovos esbranquigados, de forma oval, em lotes de vinte ou mais.

Entre 2 e 14 dias as larvas eclodem dos ovos.

A larva da pulga é vermiforme, coberta por cerdas escassas, com aparato
bucal mastigador; as pu|gas ndo tem olhos. As |arvas, que raramente vivem no
corpo do hospedeiro, sdo encontradas geralmente livres, alimentando-se de res-
tos organicos, inclusive de fezes das pulgas adultas. O periodo larval tem trés
estagios que duram de 7 a 14 dias, quando entdo ocorre a Formagéo da pupa.
As pupas sdo envoltas por um casulo de seda coberto de particulas de poeira.
Apds 14 dias, as pulgas emergem da pupa. Ao emergirem, as pulgas adultas

devem encontrar um hospedeiro dentro de duas semanas, sendo morrem.

Uma vez que a larva da pulga precisa amadurecer no ninho do hospedeiro,

a pu|ga infesta somente animais que fazem ninho, como ratos, camundongos,
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gatos e caes. Animais que nao fazem ninho, como vacas, cavalos e cervos, ndo
tém pulgas. Em algumas espécies de pulgas, o ciclo reprodutivo da fémea ¢
desencadeado por horménios reprodutivos do hospedeiro-fémea. Dessa for-
ma, fica assegurado que uma geracdo nova de pulgas amadureceré antes que a

prole do hospedeiro deixe o ninho.

A importancia médica das pulgas, além da picada iritante e das alergias que
ocasiona, est4 na transmissdo de micrébios patogénicos para os seres humanos e
outros animais. Por exemplo, as pulgas do gato, Ctenocephalides felis, e do cao,
Ctenocephalides canis, sdo hospedeiros intermediérios dos helmintos Djpylicium
caninum e Hymenolepis spp, que parasitam cdes, gatos e seres humanos. A pul-
ga do homem ¢é a Pulex irritans. A pulga do rato, Xenopsylla cheopis, é o vetor

primério de Yersinia pestis, bactéria causadora da peste bubénica.

Figura 22. Imagem de uma pulga.
Foto: Luzia Caputo (Laboratério de Patologia, setor de Histotecnologia/lOC—Fiocruz.

As pulgas podem ser controladas por inseticidas. Terras de diatoméceas
e bérax tem sido usados com sucesso no lugar de inseticidas, téxicos para
animais e para o homem. A terra de diatomécea e o bérax absorvem lipideos

cuticulares do exoesqueleto, causando desidratacao.

A umidade ¢é critica para a sobrevivéncia da pulga. Os ovos precisam de
umidade relativa de pelo menos 75% e as larvas precisam de pelo menos
50% para sobreviverem. Em 4reas (imidas, aproximadamente 209% dos ovos
sobrevivem até a idade adulta, enquanto em 4reas 4ridas menos de 5% com-

pletam o ciclo vital. As pulgas adultas precisam de temperaturas que variem
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de 21°C 4 32°C para sobreviver. Baixas temperaturas retardam ou interrom-
pem completamente o ciclo de vida da pulga. Uma combinagéo de umidade
controlada, temperatura e limpeza a vicuo pode ser suficiente para reduzir, e

mesmo eliminar, a infestagéo por pulgas.

3.4.1 Familia Tungidae

Nessa familia encontra-se o bicho-do-pé.

a) Taxonomia

A espécie de interesse médico é Tunga penetrans, conhecida como bicho-

do-pé. O bicho-do-pé ¢ relativamente comum nas zonas rurais.

b) Interesse médico

O bicho-do-pé tem esse nome por penetrar na pe|e, gera|mente entre os
dedos do pé¢, onde a pele é mais fina. A infestacdo se da usualmente ao se
andar desca|<5'o em currais, chiqueiros e praias infestadas. Recebe vérios no-
mes: batata, bicho, bichd, bicho-de-cachorro, bicho-de-porco, bicho-do-pé,
bicho-do-porco, bitacaia, chique, chitacaia, dengoso, espinho-de-bananeira,
espordo, jatecuba, matacanha (em Angola e Mocambique), moranga, nigua,
olho-branco, o|ho-o|e-pinto, piolho-de-farad, pitxoca/pitxoka, pu|ga-o|a-areia,
pu|ga-o|e-bicho, pu|ga-o|o-porco, pu|ga-penetrante, sico, tagura, tacuru, tatar-

né, tucuru, tunga, tunguacu, vitacaia, xiquexique, xiquia, zunga, zunge, zunja.

A Tunga penetrans, que tem aproximadamente 1 mm de comprimento,
entra na pele do hospedeiro para se alimentar do sangue necessério ao de-
senvolvimento dos ovos. No hospedeiro, o abdome da fémea se expande

o o . .
enormemente, entre 0 2° ¢ o 3~ segmento abdomlna|, ea pu|ga fica com
a forma de um saco redondo, com o tamanho de uma ervilha e rep|eto de

ovos. A permanéncia da fémea fecundada do bicho-do-pé dentro da pele do
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hospedeiro humano e de outros animais causa coceira, dor, edema e u|ceragéo
que pode servir como porta de entrada para infecgdes bacterianas secundarias.
|nFecg6es bacterianas graves sdo exemplificadas por Glceras, tétano e mesmo

gangrena, que podem levar até mesmo & amputacdo da pema.

Figura 23. Um tungideo, o bicho-do-pé.
lustracdo: Reproduzida de British Museum of Natural History, 1909.

3.5 Ordem Blattaria

Blattaria ou Blattodea é uma ordem de insetos cujos representantes sdo
popu|armente conhecidos como baratas. E um grupo cosmopo|ita, encontrado

em todo o planeta. Apenas 1% das espécies é considerada sinantrépica.

a) Taxonomia

Dentre as espécies mais comuns estdo Blatta orientalis, Blattella germanica
e Periplaneta americana. O registro f6ssil mais antigo de uma barata ¢ datado
do Periodo Siluriano, hé aproximadamente 400 milhdes de anos. No entanto,
as baratas de hoje mudaram pouco, permanecendo insetos ndo especializados.
As mudangas ocorreram na genitlia da fémea, na forma de pdr os ovos e nas
asas. Na genitalia feminina, houve redugéo do ovipositor, que ndo é mais visivel
externamente. Em tomo de 60 milhes de anos atrds, os ovos passaram a ser
colocados no interior de uma ooteca, em vez de individualmente, com o que
se evita a dessecacdo. As asas deixaram de ter como funcdo principal o voo,

havendo redugéo ddS asas em a|guns Casos.
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b) Interesse médico

Dentre os principais problemas de interesse médico que a barata pode
ocasionar, estd a sua atuacdo como vetor mecanico de patégenos diversos —
como virus, bactérias, fungos, protozoarios e vermes; como vetor biolégico de
he|mintos; e como vetor de reagoes a|érgicas, causadas pe|o contato com as
fezes e extvias. Além disso, a barata inutiliza alimentos, pois deixa um odor
repugnante por onde passa; réi e suja utensilios, como roupas e livros; ¢é praga
agricola de relativa importancia, uma vez que réi raizes e se alimenta de produ-

tos armazenados; e causa problemas psicolégicos de nojo e medo.

c) Caracteristicas gerais

As espécies Periplaneta americana, Blatta orientalis e Blattella germanica
sao oviparas. As baratas sdo hemimetdlicos e paurometabélicos, ou seja, os
imaturos e adultos vivem no mesmo habitat. Dependendo da espécie, o ta-
manho das baratas varia de 3 mm a 10 cm de comprimento. As baratas tém
corpo oval, achatado dorsoventralmente e, em geral, de co|oragéo escura. A
cabega ¢ curta, subtriangu|ar, com pecas bucais mastigadoras, antenas |ongas
e filiformes, geralmente dois ocelos e olhos compostos. Os olhos compostos
estdo presentes na maioria das espécies, a excegdo das espécies cavernicolas.
O térax possui trés pares de pernas do tipo ambulatoriais. Quando presentes,

hé dois pares de asas, que podem cobrir o abdome.

As baratas gostam de |ugares quentes e amidos, podendo ser encontradas
sob pedras, cascas de rvores e no interior das edificag()es humanas, onde pre-
ferem a cozinha e a rede de esgotos. As espécies sinantrépicas sdo onivoras,
tém habitos gregérios e sdo noturnas. As baratas preferem a noite para procurar
alimento e parceiros para acasalamento e para realizar oviposicao e dispersao.
Durante o dia, permanecem escondidas, descansando. Na verdade, as baratas
passam 75% de seu tempo iméveis. As baratas urbanas sdo capazes de viver

trés dias sem égua e dois meses sem comida.
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Na maioria das espécies, os ovos estdo contidos em um estojo denomina-
do ooteca. A ooteca varia em forma, tamanho e nimero de ovos de espécie
para espécie. O nimero de ovos dentro da ooteca pode variar de 4 a 50
ovos. A ooteca geralmente é depositada em locais escondidos, e muitas vezes
cobertos com detritos, para manter a umidade e servir de camuﬂagem contra
predadores. A duracdo do estégio de ovo varia, dependendo da espécie e da
temperatura. Por exemplo, na barata americana, a duragdo da fase a 29°C ¢
de aproximadamente cinco semanas. A duragdo e o nimero de estégios ninfais
variam também segundo a espécie, O sexo e as condigées ambientais. Em geral,
condigdes desfavoraveis levam a um maior nimero de estagios. Para a barata
americana, a duracdo do estégio ninfal a 29°C ¢ de aproximadamente oito
meses; a espécie apresenta entre 11 ¢ 12 estégios. A diferenca entre as ninfas
e os adultos esté nas asas e nos 4rgaos sexuais. Assim, nas ninfas, as asas estdo

ausentes e os érgdos sexuais nao estdo desenvolvidos.

As baratas tém muitos inimigos naturais: bactérias, vermes, Fungos, protozodrios,
artrépodes — como 4caros, aranhas, besouros, escorpides —, hemipteros, himendp-
teros, vertebrados predadores e parasitos. Seis familias de himendpteros, por exem-
plo, se desenvolvem nos ovos das baratas e algumas familias de vespas alimentam

suas |arvas com ninFas de barata.

Curiosidades

Para muitos povos e regides, as baratas tém um lugar de destaque no
folclore, havendo mencao a elas em modinhas, supersticoes, jogos infantis,

medicina popular, provérbios, adivinhacdes, ditados e na alimentacao.

Na medicina popular, existem relatos do uso de Blatta orientalis
principa|mente nas curas do alcoolismo, asma, bronquite, cblicas intestinais,
dores de cabega e ouvido, furinculos e gripe. De fato, pesquisadores
russos e alemaes dos séculos XIX e XX conseguiram comprovar o efeito

terapéutico das baratas.
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Muitos povos orientais e indigenas usam baratas, ingeridas cruas ou

cozidas, na sua alimentacdo.

As baratas também sdo utilizadas como material didatico em aulas
de anatomia na érea de entomologia; como alimento na manutengdo de

criagoes de outros insetos; e como iscas por pescadores.

Em ecossistemas naturais, as baratas sdo importantes fontes de alimento

de diversas espécies de animais. Além disso, as baratas atuam na reciclagem

dos nutrientes, uma vez que sdo sapréfagas.

Figura 24. Periplaneta americana ou Blatta americana, uma espécie de barata.
Foto: Reproduzida de Rafael, Silva e Dias, 2008.

3.6 Ordem Acari

Os 4caros compreendem um grupo de artrépodes (aracnideos) de habi-
tat e hébitos variados, e na sua maioria terrestres. Nao possuem cefalotérax
distinto, como nos outros aracnideos: o préprio abdome se funde aos demais
segmentos para constituir um Gnico segmento, denominado idiossoma. As que-
liceras e demais pecas bucais estdo reunidas em uma estrutura Gnica, denomi-
nada capl'tu|o ou gnatossoma. Os adultos e as ninfas possuem quatro pares de
pernas; na fase larval, apresentam apenas trés pares. Nessa ordem, estdo os

carrapatos, os acaros do corpo, dos cilios e da poeira doméstica. Podem ser
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parasitos de mamiferos, aves, répteis e de outros artrépodes. Os é&caros sdo

achatados dorsoventralmente.

3.6.1 Subordem Ixodida, familia Argasidae e Ixodidae

Um carrapato, ou carraca, é um artrépode da ordem Acari. As familias de

interesse médico sdo as familias Argasidae e Ixodidae.

a) Taxonomia

Os carrapatos mais comuns no Brasil sdo Boophilus microplus, Amblyomma
cajennense, Argas miniatus, Rhipicephalus sanguineus e Ormithodorus rostra-
tus. Dentre os géneros de importancia, estdo Argas; Dermacentor; /—/aemaphy-
salis, vetor da febre Q; Hyalomma e Rhipicephalus, vetores da babesiose e
teileriose; Ornithodorus, que transmite rickettsiose; e Ixodes, cuja saliva pode

causar prurido, eritema, febre e paralisia com contraturas, que pode ser fatal.

b) Interesse médico

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos, responséveis pela transmis-
sdo de varias doencas humanas e animais. O interesse médico dos carrapatos
esté no parasitismo espoliativo, na agdo toxica da saliva e no seu papel como vetor.
O parasitismo espoliativo é causado pela hematofagia, ainda mais quando a infes-
tacdo se da por grande niimero de espécimes. A acdo téxica ¢ causada pela saliva
dos carrapatos, que pode ser irritante, toxica e alérgica. Alguns virus causadores de
encefalites também podem ser transmitidos por carrapatos. A espécie Ixodes ricinus
e espécies do género Dermacentor causam, em vérios animais, paralisia por carra-
pato como resultado de uma toxina presente na saliva do inseto. A toxina atinge o
sistema nervoso, provoca falta de coordenacdo motora — dificulta o andar e causa
tombos e incapacidade de permanecer em pé —, vémitos e pode levar a letalida-
de. Os carrapatos podem ser vetores de virus, bactérias e protozoérios. Dentre as

doencas mais importantes causadas pela transmissdo de patégenos aos humanos,
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estdo a febre maculosa, causada por Rickettsia rickettsii e também denominada
rickettsiose; a borreliose, ou febre intermitente, incluindo a doenca de Lyme, cau-
sada por vérias espécies de Borrelia sp; a febre Q; as babesioses; as teilerioses; as

ehrlichioses; e as meningoencefalites causadas por carrapato.

Boophilus microplus, o carrapato-de-boi, é vetor de doengas ao gado bovino.
O carrapato-estrela, Amblyomma cajennense, é o parasito mais comum no homem
e vetor da febre maculosa causada por Rickettsia rickettsii — a rickettsiose mais
prevalente no Brasil. O carrapato-estrela, que tem o tamanho de um feijdo verde,
infesta o homem, mamiferos domésticos e silvestres e aves. A forma larval é o mi-
cuim: abundante nos pastos nos meses de marco a julho, pode ficar até dois anos
sem se alimentar, esperando um hospedeiro. O micuim causa coceira e inflamacdo
sérias. O Argas miniatus, o carrapato-de-galinha, transmite aos galindceos a bouba,
doenga infecciosa semelhante & sifilis. O Rhipicephalus sanguineus, o carrapato-
vermelho-do-cao, ¢ tipico de cies e gatos; os adultos de Rhipicephalus sanguineus

preferem instalar-se nas patas e nas orelhas do cdo e sdo de dificil controle.

c) Caracteristicas gerais

Existem espécies microscépicas de carrapatos de até 0,25 mm de didme-
tro. Os carrapatos vivem em touceiras, no capim, no chdo, entre as madeiras,
em climas Gmidos ou secos, em todos os continentes do planeta. Eles geral-
mente tém forma oval e, quando em jejum, sdo achatados no sentido dorso-
ventral, porém apds o repasto sanguineo ficam convexos e até esféricos. Os
carrapatos argasideos, chamados de carrapatos moles, ndo possuem escudo,
seu corpo ¢ duro e o aparato picador pode ser observado em vista dorsal.
Os carrapatos ixodideos, chamados carrapatos duros, possuem escudo, seu
corpo ¢ enrugado e o aparato picador ¢ ventral. A principal diferenca entre os

carrapatos Argasidae e Ixodidae é a permanéncia no hospedeiro vertebrado.

Os argasideos passam a maior parte do tempo livres no ambiente; normal-
mente ndo permanecem aderidos ao hospedeiro por periodos prolongados,

pois passam a maior parte do tempo escondidos em frestas e em abrigos
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de animais, procurando o hospedeiro apenas para se alimentar, normalmente
quando os hospedeiros dormem. Os argasideos sdo notéveis por poderem
permanecer em jejum por periodos prolongados, de até mais de um ano, es-

perando pela oportunidade de se alimentar.

Ja os carrapatos da familia Ixodidae permanecem longos periodos sobre

seus hospedeiros, com ciclos biolégicos de um a trés hospedeiros distintos.
Boophilus microplus, o carrapato-do-boi, por exemplo, é um carrapato que
parasita um Gnico hospedeiro. Ele adere ao hospedeiro ainda na fase larval,
alguns dias apds a eclosdo dos ovos. As larvas fazem o repasto sanguineo,
ingurgitam-se e realizam a muda, passando para ninfa e, posteriormente, che-
gando 3 fase adulta. As fémeas caem no solo e procuram um local protegido
para realizar a postura dos milhares de ovos que produzem, morrendo em
seguida. J& o carrapato-de-cavalo, Amblyomma cajennense, é um carrapato
que parasita trés hospedeiros. As larvas e as ninfas caem ao solo para realizar
as mudas e em cada uma das mudas passam para outro hospedeiro, a fim de

fazer novo repasto sanguineo.

Figura 25. Carrapato argasideo.
Foto: Reproduzida de Occi, s.d.
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Figura 26. A) Carrapato ixodideo; B) Rostro magnificado.
Fotos: Reproduzidas de Ocdi, s.d.

Figura 27. Sequéncia mostrando a dilatacdo do corpo
de um carrapato apés o repasto sanguineo.
Foto: Reproduzida de Koch, 1986.

3.6.2 Subordem Acarididae, familia Sarcoptidae

NQSSG famﬂia estdo os acaros causadores da sarna.

a) Taxonomia

Os 4caros da familia Sarcoptidae sdo muito pequenos, de dificil visua-
|iza§éo a olho nu; possuem o corpo globoso e ligeiramente ovalado, com
rostro curto. As pernas sdo curtas e grossas, com ventosas tarsais ou pedice|os
simples e longos. Dois pares de pernas se localizam anteriormente, proéximas

ao rostro; os outros dois pares estdo situados mais afastados, posteriormente.
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Muitas espécies vivem como parasita da pele de mamiferos e podem parasitar
o homem apenas acidentalmente. Dos 4caros da familia Sarcoptidae, somente

o Sarcoptes scabiei ¢ encontrado parasitando o homem.

b) Interesse médico

Sarcoptes scabiei ¢ um artrépode parasito da pe|e do homem, causador
da sarna. Suas fémeas cavam tineis em forma de S sob a pele do hospedeiro
para deposicdo dos ovos. As larvas eclodem em trés dias e movem-se sob a
pele; depois de trés ou quatro dias, transformam-se em ninfas octépodes e
amadurecem como écaros adultos. Os é&caros adultos vivem de 3 a 4 semanas.
A movimentacio dos artrépodes na pele do hospedeiro e a reacdo alérgica
que a acompanha produzem intenso prurido, que se intensifica & noite. O ato
de cocar danifica a pele e pode levar & infeccdo bacteriana secundaria séria. O
prurido e os caminhos avermelhados dos tdneis em S na pele sdo os principais
sintomas da sarna. Os 4caros sarcoptes sdo transmitidos pelo contato direto.

S3o frequentes as inFestagées de sufnos por Sarcoptes scabiei.

c) Caracteristicas gerais

A escavacio da pele ¢ realizada pelo aparato bucal e por superficies
cortantes presentes nas patas dianteiras do Sarcoptes scabiei Os ovos sao
postos pela fémea & razdo de 2 a 3 ovos/dia, durante aproximadamente dois
meses. Quando as |arvas, que tém trés pares de patas, do écaro sarcoptes
eclodem, saem para a superficie da pele, & procura de foliculos pilosos onde
se alimentam e mudam para ninfas com quatro pares de patas. As [emeas tem
um estagio a mais de muda do que os machos. Assim, enquanto a fémea leva
17 dias para se tornar adulta, o macho se torna adulto entre 9 e 11 dias. A

fémea ¢ duas vezes maior em tamanho do que o macho.

Os écaros sarcoptes adultos sdo esFéricos, com dorso achatado e ventre

convexo como o de uma tartaruga, sem o|hos, com mlﬁ|tip|as cerdas e com quatro
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pares de patas. As fémeas tém de 0,3 a 0,4 mm de comprimento e de 0,25 a

0,35 mm de |argura,~ o tamanho dos machos ¢ metade do tamanho das fémeas.

Figura 28. Sarcoptes scabiei, aracnideo parasito da pele
do homem que causa a sarna.
[lustracdo: Reproduzida de Rey, 2008.

3.6.3 Subordem Actinedida, familia Demodicidae

Na familia Demodicidae ests o género Demodex de acaros, que parasitam

a FGCQ dO homem.

a) Taxonomia

Cerca de 65 espécies de Demodex jé foram descritas. As espécies que
parasitam o homem sdo Demodex folliculorum hominis, que habita os foliculos
pilosos, e Demodex brevis, que habita as glandulas sebéceas vinculadas aos

foliculos pilosos.

b) Interesse médico

Demodex folliculorum hominis e Demodex brevis sao espécies antropofilicas

cosmopolitas conhecidas como écaros dos cilios, pois com frequéncia sdo
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encontradas nos cilios. Sdo também encontradas nas sobrance|has, perto do
nariz, ouvido externo, podendo parasitar outras regides do corpo. Demodex
canis ¢ a espécie do cdo doméstico que raramente causa inFecgéo no homem.
A inFestagéo por Demodex é comum e geralmente sem sintomas, embora pos-

sam causar a|gumas doengas da pe|e.

c) Caracteristicas gerais

As vérias espécies de Demodex sdo pequenos artrépodes parasitos que
vivem dentro ou no entormo de foliculos pilosos e em glandulas sebéceas ligadas
aos foliculos pilosos de mamiferos. Os é4caros da face adultos medem entre 0,1
mm e 0,4 mm de comprimento. O corpo ¢ alongado, semitransparente e con-
siste de dois segmentos fundidos, com quatro pares de patas no 1° segmento.
O corpo ¢ coberto de escamas que auxiliam no ancoramento dentro do foliculo
piloso. O acaro Demodex vive com a cabeca dentro do foliculo, alimentando-se
de células da pele e da matéria sebécea que se acumula no foliculo. O sistema
digestivo ¢ tao eficiente que ndo existe orificio excretor. A extremidade abdomi-
nal fica voltada para o interior do foliculo. Os caros deste género ndo gostam de
luz. Especialmente & noite, podem deixar o foliculo piloso e andar vagarosamente
sobre a pele, a uma velocidade de 8 a 16 cm/hora. A fémea de Demodex
folliculorum é mais curta e mais redonda do que o macho. Os machos e fémeas

de Demodex tém aberturas genitais, e a fecundagéo ¢ interna.

A reprodugéo ocorre na abertura do foliculo piloso, e os ovos sdo colocados
dentro dos foliculos pilosos ou das glandulas sebaceas. Larvas de trés pares de
patas eclodem dos ovos apds 3-4 dias, ¢ em 7 dias as larvas tornam-se adultos,
apresentando entao quatro pares de patas. O 4caros crescidos deixam o foliculo-

ninho para procurarem outro foliculo. Os adultos vivem durante vérias semanas.

Estima-se que a infestacdo em individuos humanos idosos encontre-se
entre 96 e 98% desses individuos, o que parece estar ligado & quantidade

de matéria sebécea mais alta que produzem. Os 4caros demodex podem
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ser observados, pelo microscépio, nos cilios e nas sobrancelhas. Os écaros
passam de hospedeiro pelo contato direto. Animais de diferentes espécies
hospedam diferentes espécies de 4caro demodex. Geralmente os écaros de
uma espécie ndo sdo contagiosos para outra espécie. Na maioria dos casos,
os acaros passam despercebidos, sem ocasionarem sintomas adversos; em
determinados casos, porém, relacionados com baixa do sistema imunitério,
stress ou doenca, as populacdes do 4caro podem aumentar, resultando em
demodicose, patologia caracterizado por coceira, reacdes inflamatérias e
granulomatosas, inFecgées secundérias e outras desordens da pele. A blefarite,

inflamacdo das pélpebras, também pode ser causada por 4caros demodex.

Figura 29. Demodex folliculorum adulto.
Foto: Reproduzida de Rey, 2008.

3.6.4 Subordem Acaridida, familia Pyroglyphidae

Nessa familia estdo os dcaros da poeira doméstica, frequentemente obser-

vados no domicilio humano.

a) Taxonomia

Nessa familia estdo os 4caros sinantropofilicos Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronyssinus e Euroglyphus maynei, com frequéncia obser-
vados nas habitagées humanas de todo o planeta, e conhecidos como 4caros

da poeira doméstica.
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b) Interesse médico

Os é4caros da poeira doméstica se alimentam de detritos organicos, como
as descamacdes da pele humana, abundantes no ambiente doméstico. Os
4caros da poeira da casa sdo uma causa comum da asma e provocam sintomas
alérgicos no mundo inteiro. As fezes dos dcaros da poeira doméstica sao for-

temente alergénicas.

c) Caracteristicas gerais

Os 4caros da poeira doméstica adultos medem 0,5 mm de comprimento
e de 0,25 mm a 0,3 mm de largura. Eles apresentam cor azul cremosa, cuti-
cula estriada, forma retangular e quatro pares de patas, possuindo idiossomo
ovoide e estriado. Como todo acari, os 4caros da poeira da casa tém oito
pés (exceto no primeiro estdgio, quando tém trés pares). A vida média dos
machos ¢ de 10 a 19 dias. As fémeas grévidas vivem em torno de 70 dias,
colocando de 60 a 100 ovos. A exposicio a temperaturas superiores a

60°C e inferiores a -20°C e umidade abaixo de 50% os destroem. Esse

aracnideo sobrevive em todos os c|imas, mesmo em altas altitudes.

Uma pessoa verte aproximadamente 1,5 g/dia de células epiteliais ou O,3-
0,45 kg/ano, o suficiente para alimentar aproximadamente 1 milhdo de 4ca-
ros. O controle dos acaros da poeira doméstica passa necessariamente pelo
controle da umidade, que deve ser mantida baixa. Os 4caros sao encontrados
de preferéncia nos quartos e nas cozinhas, vivendo em colchdes, tapetes,
estofados. Os alérgenos produzidos por eles estdo entre os mais comuns alér-
genos desencadeadores de asma. Alguns sinais principais de alergias causadas
por 4caros da poeira doméstica sdo coceiras, espirros, olhos lacrimejantes e
vermelhos, coriza, febre do feno, obstrucio pulmonar. A alergia pode ser
crénica. O pd de boro ¢ usado frequentemente para erradicar acaros da

poeira da casa pela desidratagéo que ocasiona aos &caros.
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Figura 30. Dermatophagoides pteronyssinus, um dos écaros da poeira doméstica.
Foto: Reproduzida de University of Florida, s.d.

4. Técnicas de coleta de insetos de interesse médico

A coleta de espécimes de insetos é necesséria para conhecermos a epide-
miologia das doengas. Quais espécies vivem em quais lugares, quando e em que

hospedeiro, sdo algumas das perguntas que se quer responder com as coletas.

Vérios tipos de equipamentos sdo usados para coletar insetos de interesse
médico, como tubo manual de sucgao, armadilhas com iscas animais e luminosas,

armadilhas a gés e com feroménios.

Antes de iniciar a coleta de qualquer grupo de insetos, é necessério ter
em mente alguns pardmetros, para que se saiba onde procurar os espécimes,
o que levar para campo, em que horério do dia é mais proveitosa a coleta,
como transportar o material coletado e como receber, triar e guardar o material

no retorno ao laboratério.

* Conhecimento da biologia e ecologia do inseto que se pretende
coletar: deve-se ter um minimo de conhecimento a respeito do ciclo de
vida, dos principais criadouros, dos tipos de atrativos ou iscas e do horério
de atividade do inseto em seu ambiente natural. De posse desses conhe-
cimentos serd mais fécil encontrar no campo espécimes do grupo que se

quer estudar.



362 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

* Finalidade da coleta: ¢ necessério definir qual o tipo de estudo que
estéd sendo desenvolvido e o tipo de material a coletar: se insetos adultos
ou formas imaturas, insetos mortos ou vivos. Definidos esses objetivos, ¢é
possivel programar ndo sé o local adequado para a coleta, mas também
o material necessario para realizd-la e quantos coletores serdo necessarios

para o desempenho da tarefa.

° Organizagéo do material: no dia anterior & coleta deve ser preparado
todo o material que se necessita levar para o campo. O material deve
ser embalado adequadamente, para evitar danos ou extravio durante a
viagem, e colocado em uma caixa de f4cil transporte e manuseio para
situacoes de dificuldade no campo, como locais de dificil acesso, ingremes
ou a|agao|os. Junto com o material de co|eta, ¢ importante que se obser-
vem as regras de seguranca, levando todos os equipamentos de protecao
individuais (EPIs) e equipamentos de protecao coletivos (EPCs), se for o
€aso, necessdrios para o tipo de coleta. Se a coleta for feita em perl'odos
regu|ares, semanais ou mensais, € bom manter uma lista contendo todos
os itens necessarios junto da caixa de transporte dos insetos, de forma a
poder conferir a relacdo de itens com facilidade antes do dia da coleta,

repondo o material gasto ou inutilizado.

* Programacdo do dia da coleta: o dia da coleta deve ser programado com
antecedéncia com base em boletins meteorolégicos e na disponibilidade

de transporte e de pessoa|.

Com os pardmetros acima definidos, podemos reduzir o tempo gasto nas
coletas e calcular a quantidade de material que estd sendo levada para o
campo, evitando-se desperdl'cio e excesso de peso, e contribuindo, ainda,
para manter ndo apenas a seguranca das pessoas envolvidas nas coletas e no

transporte, mas também a integridade do material coletado.
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4.1 Coleta de formas adultas de insetos de interesse médico

As formas adultas podem ser coletadas com rede entomo|égica, captura-

dores de succdo, bandeja d'4gua e armadilha luminosa, entre outros métodos.

A rede entomolégica, também conhecida como pucé, é prépria para co-
letar insetos em voo. Consiste em um cabo de madeira com um aro de arame
numa extremidade, contendo um saco feito de tecido filé preso por uma das
pontas. A madeira deve ser leve para facilitar o manuseio. O cabo também
pode ser de aluminio. O didmetro do saco pode ser variado, levando-se em
consideragéo o tamanho do inseto que se quer coletar — borboletas, maripo-
sas, odonatas, vespas, cigarras, moscas. Porém, para insetos alados menores,

embora também seja utilizada, pode ser substituida pelo capturador de Castro.

O capturador de sucgao ¢ utilizado para capturar insetos alados quando
pousados sobre o hospedeiro para o repasto sanguineo. E formado por um
tubo de vidro ou acrilico, provido de uma tela fina em uma extremidade, a
qual estd acoplado um tubo de borracha ou uma mangueira de garrote, que
servird para succdo. Existem outros modelos de capturadores & base de succdo.
A succao pode ser com a prépria boca ou por uma bomba que gere pressio
negativa. Sua finalidade ¢ aspirar o inseto para dentro do tubo de vidro. O
inseto poderd ser transportado para uma gaiola, caso seja necessario manter o
espécime vivo, ou para um frasco mortl'Fero, contendo éter ou acetato de etila.
O capturador de succao ¢ excelente para a captura de mosquitos, moscas,
borrachudos, maruins e flebétomos, entre outros. A ideia desse tipo de captu-
rador foi descrita em 1928 por Patrick Alfred Buxton, médico entomologista

da London School of Hygiene and Tropical Medicine.
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Figura 31. Capturador de succio.

Foto: Nata|y Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz).

A bandeja d'4gua ¢ de fécil construcdo e emprego. Consiste numa forma
assadeira de bolo, quadrada, cujo fundo esteja pintado com uma co|oragéo
atrativa, como o branco, o amarelo ou o verde. A tonalidade da cor pode
fazer toda a diferenga no sucesso da coleta. A férma deve ser colocada no
solo e ficar cheia de 4gua, & qual se acrescentam algumas poucas gotas de de-
tergente, que servem para facilitar o afundamento dos insetos que nela cafrem.
Os insetos capturaclos ndo devem ser deixados na agua por muito tempo para

que nao estraguem.

A armadilha luminosa ¢ usada para a coleta de insetos noturnos. Existem
vérios modelos de armadilhas luminosas. A lampada pode ser de luz negra,
incandescente ou fluorescente. Uma variacdo da armadilha luminosa é a coleta
em um pano sob uma fonte de luz. Coletar insetos sob as |émpao|as da ilu-
minagdo publica ou na iluminacdo externa das residéncias ou outros edificios
também é um método que acaba rendendo bons exemplares. De forma geral,
as lampadas isoladas, situadas longe das grandes concentracées urbanas de

|UZ, produzem os me|hores resu|tao|os‘



Entomologia Médica | 365

Figura 32. Um tipo de armadilha luminosa.

Foto: Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz.

A armadilha com isca, usada para atrair insetos zoofilicos ou ecléticos,
tem um animal como isca. Existem vérios modelos de armadilhas com isca,
que podem receber diferentes nomes de acordo com o seu inventor — por

exemplo, armadilha de Shannon, de Damasceno, de Noireau, etc.

Figura 33. Tipos de armadilha com isca.
Foto: Nata|y Souza, Mauricio Villela, Gustavo Aguiar
(Laboratério de Transmissores de Leishmanioses e Laboratério de Dl'ptera/|OC—Fiocruz).
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Os insetos capturados podem ser mortos pe|o uso de um frasco mortifero.
O frasco mortifero é um vaso de vidro contendo substancia venenosa volatil.
E importante que esse frasco seja guardado em local seguro, longe do alcance
de criancas e animais domésticos, e que tenha uma etiqueta de identificagdo
contendo a pa|avra VENENO bem visivel. Pode ser envolvido externamente por
uma camada de fita adesiva, como medida de seguranga, caso venha a cair e
se quebrar. A colocacdo da fita adesiva facilita o seu descarte, sem extravasar
o contedo venenoso. O frasco mortifero ndo pode ser confeccionado com

vasilhames plasticos, pois éter e acetato de etila diluem o pléstico.

Como construir um frasco mortifero

O frasco mortifero ¢ um vaso de vidro contendo substancia venenosa
volatil, para sacrificar os espécimes coletados. Pode ser construido utilizan-
do-se, por exemplo, um frasco de vidro de maionese de 500 g, vazio e
com tampa. Faz-se uma solucdo de gesso e coloca-se uma camada de gesso
de 2 ou 3 cm no fundo do vaso. Apds a secagem do gesso, derrama-se
dentro do frasco uma quantidade do liquido mortifero — éter ou acetato
de etila — suficiente para umedecer o gesso sem encharcé-lo. Esse tipo de
equipamento ¢ Gtil, no campo, quando nao se dispde de um freezer, que é

um método mais seguro para matar os espécimes.

Caso se tenha & disposicio um freezer, pode-se recorrer ao método a
base de resfriamento para sacrificar os espécimes. Eles devem ser colocados
dentro de um saco plastico etiquetado, com inFormagées sobre data da
co|eta, |oca|, nome do co|etor, tipo de coleta e outros dados que se ju|gue

importantes, e postos no freezer por 5 a 10 minutos, até que morram.

E importante que insetos pequenos e delicados ndo sejam misturados no
mesmo saco com insetos maiores e mais resistentes, pois, na ansia de se libertar,
os maiores destruiriam os menores. Certas vespas possuem grande quantidade

de glicerol no corpo e ndo devem ser mortas por esse método, uma vez que



Entomologia Médica | 367

o glicerol funciona como anticongelante e faculta a sobrevivéncia do inseto

mesmo apds horas dentro do freezer.

4.2 Coleta de formas imaturas de insetos de interesse médico

Formas imaturas aquéticas podem ser coletadas com conchas e tubos su-
gadores. Elas podem ser mortas com 4gua quente e depois fixadas, para ndo
sofrerem melanizacdo, que é o escurecimento da cuticula. A fixacdo ¢ feita
com uma mistura de 1 parte de querosene, 7 a 9 partes de alcool 96° GL,

1 parte de 4cido acético glacial e 1 parte de detergente incolor.

A seguir descrevemos os tipos de coletas mais utilizados em diferentes

grupos de insetos de importancia médica.

4.3 Técnicas de coleta de alguns insetos hematéfagos

4.3.1 Coleta de culicideos, flebotomineos, ceratopogonideos e simuliideos

Mosquitos, F|ebétomos, maruins e borrachudos podem ser capturados com
armadilha luminosa, isca animal ou utilizando-se, quanclo pousem, nas horas de

preFeréncia de hematofagia para cada espécie, o capturador de Castro.

Para o transporte das fémeas de flebotomineos ao laboratério, utilizam-se
gaiolas de tecido de néilon presas a armacoes de ferro, contendo uma flanela
dmida na sua lateral e envolvidas em saco plastico (fig. 34). As gaiolas sdo
semelhantes as sugeridas por Barraud para a criacao em laboratério. Para o
transporte de culicideos, utilizamos gaiolas cilindricas de papeldo ou pléstico,

revestidas de papel-filtro.
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Figura 34. Gaiolas para acomodacio de flebotomineos.
Fotos: Nataly Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses

e Laboratério de Dl’ptera/|OC—Fiocruz).

4.3.2 Coleta de triatomineos

A captura de triatomineos poo|e ser realizada por dois métodos: busca
ativa e busca passiva. Na busca ativa, os coletores pesquisam o domicilio,
o peridomicilio e o ambiente silvestre em busca de marcas de fezes, extvias
e ovos eclodidos, como sinais importantes que indicam a presenca de
triatomineos. Na busca passiva, a captura é realizada com diferentes tipos de
armadilhas que atraem os insetos, sem a participagdo direta do coletor, daf a
denominagéo passiva. As armadilhas podem ser luminosas ou com isca animal.

A armadilha luminosa do tipo Malaise consta de um tecido branco, me-
dindo cerca de 1,5 m x 1,5 m, e de uma fonte luminosa, responsével pela
atracdo dos insetos. Essa armadilha deve ser montada no periodo notumo,
durante aproximadamente quatro horas, para que a luz atraia os insetos. A
armadilha com isca animal, ou armadilha de Noireau, comumente utilizada para
capturas no ambiente silvestre, consta de um pote p|éstico, com a tampa telada
na parte centra|, envolto por uma fita adesiva de o|up|a face na parte superior.
Em seu interior, é colocado um animal, que pode ser um pinto ou um camun-
dongo, cuja temperatura corporal, |iberagéo de CO2 e dejeg()es nitrogenadas
atraem o triatomineo. Esse tipo de armadilha é usado em copas de palmeiras,

buracos de pedra, tocas de animais e ocos de érvores, entre outros.
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No domicilio, a pesquisa ¢ feita em estrados de cama, objetos guardados,
caixas, paredes, calendarios e fotos presas em paredes, roupas e em tetos re-
vestidos de folhas de palmeira.Por ser uma 4rea onde existem muitos locais que
podem servir de abrigo para os triatomineos, a investigacdo no peridomicilio
¢ mais abrangente. Por isso, ¢ um trabalho mais demorado e que requer muita
atencdo. Muitas vezes existem no peridomicilio amontoados de telhas, lenhas
e tijo|os, cercas de curral, ga|inheiro e poci|gas, paidis, fornos, entre outros.
As lenhas e cercas normalmente tém suas cascas soltas, e ¢ sob elas que os
triatomineos se escondem. Assim, as cascas devem ser removidas com cuidado
para a observagdo da presenca de todas as formas do desenvolvimento — isto

¢, de ovo a adulto.

No ambiente silvestre, as buscas sdo realizadas em locais que podem abri-
gar possiveis hospedeiros, como roedores, tatus, gambés e aves, entre outros.
Esses ambientes incluem pedras, ninhos de aves, areas sob a casca de troncos
de érvores ou arbustos, troncos de é&rvore, tocas de animais, bromélias, pal-
meiras e outros, variando de acordo com a regido que esté sendo pesquisada.
Para as buscas em éreas de pedra, deve-se levanté-las e, apés a observagéo,
deve-se retorna-las para a posicao anterior, de modo a nio alterar o ambiente.
No caso das palmeiras, ¢ possivel trabalhar com o uso de armadilha com isca
animal ou, entdo, derrubando a pa|meira. Nesse caso, é preciso autorizacao do
6rgao de fisca|izag§o ambiental para a sua derrubada. O trabalho ¢ realizado,

retirando-se as folhas uma a uma até se chegar a parte central.
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Figura 35. Na busca ativa, os coletores pesquisam o domicilio,
o peridomicilio e o ambiente silvestre em busca de marcas de fezes (A),
exavias (B) e ovos eclodidos (C) e (D), como sinais importantes

que indicam a presenca de triatomineos.
Fotos: Teresa Cristina Monte Gongalves, Catarina Macedo (Laboratério de
Transmissores de Leishmanioses, Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Os insetos coletados devem ser acondicionados em recipientes, devida-
mente identificados quanto ao local de captura, nome do coletor e data. Esses
dados sdo de extrema importancia porque, havendo a necessidade de retornar
ao local de coleta para capturar mais espécimes, isso s6 serd possivel mediante

essas informagdes.

Etiqueta de identificacao
*Nimero de acesso (registro de arquivo em ordem numérica crescente e outros cédigos)

*|dentificagdo da espécie

*Nome do coletor

*Data

® Enderego de coleta

* Coordenadas geogréficas (graus, minutos, segundos)

*Local de coleta: ( )domicilio ()peridomicilio ( )quarto ( )sala ( )galinheiro ( )chiqueiro ( )outros

* Outras informacdes
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O recipiente para o transporte do inseto vivo deveréd conter, em seu in-
terior, pape| dobrado em sanfona, para aumentar a superficie de contato.
Pequenos orificios devem ser feitos na tampa; no entanto, deve-se cuidar que

~ . . . o 7 ] ~
nao sejam muito grandes, fpara que Os Oovos e anas de 1 estadlo nao passem.

No caso de insetos mortos, devem ser contidos no recipiente por um papel
fino (papel higiénico ou lenco de papel), a fim de evitar que se desloquem
dentro do recipiente, e que estruturas o|e|icadas, como antenas, tarsos e cer-

das, se daniFiquem, o que dificultaré a sua identificagéo.

4.4 Técnicas de coleta de moscas

De acordo com o objetivo da coleta, os oh'pteros muscoides capturados
serdo sacrificados ou mantidos vivos, o que determinard a maneira que devem

ser transportados ao laboratério.

4.4.1. Subordem Brachycera, inkaordem Muscomorpha, ou moscas das miiases

Geralmente quem realiza a coleta de larvas das mifases é a equipe
médica ou de enfermagem dos hospitais ou postos de satide. As larvas
sdo coletadas com o auxilio de pinga; muitas vezes, coloca-se éter ou
6leo mineral para facilitar a saida das larvas. Apés a retirada das larvas,
as mesmas devem ser submetidas & solucdo de cloreto de sédio a 0,9%,
com o objetivo de realizar uma lavagem por agitacao. Apés a lavagem, as
mesmas devem ser preservadas em recipientes contendo formol a 109% ou
etanol 709 para, em seguida, serem encaminhadas a um especialista. No
laboratério, as larvas sdo clarificadas em hidréxido de potéssio a 10% e
em seguida transferidas para recipientes de vidro contendo lactofenol, com
a finalidade de promover a clarificacdo e a diafanizacdo do corpo da larva.
As larvas entdo sdo montadas entre |dminas e laminulas para serem ana-
lisadas e identificadas de acordo com a chave dicotdmica especifica. As

anélises devem ser realizadas em microscépio estereoscépico e microscépio
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éptico. Todos os procedimentos utilizados devem ser realizados dentro

das normas de biosseguranga.

4.4.2 Técnicas de coleta e transporte de moscas de importéncia forense

Antes do inicio das co|etas, ¢ necessario observar o comportamento dos
insetos, além de se determinar a sua posicdo ecolégica (necréfago/predador).
Insetos adultos mais 4geis, como as moscas, podem ser encontrados pousados

Nno COorpo € ao seu redor, bem como sobrevoando areas circunvizinhas.

Figura 36. Espécimes de Calliphoridae pousados em galho de arbusto.
Foto: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

O:s dipteros muscoides necréfagos sao os insetos de maior importancia fo-
rense, pois utilizam a matéria organica em decomposigéo como fonte proteica,
visando estimular a oviposicdo ou larviposicdo, ou para o desenvolvimento de
suas fases imaturas. Suas atividades aceleram a putrefacio e a desintegracdo
do corpo. Além disso, cada fase da putrefacdo cadavérica oferece condicoes
e caracteristicas préprias que atraem um determinado grupo de insetos; conse-

quentemente, QICS se SUCQCICITI cle acordo com um padréo.

A coleta de dipteros muscoides ao lado de cadéveres precisa ser feita de
maneira cuidadosa, a fim de que se evitem lesdes pds-morte no corpo. Os

adultos das moscas podem ser coletados com o auxilio de rede entomoldgica
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comum, passada por cima do cadéver; apés terem sidos anestesiados, sdo reti-
rados e transferidos para recipientes devidamente identificados. Outro recurso
¢ a uti|izagéo de armadilha confeccionada com papel adesivo, organizada em
forma de tenda, com angulo de 60°, montada & distancia de 1 m do corpo.
No laboratério, os espécimes que ficaram aderidos ao papel podem ser re-
movidos da armadilha com o uso de xileno. Os inconvenientes desse método
s3o os danos que possam ser provocados nos espécimes, dificultando a sua

identificagéo, além do preco, pois o papel adesivo ¢ importado.

No caso de espécimes imaturos, ovos, larvas e pupas, a coleta pode ser
feita diretamente do cadéver. E necessério transportar ovos e larvas em reci-
pientes fechados por tecido de malha fina escaline, para evitar a asfixia, a fuga
de larvas pequenas e o ataque de dipteros predadores da familia Phoridae.
Para a coleta de ovos, uma parte deve ser acondicionada em pape|-Fi|tro ume-

decido para evitar a desidratagéo e, consequentemente, a morte.

Na rotina de trabalho de peritos criminais em laboratério de entomologia
forense, faz-se necesséria a adicdo de substrato de criacdo & base de came
moida, peixe e figado ou dieta artificial para a criacao das larvas que eclodirdo
dos ovos. Essa atividade permite a identificagéo das espécies presentes no
cadaver, pois as chaves de identificacio de ovos sdo inexistentes na literatura.
No entanto, a identiFicagéo por meio da microscopia eletrdnica pode fornecer
resultado mais rdpido, o que facilitaria bastante o trabalho dos peritos em
situagdes nas quais ndo existem locais apropriados para a manutencao e/ou
criacao dos imaturos. Diversos autores utilizaram a microscopia éptica e de
varredura para analisar a morfologia dos ovos e discutiram a importancia de

cada uma das estruturas como diagnéstico na identiFicagéo das espécies.

J4 a coleta das larvas ¢ feita com pinga, colheres e pincéis finos de pelo
diretamente da massa que costuma ser encontrada nas bordas das |esées, nos
orificios naturais do corpo e em locais abrigados, como axilas, cabelos e atrés
das orelhas. E necessério verificar também o interior do corpo, dentro das

roupas e SOb o cadéver, cavando-se o SO|O em bUSCG de |arvas (4 de pupas.
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A observagéo do local onde o cadaver foi encontrado, principalmente em
caso de ambientes fechados, também ¢ necesséria, pois a presenca de insetos
em outras partes do ambiente serve para auxiliar na determinacdo do intervalo
pés-morte, evidenciando a presenca de uma segunda geragio de insetos
criados naquele cadéver. Em ambientes abertos, os despejos sanitarios, o lixo
e outros fatores que sirvam como atrativo para os insetos adultos devem ser
localizados. As larvas devem ser transportadas separadas em potes diferentes,
para evitar o fendmeno de predagéo, e agrupadas de acordo com o tamanho

e a semelhanca entre si.

Figura 37. A) Coleta de larvas de moscas da carcaga de porco doméstico;
B) Coleta de larvas de moscas acondicionadas em recipiente contendo dieta a

base de carne bovina putrefata.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Os imaturos devem ser transportados em bolsas térmicas contendo ge|o
quimico, que diminui o metabolismo do inseto durante o transporte, visando
manter o estdgio coletado até os exames laboratoriais. O transporte de pupas
deve ser feito em potes contendo serragem umedecida, vermiculita ou um pou-
co de solo do |oca|, 0 que evitard a desidratagéo. O transporte das amostras
do solo ¢ feito em sacos plésticos, tipo Ziploc®, para manter a umidade e
alguma reserva de ar. Todos os recipientes devem ser etiquetados com os da-

dos da coleta, ou seja, dia, horério, nimero da ocorréncia, local da coleta e
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outros dados. Tanto o especia|ista entom6|ogo quanto o perito que recebe o
material para exame devem ter cuidado com a cadeia de custédia.

Os dipteros muscoides mortos podem ser transportados em recipientes
contendo élcool etilico a 70%. Esses insetos também podem ser mantidos
secos e transportados em potes contendo papel-filtro picado para diminuir
o excesso de umidade e evitar stress fisico, impedindo que se danifiquem as
asas. Também podem ser transportados em envelopes triangulares de papel
ou, ainda, em envelopes de carta. Algumas armadilhas de coleta possuem re-
cipientes coletores ou sacos plésticos para o recolhimento dos insetos atraidos

e coletados, que podem ser transportados diretamente ao laboratério.

Para o transporte do material vivo, as moscas podem ser coletadas com rede
entomoldgica ou armadilhas, utilizando-se como atrativo animais domésticos com
ferimentos, carne em decomposigéo, fezes humanas ou de animais, frutos maduros
e carcagas de animais ou, no caso da entomologia forense, humanas, entre ou-
tros. Em seguida, esses insetos sdo levados em tubos coletores ao laboratério ou
transferidos para gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 30 cm), revestidas nos
lados com tela de néilon e com uma abertura frontal constituida por uma manga

de tecido de cor preta, a fim de permitir o manuseio das moscas.

Estudos sobre a distribuicao temporal nas estagdes do ano dos insetos de im-
portancia forense estdo sendo desenvolvidos no campus da Funclagéo Oswaldo
Cruz, no Rio de Janeiro. As armadilhas sdo constituidas por uma estrutura me-
télica em forma de pirdmide de 1,5 m de altura, revestida por um tecido de cor
preta contendo, em sua parte inferior, uma tira de tecido de néilon branco que
permite a entrada de luz e venti|a<5‘éo. Na parte superior da pirdmide, encontra-se
um tubo de PVC de 75 mm, que, em sua porcdo mediana, apresenta uma janela
de 25 cm x 11 cm com tecido de néilon fino de cor branca, por onde também
entra luz e ar para o interior do tubo. Os insetos que entram pela parte inferior
da pirdmide tendem a voar para o alto, atraidos pela luminosidade, e ficam pre-
sos no interior. A entrada do tubo ¢ afunilada a fim de evitar a fuga dos insetos
para o ambiente. De forma a impedir que animais necréfagos de grande porte

se alimentem das carcagas, confeccionou-se uma gaiola de tela metélica com as
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|aterais arrematadas com vergalhdo, que, depois de fixada ao solo, protege a

carcaca em decomposicdo no seu interior.

Figura 38. A) Armadilha utilizada em experimentos de entomologia forense (a
seta aponta para o tubo coletor, ampliado na figura ao lado); B) Tubo coletor.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Para atracdo dos insetos, sdo utilizadas, a cada estacdo, trés carcacas
de porcos domésticos, com aproximadamente 10 Kg de massa, uma para
cada armadilha. Os animais sdo comprados e abatidos no local em que
sdo criados, para o abastecimento do consumo humano. Apés o sacrificio,
as carcagas sao transportadas dentro de sacos p|ésticos para o local dos
experimentos; cada uma delas é colocada em uma bandeja pléstica contendo
solo do mesmo local e introduzida na gaiola, abaixo da armadilha. As gaiolas
sdo fotografadas e observadas nos horérios de coleta, com a finalidade de
acompanhar as transformagées morfolégicas para posteriores associagoes com

a fauna colonizadora.
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Figura 39. Carcacas de Sus scrofa com diversas moscas

da familia Calliphoridae realizando a postura de ovos sobre a carcaga.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Figura 40. A) Larvas de moscas colonizando carcaga de porcos domésticos;
B) Larvas e ovos de moscas em carcaca; C) Larvas maduras de moscas no solo

em busca de pupagdo; D) Adultos de Calliphoridae se alimentando

do exudato liberado pela carcaca.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).
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As coletas de insetos sio feitas diariamente, as 12 horas. O tubo ¢ desen-
caixado da armadilha e vedado na extremidade inferior, por onde os insetos
entram, transformando-se numa gaiola de transporte. No laboratério, as gaiolas
s3o introduzidas no freezer a -17°C de temperatura, permanecendo dentro
dele por 40 minutos. Apéds o congelamento, os insetos sdo transferidos para
tubos de ensaio, com informacdes sobre dia, horério e nimero da carcaga onde
os insetos foram coletados. O material retorna ao freezer para que sejam feitas

triagem, identificacdo e contagem dos espécimes posteriores.

4.4.3 Técnicas de criacdo de insetos de interesse médico

Os insetos podem ser mantidos em coldnias em laboratério, servindo de
base para pesquisas em biologia, morfologia, ultraestrutura, comportamento,
estudos populacionais, estudos sobre a susceptibilidade a certos patdgenos,
modelos experimentais, resisténcia a inseticidas, genética, citoquimica, citoge-

nética, entre outras.

Embora a manutencao das colénias seja feita em ambientes adaptados e de
acordo com protocolos estabelecidos por normas de biosseguranca, o material
usado na manutencao de colénias de insetos ¢ simples. Os materiais requeri-

dos s3o facilmente encontrados, e as gaiolas podem ser manufaturadas.

Antes de iniciar a criacio de uma espécie, deve-se ter um conhecimento
bésico sobre a biologia da espécie e procurar reproduzir as microcondicdes de

seus habitats naturais, recorrendo & bibliografia especifica.

O insetério deve ser montado em uma sala que possa ser vedada, para que
se mantenham as condigées climéticas ideais dentro dele, e telada, para evitar
a fuga de insetos. Existem equipamentos eletrénicos que controlam a tempera-
tura e a umidade de locais onde aparelhos de ar condicionado e aquecedores
estejam ligados. As paredes e pisos devem ser pintados de branco e conter o
minimo de mobilidrio necessario relativo & manutencdo das colonias. As mesas
ou estantes para a co|ocagéo de gaiolas dos insetos adultos e/ou bandejas

contendo formas imaturas, |arvas € pupas devem ser vazadas para favorecer a
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aeragao. Dentro do insetério, deve haver uma pia para lavar o material utilizado
no manuseio didrio e um reservatério contendo dgua ambientada. Agua am-
bientada é a 4gua de torneira que se deixou descansar em recipiente fechado
por tecido filé por alguns dias para a evaporagao do cloro dissolvido. Deve
existir um termdmetro e um hidrémetro permanentemente na gaiola para medir
a temperatura e a umidade. Podem existir equipamentos que facultem a lumi-
nosidade controlada, com fotoperiodos estabelecidos, como um cronémetro

ligado & rede elétrica.

A entrada do insetério deve conter uma o|up|a porta de seguranca, com
uma pequena saleta entre elas, para evitar a saida de insetos adultos do in-
setério ou, ainda, para evitar a entrada de insetos do ambiente externo que
poderiam contaminar a colénia, seja desovando em recipientes onde as larvas
se encontram, seja simplesmente danificando a colénia, ao invadirem as gaiolas
dos insetos adultos. Deve haver uma antecamara contigua ao insetario que ser-
viré para o armazenamento de materiais utilizados no préprio insetério — como
cubas, gaze, a|goo|éo, fils, pipetas, estiletes, pingas, entre outros. Essa ante-
camara deveré conter também uma pia para lavagem de material e preparagao
de so|ug6€s e uma bancada que permita a insta|ag§o de microscépios épticos

e estereoscépios ou de lupas.

Para a criacio de espécies vetores de patégenos — por exemplo, os da malé-
ria, dengue, febre amarela, encefalites e leishmanioses —, principalmente quando
os insetos provem da natureza e podem estar infectados, devem ser tomadas
certas medidas extras de seguranca. Entre as medidas de seguranca, estdo a
uti|iza<5‘éo de equipamentos adequados, como telamento, antecdmara, pressao
negativa, cortina de vento; pessoa| treinado; uma Gnica porta de acesso; duas
pias, no miimo, sendo uma ligada a um reservatério de dgua sem cloro; a dgua

drenada pe|as pias deve passar por um reservatorio tratado regu|armente.

Nos itens relacionados a biosseguranga, podem-se citar: treinamento ade-
quado do pessoal antes do inicio do trabalho; uso de avental ou jaleco, luvas e

demais EPlS; n3o tocar em macanetas, interruptores ou telefones com as |uvas;
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nunca sair do laboratério usando jaleco ou luvas; nunca pipetar com a boca;
nunca Fumar, comer ou beber no insetario; ndo tocar o préprio rosto ou o
cabelo de luvas — por isso recomenda-se prender o cabelo; lavar as maos
apds tirar as luvas; manter controle rotineiro dos insetos; seguir as normas
bésicas para trabalho em laboratério e para trabalho com animais que servirdo
como fonte de a|imentag§o sanguinea para os insetos hematéfagos; manter
|impo e organizado todos os equipamentos e as areas de traba|ho; descartar
do modo prescrito pelas normas de biosseguranga vigentes os residuos qui-
micos e/ou biolégicos do laboratério; e dedicar especial atencdo ao material

biolégico infeccioso.

A a|imentagéo sanguinea deve ser administrada segundo a preferéncia eo
horério natural de a|imentagéo de cada uma das espécies criadas, podendo ser
utilizados animais devidamente imobilizados ou um alimentador artificial para

insetos hematéfagos.

As colénias devem oferecer um manejo com técnicas que assegurem simpli-
cidade e obtengéo do maior nimero possivel de posturas férteis, evitando-se,
além disso, a excessiva manipulagdo dos ovos. A temperatura e a umidade de-
vem ser controladas. Assim, para a criacao de espécimes da familia Culicidae,
as colénias devem ter acima de 70% de umidade relativa e temperatura de
97°C+1°C; jé para a criacdo de flebotomineos, a umidade relativa deve ficar
em 909%+10% e a temperatura, em 25°C+1°C. O monitoramento deve ser
diério, inclusive nos finais de semana e feriados, visando assegurar o controle
do desenvolvimento excessivo de fungos, formigas e dcaros nocivos ao bom

desenvolvimento de |arvas, pupas e adultos.

e Técnicas para obtencdo de posturas de flebotomineos

Dentro dos cuidados que devemos ter numa criacdo de insetos vetores, a
oviposicao ¢ o momento mais delicado, e alguns pesquisadores desenvolveram
técnicas para minimizar as perdas, que sdo muito grandes. A primeira tentativa

de atenuar essa perda foi feita utilizando-se caixas de madeira com paredes
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de vidro fechadas com um pano fino. Apds as fémeas estarem ingurgitadas,
a grande maioria dos pesquisadores as coloca individualmente em tubos de

polietileno, cilindros de vidro com papel-filtro e/ou algoddo umedecidos ou

gesso (fig. 41).

Figura 41. A) Tubo de polietileno; B) Cilindro de vidro com papel-filtro
efou algodao; C) Cilindro de vidro com gesso umedecido.

Fotos: Nataly Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz).

® Criacdo individual

As [emeas sdo individualizadas em tubinhos de polietileno forrados no
fundo com gesso, para manter os ovos recém-postos bastante umedecidos.
Essa técnica em geral é empregada quando os flebotomineos sio de 4reas
onde mais de uma espécie predomina. As posturas sdo individualizadas em
placas de Petri forradas com gesso; quando nasce o primeiro adulto de cada
p|aca, ele ¢ entdo identificado e, assim, as posturas vao sendo separadas de

acordo com cada espécie.

® Criagdo em massa

A criacdo em massa de flebotomineos prevé que as fémeas ingurgitadas, tra-
zidas do campo ou nascidas em laboratério, sejam liberadas em recipientes apro-

priados — caixas maiores ou gaiolas. Tais recipientes podem ser de madeira, vidro
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(fig. 42A), pléstico ou acrilico (fig. 42B). Essa técnica ¢ empregada quando
existe frequéncia muito maior de uma (nica espécie, no caso de o pesquisador
ter conhecimento prévio da espécie que atua na érea ou, a partir da geragdo F2,

quando j4 hé conhecimento sobre a espécie que estd sendo criada.

Figura 42. Criacio de flebotomineos: A) Criacio em massa de flebotomineos

em cristalizadores; B) Pote plastico; C) Pupas de flebotomineos.
Fotos: Sandra Oliveira e Nataly de Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses;
Laboratério de Produgéo e Tratamento de Imagem/IOC—Fiocruz).

® Técnicas para evolugdo das larvas

Para a evo|ugéo das larvas de 1° a 4° estédios, alguns investigadores
utilizam placas de Petri forradas com papel-filtro, tubos forrados com gesso,
que serve como substrato para as |arvas, blocos de gesso ou pape|-Fi|tro
com ovos, transportados para vasos de barro porosos revestidos ou nao
de gesso (Fig. 43A). QOutros autores transportam o pape|—ﬁ|tro com OS OvVOs
para um prato de barro, sobre uma placa de Petri com égua. Outros, ainda,

utilizam como substrato p|acas de Petri forradas com gesso ou tubos contendo
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no fundo algoddo umedecido, coberto com pape|-Fi|tro (fig. 43B), onde as

fémeas fazem posturas.

Figura 43. Substratos utilizados para desenvolvimento das larvas de
flebotomineos: A) Substrato de gesso; B) Substrato de papel-filtro.
Fotos: Nataly de Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz).

® Alimentacio das larvas

Vérios estudos foram realizados por diferentes autores a fim de verificar
o meio de cultura mais adequado para ser utilizado como substrato na ali-
mentacdo das larvas: terra colhida sob &rvores, com folhas apodrecidas e
limo de barreira, triturada, tamisada e aquecida a 65°C durante 48 horas;
terra de curral de jumentos com esterco e tratada como descrito anteriormente;
terra e vegetais em decomposigéo; terra com esterco de boi; e limo raspado
de troncos de érvores. Eles concluiram que as terras ricas em matéria vegeta|
decomposta ou as que continham fezes secas de bovino eram as mais indica-
das para a alimentacdo das larvas. Para as larvas de Phlebotomus argentipes, os
investigadores verificaram que uma racao a base de pé de figado era melhor
do que a alimentacdo com fezes de coelho e terra. Podemos citar ainda outros
alimentos, como alface cozida e défnia seca triturada (ragdo & base de crusts-
ceos dessecados para peixes ornamentais). Mais recentemente, autores vém
introduzindo aminoécidos na racdo das larvas, com bons resultados. Atual-

mente, 0s mesmos autores, vém oferecendo uma mistura & base de racao de
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coelho, himus de minhoca, farinha de osso e pd de figado (alimento rico em

aminoécidos), com excelentes resultados.

® Emergéncia dos adultos e seu condicionamento em laboratério

Os flebotomineos nascidos em laboratério tém sido mantidos em diferentes
ambientes: frascos, caixotes de madeira e gaio|as de etamine, néilon, musseline

ou gaze.

Em geral, a a|imentagéo dos adultos ¢ feita seguindo um padrao de trés
dias de repasto rico em carboidratos e no quarto dia é oferecido um hamster
anestesiado como fonte de a|imentagéo sanguinea. A partir desse momento,
as fémeas seguem uma das duas técnicas de criacio descritas anteriormente:

individual ou em massa.

Figura 44. Hamster oferecido como fonte de alimentagao
em gaiola de criagio de flebotomineos.
Foto: Nataly de Souza (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz).
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® Técnicas para obtengéo de posturas de culicideos

Como descrito para os flebotomineos, as fémeas adultas de culicideos
criadas em um insetdrio podem ser separadas individualmente, em frascos ci-
lindricos, contendo no fundo algoddo umedecido recoberto por papel-filtro,
para que desovem, ou podem ser mantidas em gaiolas apropriadas. O meio
oferecido deve simular as condigées do criadouro da espécie na natureza, pois
algumas espécies colocam seus ovos diretamente na dgua, outras, em superficies
amidas. Os ovos devem ser transferidos posteriormente para bandejas de cria-
¢ao, onde serdo criadas as larvas recém-eclodidas. O método utilizado para a
oviposicao vai depender da espécie em questdo e do tipo de estudo que se

deseja realizar. No entanto, deve haver uma gaiola para cada espécie.

® Manutencio das larvas de culicideos

Apbs a desova, os ovos sdo semeados em recipientes apropriados. Bande-
jas retangulares de 30 cm x 40 cm, de material plastico, vidro ou esmaltadas,
com pouca profundidade, sdo ideais para a criagdo em massa, devendo ter fun-
do claro para melhor visua|izagéo e manejo dos espécimes. Para a evo|ugéo das
larvas de 1° a 4° estagios, os tubos individuais com posturas, contendo tira
de papel, algoddo ou papel-filtro umedecidos, sdo colocados em bacias com
4gua ambientada. Um ndmero méximo de cem larvas deve ser colocado em
cada bandeja, para evitar competicdo e prejuizo do desenvolvimento. Algumas
espécies requerem recipientes menores. Para a a|imentagéo das larvas, utiliza-
se racao para peixes TetraMin, que essa ragao pode ser oferecida de vérias
maneiras, dependendo da espécie de mosquito. Para larvas que se alimentam
na superficie da 4gua, como as da subfamilia Anophelinae, a ragao ¢ triturada,
peneirada e pulverizada seca sobre a superficie da dgua, ao passo que para
as larvas da subfamilia Culicinae, que se alimentam de detritos no fundo da
bandeja, essa ragao deve ser molhada, ainda em forma de flocos, e mergu|ha-
da no fundo do recipiente. A superficie e o fundo das bandejas devem ser

limpos diariamente, com o auxilio de papel-toalha aderido & superficie, e de
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uma pipeta, usada para recolher o excesso de alimento do fundo. A comida
¢ oferecida as larvas sempre que necessério. As pupas ndo se alimentam. As
pupas devem ser retiradas todos os dias manualmente, com pipetas ou peque-
nas peneiras, dos recipientes e colocadas em gaiolas previamente identificadas,

onde serdo mantidas até emergirem como adultos.

® Manutencio e alimentagio dos adultos de culicideos

As colonias de culicideos sdo mantidas em gaiolas cibicas de armacdo
de ferro ou aluminio com paredes de néilon ou tela metélica de malha fina.
Algumas gaiolas também podem ser confeccionadas em papel ou acrilico, com
dimensées varidveis. O fundo dessas gaiolas deve ser forrado com papel-filtro
trocado regu|armente para retirar os espécimes mortos e evitar que a colénia

seja contaminada por fungos.

Figura 45. Gaiolas para criagio e manutencdo de culicideos.

Foto: Acervo do Laboratério de Transmissores de Hematozoérios/|OC—Fiocruz.

Os adultos machos e fémeas sdo alimentados com uma solucdo agucarada
a 10%, colocada em frascos dentro da gaiola. Outras fontes alimentares
podem ser glicose, frutose, sacarose, passas e frutas. A alimentacdo sanguinea
¢ oferecida de acordo com a preferéncia da espécie e com o horério de

hematofagia. No Insetério de Culicidae do Laboratério de Transmissores
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de Hematozoérios, do |OC/Fiocruz, utiliza-se atualmente um alimentador
artificial acoplado a um frasco contendo sangue de carneiro desfibrinado,

fornecido regularmente pelo préprio biotério da instituicdo.

® Cuidados gerais com as colonias de diferentes insetos

Seja qual for o tipo de inseto e de insetario, o manuseio dos espécimes
deve ser feito criteriosamente a fim de evitar a mistura de espécies, garantindo a
confiabilidade do material. Por isso, todo e qualquer manuseio dos espécimes
deve ser feito separadamente, dentro de uma bandeja, para garantir a seguranca.

Gaiolas com identificacdo duvidosa devem ser descartadas.

Figura 46. Bandejas para manuseio de col6nias.
Foto: Luzia Caputo (Laboratério de Patologia, setor de Histotecnologia/lOC—Fiocruz.

O:s frascos de vidro onde sdo colocadas as fémeas para oviposicao e tam-
bém as gaiolas devem ser identificados por uma etiqueta com niimero, nome
da espécie, data da coleta e procedéncia. Se for o caso, identificar o tipo de
experimento que estd sendo realizado e o nome do responsavel. Paralelamen-
te, deve ser preenchida uma ficha com todas essas informacdes, acrescida do

nimero de insetos que deram inicio & colénia.
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As coldnias de triatomineos sdo mantidas em frascos de vidros de cerca de
10 a 15 cm de dismetro, com um pedaco de papel-filtro forrando o fundo
e outro pedago, dobrado em forma de sanfona, disposto internamente. O
papel-filtro tem como objetivo retirar a umidade em excesso oriunda das fezes
e urina e aumentar a superfl'cie de contato para o deslocamento. A parte su-
perior é fechada com tela de néilon, presa por mais de um eléstico e amarrada

com barbante.

Os adultos das colénias podem ser alimentados semanalmente, de 15 em
15 dias ou mensalmente, dependendo do interesse de incrementar a prole e o
crescimento da colénia. Quanto maior o niimero de repastos sanguineos, tanto

mais rapido e abundante serd o desenvolvimento das colénias.

A limpeza das coldnias de triatomineos deve ser feita em intervalos de trés
meses aproximadamente. As colonias necessitam ter um ndmero significativo
de espécimes para garantir a transmissdo de bactérias Streptococcus, Staphylo-
coccus, /V/ycobacter/'um, Pseudomonas e Eschericha e de Fungos actinomicetos
entre os espécimes. Essas bactérias, muito importantes para o desenvolvimento

desses insetos, sdo transmitidas por meio do coprofagismo ou do canibalismo.

4.4.3 Técnicas de dlisseccdo de insetos

As técnicas de dissecgdo sdo usadas para verificacdo de infeccdo natural
e experimental, para experimentos de fisiologia experimental e, ainda, para
identificacdo do téaxon. As modemas técnicas bioquimicas e moleculares sao
ferramentas que possibilitam identificar a presenca e a identidade de parasitos.
No entanto, a disseccdo permite estudar a localizagdo do parasito em seu

micro-habitat, facultando a prevencdo de interacdes.

Nesta 5ecao, veremos, como exemplo, as técnicas de dissecgéo de culici-

deos e dos triatomineos.
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* Técnicas de disseccdo de mosquitos

O trabalho pioneiro de Patrick Manson em 1878 é um exemplo da impor-
tancia da técnica de disseccdo. Apds dissecar e examinar uma série de mos-
quitos, Manson comprovou o mecanismo de infecgéo de culicideos por mi-
crofilérias que invadiam a circu|agéo periférica de humanos infectados. George
Low, poucos anos mais tarde, confirmou o trabalho de Manson, ao descrever
o encontro da microfildria de Wiichereria bancrofti na probéscide de mosquitos
do género Culex. Em 1897, Ronald Ross identificou o Plasmodium parasito

da maléria, e mosquitos do género Anopheles, esclarecendo o mecanismo de

transmissao (Jay, 2000).

As técnicas de dissecgéo podem ser aplicadas a mosquitos adultos visando
a extracao do tubo digestivo, isolamento das g|énc|u|as salivares exame de
ovérios e ovariolos, ou mesmo ser aplicadas a formas imaturas de mosquitos.
As técnicas de disseccdo sdo (Gteis na incriminacdo de vetores. As técnicas tém
como objetivo a procura de infecgées naturais, sua prevaléncia, distribuigéo e
flutuacdes, estudos de paridade das fémeas, calculo dos indices de infeccio
das popu|ag6€s de mosquitos, determinagéo do grau ou intensidade de para-
sitismo por espécime por regido do trato digestivo e ava|iagéo do nimero de

ciclos reprodutivos das fémeas.

Pardmetros ecoldgicos, como sazonalidade, indice pluviométrico e tempera-
tura, sdo importantes na avaliacdo da prevaléncia do parasitismo. O laboratério
onde as disseccbes sdo efetuadas deve garantir condicdes suficientes de assep-
sia e de biosseguranga para a rea|izagéo do exame dos mosquitos e do isola-
mento parasitdrio, se for o caso. Os mosquitos podem ser transportados para
o laboratério secos ou fixados em etanol a 70%, para extracio de DNA, ou

mesmo ViVOS, quando se a|meja O exame a FFCSCO.

Para a dissecgéo, devem aspirar-se, com o auxilio de um capturador de
Castro, grupos de 10 a 20 exemplares vivos e submeté-los a -4°C por 10
minutos ou a -18°C por 3 minutos, tempo suficiente para que os espécimes

fiqguem adormecidos e viéveis a manipu|agéo. O tempo de resfriamento deve
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ser suficiente para permitir a evidenciagéo dos parasitos méveis e a sobrevida
dos parasitos em meio de cultura e para evitar o facil arrebentamento do tubo
digestivo, o congelamento e/ou hidratagéo do material e as possiveis a|terag6es
teciduais que prejudicariam os estudos de cunho histolégico ou ultraestrutural.
Deve-se evitar como método para matar os mosquitos a exposicdo aos vapores
de éter ou de acetato de eti|a, por causa dos riscos ao trabalhador. Em segui-
da, deve-se transferir uma das fémeas anestesiadas para uma lamina devidamente
limpa, na qual se colocou uma goticula de so|ugéo salina a 0,9%. As restantes
devem ser levadas no capturador para um reFrigerador, com temperatura em
torno de 8°C de preferéncia, ou ser mantidas numa caixa de isopor contendo

gelo em escamas, desde que a temperatura seja de 16°C.

Asas e pernas devem ser removidas imediatamente, sob a lupa e com auxilio
de pingas ou estiletes, a fim de se diminuir a quantidade de fontes de cerdas ou
contaminantes. Deve-se proceder essa etapa rapidamente para evitar que a fémea
se restabeleca e escape. Se houver alguma demora ou constando-se a movimen-

tagdo da fémea, capturé-la com o aspirador de Castro e retoré-la ao freezer.

Para facilitar a evisceracao, fazer um pequeno corte no tegumento do 7°
segmento. Com uma das maos, pingar com cuidado o térax; com a outra mao,
destacar a extremidade do abdome e extrair o tubo digestivo, de modo que se
visualize da porcdo retal até a cardiaca. Conservar a carcaga do inseto para os
casos em que se necessite realizar a identificacdo taxonomica. Cobrir o material
obtido com um fragmento de laminula, acrescentando solucdo salina. Examinar

o material ao microscépio.

Para a disseccdo das glandulas salivares, deve-se firmar o térax com a pinca
ou estilete e puxar cuidadosamente a cabega, até as glandulas salivares serem

extraidas.

Para a disseccdo dos ovérios, o procedimento ¢ semelhante & dissecgdo
do tubo digestivo, exceto pe|o fato de que nao se deve fazer o corte no 7°
segmento. Apds a extracao dos ovérios, pode-se lavar o material em 4gua

destilada, gentilmente, para evitar a crista|izagéo posterior do NaCl, quando
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se guarde a lamina. Para que as terminacoes das traquéolas sejam bem visualiza-
das, deixar os ovérios secarem em temperatura ambiente — o que os faré inflar.
Examinar ao microscépio. Nas fémeas nuliparas, as extremidades das traquéolas
se apresentam enoveladas. Nas fémeas que jé realizaram mais de uma postura,

as traquéolas se mostram distendidas.

Para a disseccdo de ovariolos, trabalhar com pincas ou estiletes finos, removen-
do a membrana que envolve o ovério, para que os ovariolos sejam separados. Se-
gurando o ovério pelo oviduto interno, tracionar cuidadosamente um ovariolo com
a outra mdo, para que o pediculo seja esticado. Contar o nimero de di|atag6es
encontradas. Examinar o maior nimero de ovariolos. O niimero de dilatacdes nos
pediculos corresponde ao nimero de ovos produzido por cada ovariolo. A idade
fisiolégica da fémea corresponde ao ovariolo com o maior nimero de dilatacoes.
E preciso ndo confundir as porcdes do célice ovariolar, que podem se desprender

do oviduto, com os resquicios do célice ou com dilatagdes verdadeiras.

Para a dissecgéo de larvas e pupas, transferir, com o auxilio de uma pipeta,
as larvas individualmente do recipiente de manutencado para uma lamina de
vidro contendo pequena gota de so|ugéo salina. Subtrair o méximo possivel
do liquido para evitar a movimentacao da larva e, assim, facilitar o exame
dos caracteres morfolégicos para confirmagéo da identidade taxondmica do
espécime ao estereomicroscépio. Apés a identificacdo, pincar com uma mao
a regido torécica, sem exercer pressio demasiada, e com a outra mio destacar
os trés ltimos segmentos abdominais, a0 mesmo tempo em que o trato di-
gestivo ¢ extraido com movimentos firmes, tomando cuidado para que ndo se
rompa. Como resultado de uma boa técnica de dissecgéo, o tubo digestivo se
mostraré distendido e permitiré facilmente a distingéo visual de suas partes, do
intestino médio torécico até a ampola retal, incluindo os tibulos de Malpighi.
Cobrir o material com laminula e realizar o exame ao microscépio. O exame

pode ser a fresco ou apés a coloracio.
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* Célculo do indice de infeccdo

Inicialmente, sdo consideradas positivas ou infectadas as fémeas nas quais
nao foram evidenciados residuos de alimento sanguineo. Logo, o célculo ¢é
feito dividindo-se o niimero de fémeas positivas pelo total de exemplares
dissecados e efetivamente examinados. Ou seja, descartar da contagem o
material que ndo foi plenamente examinado devido aos erros no processo de
disseccdo. O célculo pode ser feito por espécie, pelo total de exemplares
examinados, por 4rea de coleta, pelo tipo de técnica usada, entre outros.
Futuras coletas devem ser concentradas na rea onde foram encontrados os

especimes positivos.

* Material necessério
a) Pipeta sorolégica;
b) Caixa de isopor pequena;
c) Cesto de descarte com saco p|éstico branco;
o|) Dois capturadores de Castro;
e) Estereomicroscépio;
f) Estiletes ou pingas de disseccio N4 ou N5;
g) Etanol a 70%,;
h) Gelo em escama;
i) Jaleco descartével;
i) Laminas e laminulas limpas e estéreis;
k) Lenco de papel;
) Luvas descartéveis;
m) Microscépio de contraste de fase;
n) Oculos de protecao;

O) Pape| absorvente para bancada;
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p) Pingas para as laminulas;

q) Recipiente com solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% para

descarte do material;
r) Seringas de insulina;

s) Solugdo salina a 0,9% ou solugdo salina tamponada.

* Técnicas de disseccdo de triatomineos

Para a dissecgéo do trato intestinal, retiram-se as asas e, com o auxilio de
uma tesoura, cortam-se as |aterais do abdome na altura do conexivo, no senti-
do péstero-anterior e, por Gltimo, transversalmente, para a remogao da regido
dorsal. Deve-se tomar cuidado nessa etapa, principalmente se o inseto estiver
ingurgitado, para ndo romper o tubo digestivo. Macerar bem o material e
observar entre [dmina e laminula ao microscépio. Materiais da glandula salivar e
dos intestinos anterior, médio e posterior devem ser identificados em separado,

para verificacdo exata do local em que se desenvolvem os patégenos.

Figura 47. Técnica de dissecgéo para a retirada dos tergitos abdominais:
A) Corte lateral nos conexivos de ambos os lados; B) Visualizagé’o das

estruturas internas e da hemolinfa (material brilhante).

Foto: Catarina Macedo (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).
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Legenda

1- Faringe

2- Esifago Intestino
anterior

3- Glindula salivar

4- Estomago Intestino

5- Intestino médio

6- Tubo de Malpighi

7- Ampaola basal

§- Zona clara . Intestino
posterior

9- Ampaola retal

10- Reto ]

adapiade por Tervea Cristing M. Gosgalves

Figura 48. Sistema digestivo e respiratério de triatomineo.
||ustragéo: Adaptada de Ramirez-Perez (1985) por Tereza Cristina M.

Gongalves (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses/|OC—Fiocruz).

As g|§no|u|as salivares sdo muito diversificadas quanto ao ndmero, tamanho,
forma e localizacdo nos diferentes triatomineos. Em geral, localizam-se na
cavidade torécica, junto da parte inicial do tubo digestivo, onde encontram
espaco suficiente para o seu desenvolvimento. O deslocamento para a
regido abdominal resulta dos eventuais movimentos peristélticos dos érgaos
vizinhos. As glandulas salivares sdo em nimero de trés pares, utilizando-se
a nomenclatura D1, D2 e D3 para cada um deles. O par D1 corresponde
3s glandulas principais, o D2, as glandulas suplementares e o par D3, as
glandulas acessérias. Em todas as espécies de triatomineos estudadas,

sempre encontramos esses trés pares de glandulas salivares que, na maioria
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das vezes, sio de aspecto translicido ou levemente amarelado, como ocorre
em Panstrongy/us megistus. Entretanto, no género R/rodn/'us, que apresenta as
glandulas D1 e D2, as glandulas salivares sao alongadas e de cor avermelhada,

por causa da presenca de uma substancia denominada nitroforina.

As formas infectantes de Trypanosoma rangeli podem ser encontradas
em glandulas salivares de triatomineos do género Rhodhius. As formas
infectantes Trypanosoma rangeli sdo introduzidas no hospedeiro vertebrado
durante a salivagdo, no inicio do repasto sanguineo.

Para a taxonomia das espécies, os testiculos dos triatomineos sdo uma das
estruturas da genitalia interna dos machos que tém sido alvo de estudos com
fins taxondmicos. Cada testiculo ¢ formado por sete foliculos testiculares en-
trelagados, envolvidos por uma membrana. Esses foliculos apresentam diferente
comprimento, que varia individualmente e de acordo com a idade. Existem ainda
diferencas entre os foliculos de um sé testiculo. Estudos com abordagem morfol-
gica e morfométrica dessas estruturas demonstraram a possibilidade de sua utiliza-
¢do na diferenciagéo dos principais géneros, Triatoma, Rhodhius e Panstrongylus,
que participam na transmissdo da doenca de Chagas, bem como no estudo de

complexos de espécies cripticas.

4.4.4 Diferentes técnicas de criacdo de moscas em laboratdrio

Os adultos de moscas coletados serdo alocados em gaiolas de madeira de
30 cm x 30 cm x 30 cm, com laterais revestidas por tela de néilon, apresen-
tando uma abertura frontal de 9 cm de didmetro, com uma manga de tecido
preto para facilitar o manuseio dos insetos. A dieta dos adultos devera ser
3 base de proteina animal, que pode ser came bovina, equina ou suina ou
Figado, ainda, em decomposigéo. Para a a|imentagéo dos adultos, deverd ser
oferecida, sem interrupcao, sacarose granulada ou solugdo de mel a 509 em

placa de Petri de 45 mm x 12 mm; utilizar pedacos de tela de néilon na placa
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de Petri para servir de substrato para o pouso; quando se utiliza sacarose, é

obrigatério o fornecimento de dgua embebida em gaze de algodao (fig. 49).

i
-

Figuras 49. A) Gaiola para criacio dos adultos de dipteros muscoides;
B) Recipiente contendo substrato para oviposicio e criagio das larvas; C)
Recipientes contendo dieta larval e vermiculita para pupagio; D) Recipientes

cobertos com tecido de néilon presos por elastico.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,
Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz).

Como substrato para a oviposicdo, recomenda-se a utilizacio de came bo-
vina, equina ou suina ou figado em decomposigéo. As massas de ovos, cerca
de 30 mg por recipiente, sdo transferidas para uma dieta de came ou figado
em inicio de decomposigéo, geralmente com uma semana de refrigerador a
12°C. Essa dieta deve ser colocada em recipientes de pléstico com capacidade
para 500 mL e introduzida dentro de outro recipiente, com capacidade para
1.000 ml, contendo vermiculita ou solo inerte, para maximizar a pupacso.
Esse dltimo recipiente deve ser tampado com tecido de néilon de malha fina
— por exemplo, escaline —, preso nas bordas com eléstico. Os sarcofagideos

larvipositam no mesmo substrato citado acima e para cada larva sdo recomenda-

das 2 g de dieta/larva.
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Apbs as larvas maduras abandonarem espontaneamente a dieta e passarem para
o recipiente contendo vermiculita, devem ser coletadas, pesadas em lotes de 10
espécimes — um pardmetro utilizado como referéncia de controle da colénia —, e
colocadas em tubo de ensaio contendo vermiculita, tampado com algodao hidré-

fobo, aguardando-se a emergéncia dos adultos.

X ko

O método acima ¢ o mais simples para a criagao desses insetos. No entan-
to, ¢ um método que necessita de um local especial, pois o cheiro desagra-
davel liberado principalmente pela acao das larvas no meio natural de criacao
importuna trabalhadores e visitantes, contaminando também o seu entorno,
além de estarem presentes microrganismos que podem ser patogénicos para o
homem. Para minimizar esse transtorno, ha diversos estudos ainda incipientes

sobre outros tipos de dietas artificiais.

Apbs a emergéncia dos adultos colonizados em laboratério, eles devem ser
separados um a um, alocando-se um macho e uma fémea em gaiolas de madeira,
para acasalamento. A dieta dos adultos deve ser & base de proteina anima|, que
pode ser came em decomposicao oferecida até o 4° dia pés-emergéncia, a fim de
estimular a oogénese. O fornecimento de came devera ser suspenso no 4° dia e
reintroduzido no 11° dia pés-emergéncia, com o objetivo de padronizar o inicio
da fase de oviposicdo. Sacarose granulada ou solucdo de mel a 509% devem ser
oferecidas sem interrupgao, como a|imentag§o para os adultos, em placa de Petri
45 mm x 12 mm. Na placa de Petri, usam-se pedagos de tela de néilon para servir
como substrato de pouso. Quando se utiliza sacarose, ¢ importante que se Fornega

4gua embebida em gaze de algodso.

5. Colecbes entomolégicas

Denominamos co|egéo entomoldgica aquela formada por insetos e partes
estruturais de insetos cata|ogao|os, ordenados, preservados e armazenados de

maneira adequada, com o intuito de servir como fonte de consulta para dife-
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rentes estudos — principalmente relativos & taxonomia dos grupos —, podendo

ter ainda um caréter decorativo em exposicdes e museus.

As co|eg6es entomoldgicas proveem rico material de estudo. A visdo atual
sobre as colegdes entomoldgicas tem mudado muito, passando da ideia es-
tética de espécimes guardados em gavetas, alheios & dindmica da vida, para
uma visdo mais abrangente, onde sao ap|icao|as novas tecnologias e abordagens

préprias para o conhecimento da biodiversidade.

Finalidades do acervo de uma colecao entomolégica

O Preservagéo e guarda do material biolégico representativo da biodiversidade;
registro do contexto histérico e cultural relacionado a esse material. Os diversos
grupos biolégicos, criteriosamente representados, identificados e catalogados, se-
rio de suma importancia para o conhecimento das espécies e suas relagdes com o

ambiente em que vivem.

o Preservagéo e guarda de material biolégico testemunho, ou seja, de co|egées
organizadas por especialista, durante expedices cientificas e utilizadas para de-
senvolver projetos de pesquisa, artigos, teses e monografias.

o Preservagéo e guarda, como fiel depositéria, de material-tipo, como parétipos,

halétipos, sintipos, lectétipos e nedtipos, depositados pelos autores das espécies.

* Treinamento de pessoal qualificado nas éreas de curadoria, técnicas de monta-
gem, preservacao e cata|ogagéo e manejo de banco de dados informatizados em

colecdes entomoldgicas.

* Divulgacdo cientifica do acervo e dos trabalhos desenvolvidos dentro da cole-
cdo entomoldgica, seja por meio de publicacdes em revistas cientificas, simpdsios
e congressos destinados ao publico especializado, seja mediante mostras cientificas

e exposigoes, destinadas a alunos, pesquisadores e ao piblico leigo.
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COLECOES ENTOMOLOGICAS VIRTUAIS QUE VALE A PENA VISITAR
Fundacdo Oswaldo Cruz

Colegdo Entomolégica do Instituto Oswaldo Cruz

http://www.ioc.fiocruz.br/ce/index.htm

Museu de Histéria Natural de Washington (National Museum of Natural History)

Ver os links para as co|eg6es entomoldgicas em: http://entomology.si.edu

Museu de Histéria Natural de Londres (Natural History Museum)

http://www. nhm.ac. uk/research-curation/co||ections/departmenta|-co||ections/

entomology-collections/index. html

5.1 Técnicas de conservacdo e montagem de culicideos

A montagem dos insetos tem sua importancia, pois, ao serem incorporados a
uma co|eg§o, passam a fazer parte de um acervo e estardo c|ispon|'veis para estu-
diosos da 4rea. Por isso, foi estabelecida uma padronizagdo na montagem, que
varia para as diferentes ordens de inseto. Uma vez que existe a simetria bilateral,
isto ¢, o lado direito ¢ semelhante ao lado esquerdo, ¢ importante que um dos

lados seja preservado, para que todas as estruturas possam ser observadas.

* Técnica de montagem de mosquitos adultos em alfinete entomolégico

Com a finalidade de conservacao dos espécimes para colecdo entomolégica
e estudos taxondmicos, utiliza-se a técnica de montagem de mosquitos adultos

em alfinete entomolégico.

Material necessério:
a) Microscépio estereoscépico ou lupa;

b) Cortador de triéngu|os de pape|;
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c) Placa de Petri;

d) Alfinete entomolégico;

e) Pingas de ponta fina;

f) Estiletes;

g) Tridngulos de papel;

h) Etiquetas de papel para identificagéo;

i) Suporte de madeira ou cortica para montagem, com altura padréo para o
tridngulo e as etiquetas;

i) Esmalte cosmético incolor;

k) Gavetas e armarios entomoldgicos para armazenar os espécimes;

) Naftalina para conservacgo.

Obs.: Todo o material deve ficar guardado junto em uma caixa apropriada
e que contenha uma etiqueta de identificacdo “Material para montagem de

. » .| . ~
mosquitos adultos”, para facilitar a organizagao no momento da montagem.

Procedimento:

A montagem ¢ feita com o auxilio de um tridngulo de papel, produzido
com um cortador de tridngulos. A ponta livre do tridngulo pode ou ndo ser
dobrada para baixo, dependendo do tamanho do mosquito. O triangulo
de papel ¢ transpassado, préximo & sua base, por um alfinete entomolégico,
com o auxilio de um pédio-suporte feito de madeira, isopor, plastico ou
cortica, com diferentes alturas padronizadas. Cada altura corresponde a um
procedimento: a parte mais alta do pédio destina-se ao tridngulo de papel; a
parte média do pédio, & primeira etiqueta; na parte baixa do pédio, coloca-se

a segunda etiqueta.
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Figura 50. Dispositivo para padronizagéo da altura de triangulos
e etiquetas na montagem de mosquitos adultos.

||ustragéo: Acervo do Laboratério de Transmissores de Hematozodarios/|OC—Fiocruz.

Os mosquitos sdo colocados, com o auxilio de pincas de pontas finas,
em uma placa de Petri e posicionados de lado, com as pernas voltadas para
baixo ou para a base do tridngulo (fig. 51). Essa etapa e a seguinte devem
ser feitas sob a lupa, para que se possa observar bem a posicdo da ponta do
tridngulo na pleura mesotoracica do mosquito. Coloca-se uma pequena gota
de esmalte cosmético incolor junto do angulo livre do tridngulo de papel e
encosta-se cuidadosamente essa ponta na p|eura mesotoracica do mosquito
a ser montado, de forma que as pernas fiquem voltadas para baixo ou
posicionadas em diregéo ao alfinete. Deve-se ter cuidado para ndo colocar
esmalte em excesso, danificando partes importantes para a identificagéo do
mosquito. Com o auxilio de um estilete fino, fazem-se as correcoes da
posicao do espécime sobre o tridngulo, antes que o esmalte seque. Depois
da secagem do esmalte e apés a certiFicagéo de que o espécime esté fixado

firmemente, sdo colocadas as etiquetas de identificagdo.
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Alfinete entomoldgico —

Figura 51. Posigéo do mosquito adulto sobre o triangulo.
||ustra§§o: Acervo do Laboratério de Transmissores de Hematozoarios/| OC—Fiocruz.

As etiquetas servem para a identificacio do espécime alfinetado, bem
como para as inFormagées sobre local de coleta e nome de quem classificou
(fig. 52). A primeira etiqueta traz as informagdes do pafs, estado, municipio,
local de coleta, data e nome do coletor. A segunda etiqueta tem o nome da
espécie, do determinador e a data. Pode haver uma terceira etiqueta opcional,
com informagées sobre o substrato da coleta e outras informagées consideradas
importantes. Se o espécime fizer parte de uma co|egéo, deve ser atribuida a
ele uma numeragao de acesso. Na maioria das vezes, a segunda etiqueta ndo
¢ colocada no momento da montagem, uma vez que geralmente a identiFicagéo

¢ feita em momento distinto ao da montagem.

Os exemp|ares montados, devidamente identificados, devem ser guardados em
caixas, gavetas ou armrios entomolégicos adequados, e mantidos em local seco
e arejado (fig. 53). Para a manutencio do bom estado dos espécimes, pé de
naftalina, que ajuda a impedir o ataque de pragas, deve ser colocado no fundo das

caixas e/ou gavetas.
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Figura 52. Adulto montado com as respectivas etiquetas de identificagdo.

llustragdo: Acervo do Laboratério de Transmissores de Hematozodarios/|OC—Fiocruz.

Em caso de se tratar de material-tipo de espécies em descrigéo ou recentemente
descritas, uma rodela ou pequeno retangulo de papel colorido deve ser transpas-
sado pelo alfinete entomolégico, entre o inseto e a etiqueta mais alta, de forma a

facilitar a distingdo dos espécimes mais importantes em meio & colegdo.

Figura 53. Mosquitos montados em alfinetes entomolégicos e etiquetados.

Fotos: Acervo do Laboratério de Transmissores de Hematozoérios/|OC—Fiocruz

® Técnica de montagem de formas imaturas e exdvias de culicideos

Com a finalidade de conservagao dos espécimes para co|egéo entomoldgica
e estudos taxondmicos, utiliza-se a técnica de montagem de formas imaturas e

ex(vias larval e pupal de mosquitos entre lamina e laminula.
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Material necessario:

a) Microscépio estereoscépico ou lupa;
b) Lamina e laminula;

c) A|coo| abso|uto;

d) Esmalte cosmético incolor;

e) Cola plastica;

f) Eugenol ou cellosolve;

g) Pincéis finos;

h) Estiletes;

i) Etiquetas de papel para identificagéo;

i) Gavetas e armérios entomoldgicos para armazenar os espécimes.

Procedimento:

Na montagem de formas imaturas e exdvias de culicideos, devem ser usadas
larvas de 4° estdgio na montagem, pois nelas a posicdo e a forma das cerdas
estdo definidas, e a quetotaxia — estudo de vérios aspectos dessas cerdas,
como tamanho, posicdo, forma e ramificacdes — ¢ utilizada para a identificacdo
das espécies. As larvas devem ser mortas por imersdo em agua quente com
temperatura em torno de 60°C, e, |ogo apds, transferidas para um recipiente
contendo hidréxido de potéssio (KOH) a 109, por aproximadamente 12
a 24 horas, para clarificagdo e remocdo da gordura. Esse tempo deve ser
calculado pela maior ou menor quitinizacdo da peca: quanto mais quitinizada,
maior deve ser o tempo. As larvas devem ser mergulhadas em 4gua destilada
por 15 minutos, para que fiquem livres do hidréxido de potéssio, antes da
proxima etapa.

O préximo passo ¢ a desidratagéo. As larvas devem ser transferidas para
recipientes contendo alcool em diferentes concentracdes, de 70%, 80%,
90% e absoluto, permanecendo em cada um deles por 10 minutos. As exu-
vias larvais e pupais devem ser processadas a partir dessa etapa. Nessa etapa,
as larvas devem ser mergulhadas em um liquido, que pode ser o eugenol ou o

cellosolve, para diafanizagéo e nele permanecer por poucos minutos (5 a 10
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minutos). Finalmente as larvas podem ser montadas entre |amina e laminula com
bélsamo do Canadé, caso na fase anterior tenha sido usado o eugenol, ou com

euparal, caso tenha sido usado o cellosolve.

As laminas assim preparadas podem ficar arrumadas em bandejas de
madeira, na temperatura ambiente, até que sequem comp|etamente. Prefe-
rencia|mente, também podem ser colocadas dentro de uma estufa com tem-
peratura entre 40 e 45°C, para que sequem mais répido e sejam eliminadas
pequenas bolhas de ar que se formam durante a montagem. Apés a secagem
completa das laminas, as bordas da laminula devem ser seladas com esmalte

cosmético incolor.

Em uma das extremidades da lamina deve ser colada, com cola pléstica,
a etiqueta de identificagio da coleta — com informacdes como coletor, local
e data — e, na outra extremidade, a etiqueta de identificagéo do espécime —

com informacées como nome cientifico, nome do identificador e data.

Em cada etapa, a transferéncia das larvas e/ou exivias deve ser feita com
um pincel fino, para evitar a danificagéo de estruturas ou perda de cerdas.
Outra opgao seria deixar as larvas em um mesmo recipiente, sem transferi-las,
e trocar as so|ugées com o auxilio de uma pipeta de ponta muito fina. Nesse
Caso, deve-se assegurar que todo o ||'quio|o seja retirado comp|etamente antes
que a so|ugéo da préxima etapa seja adicionada. Misturas de so|u<5‘6€s podem

danificar o processo.

®Técnicas de montagem e conservacao de triatomineos, F|ebotom|'neos, cerato-

pogonideos e simuliideos

O triatomineo adulto ou ninfa deve ser alfinetado, de preferéncia, no lado
direito do pronoto, nunca no meio do pronoto, para que um dos lados tenha a
morfologia preservada, deixando na parte superior do alfinete espaco suficiente
para segurar com a ponta dos dedos. O inseto deve ficar perpendicular ao

alfinete, para ser observado ao microscépio estereoscopio.
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Os F|ebotom|'neos, ceratopogonideos e simuliideos sdo gera|mente monta-
dos entre lamina e laminula ou imersos em solucdo alcodlica em vidros trans-
parentes, devido ao seu pequeno tamanho. A|gumas vezes, no entanto, é

possivel a montagem cuidadosa em alfinete entomolégico.

Existem vérias técnicas de montagem que, de modo geral, seguem os proce-
dimentos usados para culicideos imaturos. Os procedimentos de etiquetagem

também sdo os mesmos usados para os culicideos.

® Técnicas de conservacdo e montagens de moscas

Geralmente, o material entomolégico ¢ preservado a seco ou em meio liquido,
embora possam ser preservadas partes de um exemplar de forma diferente — por
exemplo, a genitélia de Sarcophagidae, que pode ser montada e preservada mon-

tada em lamina, assim como diversas espécies de larvas de muscoides.

A maioria das moscas ¢ preservada a seco; dependendo de seu tamanho,
da resisténcia do corpo e dos apéndices, as moscas sdo espetadas em alfinetes
entomolégicos, colados a tridngulos de cartolina ou inseridos em envelopes
ou invélucros de pape| transparente. Esse material deve passar antes por uma

secagem, usualmente em p|aca de Petri, sob luz quente.

Alguns muscoides frageis ou com apéndices quebradicos sdo preserva-
dos em meio liquido, em geral 4lcool etilico 70%. Hé casos especiais de
preservacdo em liquido usando-se 4lcool 80%, élcool glicerinado ou outras

combinacdes.

As etiquetas de procedéncia reproduzem os dados dos rétulos de campo
e sdo afixadas individualmente no material a seco ou em lotes do material em
meio liquido — nesse caso, utiliza-se papel vegetal escrito a nanquim ou a lapis.
Em insetos secos, etiquetas, com dimenséo e impressao uniformizadas, sdo usa-
das para economizar espago. A etiqueta deve conter o local de procedéncia,
data da coleta e nome do co|etor; além de outros dados importantes para o

estudo, como substrato da co|eta, hora da co|eta, entre outros.
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Para as formas adultas, a alfinetagem deve levar em conta o grupo de inse-
tos. Para cada grupo, ha uma posicao correta de alfinetagem que ndo danifica
ou atrapalha o exame das partes importantes na identificagéo. Os insetos
devem ser montados a uma altura uniforme do alfinete e, para isso, blocos de
alfinetagem sao utilizados. Durante a secagem, devem ser corrigidas as posi-
cdes das asas, pernas e antenas, dependendo do caso. Insetos pequenos sdo

colados na ponta de tridngulos de cartoling, e esses sdo alfinetados pela base.

Alguns insetos pequenos ndo podem ser alfinetados ou colados, especial-
mente aqueles de corpo mole, exigindo montagem em laminas para coleciona-
mento e preservacao. O procedimento de montagem de insetos em ldminas de
vidro para microscopia varia de acordo com o inseto e o meio de montagem.

Os ovos e as larvas sdo conservados e montados em via Gmida ou em |aminas.

As moscas costumam depositar cerca de 300 ovos a cada postura, de acor-
do com a espécie. Essa postura, que pode se repetir de 3 a 4 vezes durante
toda a vida do inseto, costuma ser feita sob a forma de ag|omerado Ou em massa,
uma estratégia das fémeas para garantir a maior sobrevivéncia da prole. A familia
Sarcophagidae, no entanto, deposita diretamente larvas de primeiro instar sobre
o cadéver ou sobre o substrato de a|imentagéo das |arvas, sendo esse outro tipo

de estratégia utilizada pelos insetos na competicdo por alimento.

Os ovos sdo estruturas alongadas de cor branca, com a superficie cénca-
va, localizadas dorsalmente em relacdo ao corpo da fémea. Sao revestidos
pelo cérion, que tém como Fungéo principal proteger o embrido da desseca-
cao. Na parte dorsal do ovo, pode ser observada uma regido diferenciada,
denominada 4rea mediana, responsavel principalmente pelas trocas gasosas
do embrido com o meio, servindo e que serve também como ponto de fis-

sura para a €C|OS§O o|a |arva.

As larvas de oh'pteros muscoides apresentam formato vermiforme, sao dpo-
des e possuem cabega vestigial, chamada acéfala, formando um pseudoencé-
falo. A porcao anterior ¢ afilada; a posterior termina de forma abrupta. Dessa
Forma, as larvas estao adaptadas para se enterrarem, tanto nos tecidos quanto

no solo, e dar inicio a fase de pupa. O corpo ¢ dividido em 12 segmentos
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e revestido por uma cuticula tordcica coberta por espinhos ao longo de éreas

ou faixas transversais.

A regido anterior é constituida por pecas fortemente esclerotizadas, denomi-
nadas escleritos, que formam o esqueleto céfalo-faringeo, onde se localizam os
ganchos bucais ou orais em forma de garra, com as extremidades agudas locali-
zadas na face ventral do pseudoencéfalo. Os ganchos bucais se articulam com o
esclerito hipostomal intermediério, que se une a um grande esclerito faringiano,
constituido de duas lamelas |aterais, chamadas cornos, unidas ventralmente. Na
extremidade anterior do 1° segmento ou pseudocéFa|o, hé um par de antenas
reduzidas, um par de pequenos palpos maxilares e um par de tubérculos éticos.
No 2° segmento, as larvas de segundo e terceiro instar apresentam um par de
espirdculos laterais semelhante a tubérculos, com projecoes que terminam em
aberturas espiraculares. No dltimo segmento da larva, ha um par de espirdculos
posteriores de grande importancia na identificagéo das espécies de dipteros
muscoides, bem como dos instares larvais; cada espiréculo é geralmente rodeado
por um peritrema fortemente esclerotizado e pigmentado, que pode ser com-
p|eto ou incomp|eto na parte ventra|, formando uma pequena estrutura circular
que recebe o nome de botdo espiracular, e que é de extrema importancia na

identificacdo da espécie.

Figura 54. A) Larvas de muscoides no meio de criagdo; B) Espiraculos
posteriores de larvas de moscas mostrando um par de aberturas espiraculares e

peritrema, elementos importantes para a taxonomia.
Fotos: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/| OC—Fiocruz).
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As larvas passam por trés instares e duas mudas, e crescem bastante,
principalmente no segundo e terceiro instares. O tamanho esté relacionado
com a espécie, mas também sofre influéncia da alimentacdo, da temperatura
e da umidade. As larvas se alimentam vorazmente em todos os instares,
pois ¢ nessa fase que precisam acumular energia suficiente para todas as
transFormagées que ocorrem na fase de pupa; por isso, as larvas dos dipteros
muscoides competem com as diversas espécies que colonizam cadéveres ou

feridas dos animais em busca da maior quantidade de alimento.

As pupas podem ser alfinetadas ou conservadas em pequenos recipientes,

sem serem a|finetadas, e preservadas d seco.

As pupas sao formadas a partir do endurecimento do exoesqueleto do
altimo instar larval; nessa fase, a larva sofre modificagées para dar origem
ao adulto. O pupério, ou seja, a casca da pupa que fica vazia com a
emergéncia do adulto, ¢ imével e tem forma ovoide ou de barril e coloragdo
castanho, que vai escurecendo com o passar dos dias. Nele ainda podem ser
observados caracteres da larva, como os resquicios dos espirdculos, além de
estruturas especificas dessa fase. Devem ser procurados no solo. Ao serem
coletados, sua cor deve ser anotada — visto que pupérios recentes sao claros,
escurecendo gradualmente, até alcancar a cor marrom escura apds 24 horas.
Pupérios vazios precisam ser coletados, pois indicam a emergéncia recente de

adultos, podendo ser investigados nas roupas da vitima ou sob a mesma.
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A 4 - 1 .. "."I - -
Figura 55. Larvas de Hermetia illuscens grandes e castanhas; larvas de Ophyra

sp, pequenas e claras, pupas novas claras e pupas velhas.
Foto: Margareth Queiroz (Laboratério de Transmissores de Leishmanioses,

Setor de Entomologia Médica e Forense/|OC—Fiocruz)‘
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Capitulo 5
Malacologia
Silvana Carvalho Thiengo

Monica Ammon Fernandez

Aline Carvalho Mattos

Mealacologia ¢ o ramo da ciéncia que estuda os moluscos. Esse grupo, se-
gundo maior em nimero de espécies descritas, possui incontestével relevancia
por sua utilizacdo na alimentacdo desde os primérdios da humanidade, bem
como do ponto de vista biolégico e parasitolégico, como serd visto a seguir.

Entre as classes pertencentes ao filo Mo”usca, Gastropoda e Bivalvia me-
recem destaque por sua importancia médica, veteriniria e econémica. Gas-
tropoda engloba cerca de trés quartos do niimero total de espécies do filo,
incluindo os transmissores da esquistossomose e de outras helmintoses, além de
espécies consideradas pragas de diferentes cultivos. Bivalvia abrange a maioria
das espécies de moluscos utilizadas na a|imentagéo humana (ostras, mexilhdes,
sernambi, entre outros) e também algumas que causam prejuizos econdmicos
— como os teredinideos, que perfuram ancoradouros e cascos de embarcacdes

de madeira.
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1. Gastrépodes

As principais caracteristicas dos gastrépodes sdo: 1) ocorréncia de torcao
durante o desenvolvimento embrionério (giro de 180°) da massa visceral,
havendo algumas excecdes; 2) presenca de radula (dentes quitinosos mé-
veis dispostos em séries, que variam em ndmero e forma, de acordo com o
tipo de a|imenta<5‘éo),- 3) presenca de manto ou pélio (tecido que recobre
a massa visceral, responsével pela sintese da concha); 4) cavidade palial ou
cavidade do manto (onde ocorrem a circulagdo, a respiracdo, a excrecdo e
a reprodugéo); 5) sistema circulatério aberto; 6) respiracdo branquial, pul-
monar ou tegumentar; 7) tubo digestivo comp|eto (com boca e anus, além
de glandulas anexas); 8) sistema nervoso ganglionar; 9) um ou dois pares
de tentéculos; 10) massa cefalopodal (expansdo musculosa de superficie
ventral em forma de sola, fundida com a cabega e que corresponde 3 regido
que se expande para fora da concha); 11) masculo columelar (que prende
o corpo do animal & concha); 12) concha geralmente univalva e espiralada,
porém pode ser reduzida e até mesmo estar ausente em algumas espécies
(os principais termos utilizados no estudo da concha estdo representados na
fig. 1); 13) hermafroditas ou didicos, com fecundacdo externa, fecundacio
interna, Fecundagéo cruzada, autofecundagéo, partenogénese, alternancia de
geracOes e neotenia; 14) desenvolvimento direto (viviparidade, ovovivipari-
dade ou oviparidade) ou indireto, por meio de larvas fixas ou planctonicas
(trocofora e véliger); 15) habitat: marinho, limnico (4gua doce) e terrestre.

Tradicionalmente, a classe Gastropoda ¢ dividida nas subclasses Prosobran-

chia, Opisthobranchia e Pulmonata.
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—— Apice
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—Sutura
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peristoma

Figura 1. Vista ventral da concha de Physa marmorata Guilding, 1828, em posicao ana-

tomica, mostrando os principais termos utilizados em conquiliologia. (Escala: 5 mm.)
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

1.1 Subclasse Prosobranchia

Possuem branquias localizadas anteriormente ao coracao, concha sempre
presente e opérculo; os sexos geralmente sdo separados (didicos) e a maioria
das espécies é marinha, porém ha representantes limnicos e terrestres. As familias

e superfamilia encontradas em ambientes limnicos no Brasil sso Ampullariidae,

Thiaridae e Rissooiidea (Fig. 2).

1.1.7 Ampullariidae

S&o os maiores gastrépodes limnicos, podendo alcancar 17 cm de com-
primento. Estdo amplamente distribuidos no pafs, geralmente em 4guas lén-
ticas.! Sua concha ¢ globosa, com excecao do género Marisa (p|anispira|).
As espécies americanas possuem opérculo cérneo. Sdo animais didicos, mas,
geralmente, sem dimorfismo sexual externo muito evidente. Efetuam respira-

cdo dupla: pulmao e branquia. Sdo bastante resistentes & dessecacdo. Os

' Aguas |énticas sdo as 4guas paradas ou estacionérias, por exemplo, os lagos.
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géneros encontrados no Brasil sdo Asolene, Fe//pponea, Marisa, Pomacea e
Pomells. Espécies de Pomacea e Marisa cornuarietis (Linnaeus, 1758) foram
utilizadas em programas de controle biolégico de Biomphalaria spp., transmis-

sor da esquistossomose.

1.1.2 Thiaridae

Tém concha geralmente turriculada,? e seus primeiros giros® frequentemente
encontram-se danificados, Ou mesmo ausentes, por causa do atrito com o
substrato. Possuem opérculo cérneo. Vivem preferencialmente em ambientes
ficos em oxigénio. Sua reprodugéo ¢ sexuada; na auséncia de machos, porém,
ocorre partenogénese.

A espécie afro-asitica Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774), embora
exdtica, ¢ de ampla distribuigéo no territério brasileiro. Na regido do Caribe,
foi utilizada, com sucesso, em programas de controle biolégico das espécies

transmissoras do Schistosoma mansoni Sambon, 1907.

Espécie exética é toda espécie que ndo é nativa de uma determinada é4rea.

1.1.3 Rissooiidea
Tém concha pequena oval-cénica, ou mesmo turriculada, e opérculo cér-
neo as vezes calcificado; vivem em 4gua doce, podendo habitar 4gua salobra.

Alguns géneros encontrados no Brasil so Littoridina, Heleobia e Idiopyrgus.

2 De forma helicoidal alongada.
3 Cada volta em torno do eixo columelar.
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Figura 2. Exemplares de prosobranquios: A) Pomacea insularum (dD’Orbigny,
1835); B) Desova de Pomacea sp; C) Marisa planogyra Pilsbry, 1933; D)
Melanoides tuberculatus; E) Idiopyrgus sp. (Escala: 5 mm.)

Fotos: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

1.2 Subclasse Opisthobranchia

Est4 limitada ao ambiente marinho. Exemplo: o grupo Nudibranchia, que

eng|oba as |esmas CIO mar.
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1.3 Subclasse Pulmonata

Apresentam tecido ricamente vascularizado que reveste o teto da cavidade
palial e que, fundido com o colo, forma um saco pulmonar. Possuem concha
externa ou interna, que pode estar reduzida ou mesmo ausente. A maioria
das espécies ¢ hermafrodita. A subclasse Pulmonata inclui trés ordens:

Sty|ommatophora, Syste”ommatophora e Basommatophora.

1.3.1 Ordem Stylommatophora

Abrange a maioria dos gastrépodes terrestres. Os estilomatéforos possuem
dois pares de tenticulos invaginéveis e olhos situados na extremidade dos
tentéculos cefélicos (posteriores). Sso hermafroditas, geralmente com abertura
genital Gnica. Nessa ordem estd incluido o molusco exético Achatina fulica
Bowdich, 1822, hospedeiro do Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935),

nematoide responsavel pela meningoencefalite eosinofilica.

Figura 3. Exemplar adulto e ovos de Achatina fulica.
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

1.3.2 Ordem Systellommatophora
N3o possuem concha. Apresentam dois pares de tentéculos ndo invaginé-
veis (retrateis). Ocorrem no ambiente terrestre exemplo, as lesmas, da familia

Veronicellidae — e marinho — exemplo, os integrantes da familia Onchidiidae.
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Algumas espéecies de veronicelideos (fig. 4) sao as principais transmisso-
ras do nematoide Angiostrongylus costaricensis Morera & Céspedes, 1971,

agente etiolégico da angiostrongilose abdominal.

Figura 4. Vista dorsal e ventral do veronicelideo Sarasinula marginata (Semper,

1885), hospedeiro natural de Angiostrongylus costaricensis. (Escala: 12 mm.)
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

1.3.3 Ordem Basommatophora
Possuem concha sem opérculo. Sdo aquaticos — a maioria de 4gua doce.
Apresentam um par de tentécu|os, nao invaginéve|, com os olhos situados na

base. Sdo hermafroditas, com aberturas sexuais separadas.

2. Moluscos de importéncia epidemiolégica

Os moluscos sdo hospedeiros de trematédeos digenéticos e de alguns ne-
matoides parasitos do homem e dos animais. No Brasil, as principais doengas
relacionadas aos moluscos sdo a esquistossomose, a fasciolose, a angiostron-
gilose abdominal e, recentemente, a meningoencefalite eosinofilica. Existem
outros moluscos que, acidentalmente, podem injetar veneno em seres humanos,

causando a morte — por exemplo, gastrépodes marinhos da familia Conidae;
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suas vitimas sdo, em geral, mergulhadores e catadores de conchas. Hé ainda

outras espécies que podem causar intoxicacao alimentar e transmitir o cdlera.

2.1 Ordem Basommatophora

A ordem Basommatophora possui cinco familias: Ancylidae, Chilinidae,
Physidae, Lymnaeidae e Planorbidae, sendo as duas dltimas de importancia
médica e veterindria, por compreenderem os transmissores dos trematédeos

Schistosoma mansoni e Fasciola hepatica Linnaeus, 1758.

2.1.1 Familia Ancylidae

Possuem concha conica, sem enrolamento; sdo animais pequenos, sem im-
portancia médico-veterindria (fig. 5). Os géneros presentes na América do
Sul sdo Ancy/us, An/sancy/us, Bumup/'a, Ferrissia, Gundllachia, /—/ebetancy/us e

Uncancylus.

Figura 5. Familia Ancylidae. (Escala: 5 mm)
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

2.1.2 Familia Chilinidae
Tém concha dextrégira, g|obosa, com dentes na parede columelar da abertura

(fig. 6). No Brasil, ocorrem apenas na regido Sul. Nao tém importincia médica.
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Figura 6. Familia Chilinidae. (Escala: 5 mm.)
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

2.1.3 Familia Physidae
Apresentam concha com abertura para a esquerda (sinistrégira) e tenta-
culos longos e filiformes (fig. 7). Sem importancia médica. Entre as espécies

presentes no Brasi|, estao P/zysa acuta Draparnaud, 1805 e P/)ysa marmorata

Guilding, 1828.

Figura 7. Physa marmorata Guilding, 1828. (Escala: 5 mm.)
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

92.1.4 Familia Lymnaeidae

Possuem concha com abertura para a direita (dextrégira), auséncia de dentes
na parede columelar da abertura e tentdculos curtos e triangu|ares. Vivem
preferencia|mente em aguas estagnadas ou de curso lento e possuem habitos
anfibios (fig. 8). Entre as espécies presentes no Brasil, Lymnaea columella Say,

1817 e Lymnaea viatrix d'Orbigny, 1835 sao responséveis pela transmissdo
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da fasciola hepatica, trematédeo que parasita principalmente o figado de

ruminantes. Vérios casos de fasciolose humana j4 foram registrados no Brasil.

Figura 8. Lymnaea columella Say, 1817. (Escala: 5 mm.)
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

2.1.5 Familia Planorbidae
Tém concha geralmente planispiral, tentéculos longos e filiformes e aberturas

genitais a esquerda (fig. 9).

Figura 9. Representantes de trés espécies de diferentes géneros da familia
Planorbidae no Brasil: A) Biomphalaria glabrata (Say, 1818); B) Plesiophysa
guadeloupensis (“Fischer’ Mazé, 1883); C) Drepanotrema lucidum (Pfeiffer,

1839). (Escala: Ae B -3 mm; C— 1,5mm.)
Fotos: Acervo do Laboratério de Malacologia/l OC—Fiocruz.



Mealacologia | 423

Além do tamanho, tais espécies diferem em diversas caracteristicas morfo-
l6gicas e conquilioldgicas. Por exemplo, somente nos exemplares do género
Drepanotrema a abertura da concha é em forma de foice, e sdo observadas, na
maioria de suas espécies, faixas pigmentadas nos tentéculos, nas faces dorsal e

|atera| c|a cabega € nas margens da muHa e CIO pé

9.1.5.1 Género Biomphalaria

Apresentam concha planispiral, com didmetro variando nos individuos
adultos de 7 mm a 40 mm. A cor natural da concha é amarelo-palha, mas
modifica-se em contato com substancias corantes dissolvidas na 4gua dos cria-
douros, como o éxido de ferro, que conlfere as conchas coloracdo mais escura,
passando por vérios tons de marrom até o negro.

No Brasil existem onze espécies e uma subespécie descritas no género
Biomphalaria, e apenas trés sdo hospedeiras naturais do trematédeo Schistoso-
ma mansoni. Trés sdo hospedeiras potenciais, uma vez que se infectam quando

expostas experimenta|mente ao parasito.

* Hospedeiro natural: o parasitismo ocorre em condigées naturais.

* Hospedeiro potencial: o parasitismo ocorre em condigées de laboratério.

Além da identificacio baseada nos caracteres conquiliolégicos e anatémi-
cos, existem estudos genéticos (cruzamentos entre individuos, utilizando o albi-

nismo como marcador) e moleculares capazes de fornecer diagnéstico preciso.

Principais caracteristicas:

Apresentam dois tentéculos longos e filiformes, e olhos na base dos ten-
téculos. A boca é contornada pela mandibula, que, quando vista de frente,
apresenta a forma de um T. No colo, encontram-se as aberturas genitais: a mas-
culina, localizada atrés da base do tentéculo esquerdo, e a feminina, localizada
um pouco mais atrds, sob a pseudobranquia. O pé ¢ oblongo. Na porcdo

cefé|ica o|a massa viscera|, 0 manto dobra-se para formar a cavidade pu|monar.
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Quadro 1. Espécies e subespécies de Biomphalaria descritas para o Brasil,
assinalando as hospedeiras naturais, as potenciais e as nao hospedeiras de
Schistosoma mansoni.

Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

H?jzji?:as Biomphalaria tenagophila (d'Orbigny, 1835)
Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)
Biomphalaria amazonica Paraense, 1966
Hospedeiras Biomphalaria peregrina (d'Orbigny, 1835)
potenciais Biomphalaria peregrina cousini Paraense, 1966

Biomphalaria intermedia Paraense & Deslandes.

Naso hospedeiras | Biomphalaria kuhniana (Clessin, 1883)

Biomphalaria schrammi (Crosse, 1864)

Biomphalaria oligoza Paraense, 1975

Biomphalaria occidentalis Paraense, 198 1

Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984
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Figura 10. Conchas de espécies e subespécies de Biomphalaria que
ocorrem no Brasil: A) Biomphalaria glabrats; B) Biomphalaria tenagophila; C)
Biomphalaria straminea; D) Biomphalaria amazonica; E) Biomphalaria peregrina;

F) Biomphalaria intermedia; G) Biomphalaria kuhniana;

H) Biomphalaria schrammi; 1) Biomphalaria oligoza; J) Biomphalaria

occidentalis; L) Biomphalaria tenagophila guaibensis. M) Biomphalaria cousini.

(Escala: 5 mm.)
Fotos: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.
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Figura 11. Biomphalaria, animal retirado da concha, com o manto levemente

rebatido, para visua|izagéo dos 6rgaos internos.

Estruturas: massa ceFa|opoc]a| (ms), cavidade pu|monar (cp), mufla (mf), tentéculo
(te), colo (c), abertura genital masculina (om), colar ou borda do manto (cm),
pseudobranquia (ps), pneuméstoma (pn), abertura anal (an), mésculo columelar (mc),
crista lateral (cl), crista retal (ct), veia renal (vr), veia pulmonar (vp), tubo renal (tr), reto
(1), glandula de albimen (ga), intestino anterior (ia), intestino médio (im), intestino
posterior (ip), estdmago (et), glandula digestiva (gd), pé (), ovoteste (ot).

llustracdo: Extraida de Paraense, 1975.

* Manto

No manto podem ser observados:
a) O Coragao, contido no pericérdio e constituido por uma auricula e
um ventriculo;

b) parte da glandula de albamen;
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c) as veias pulmonar e renal;
o|) O ureter e seu meato;

e) o rim;

f) o pneumédstoma;

g) a crista lateral.

O rim ¢ formado por uma porcao sacular, justaposta & esquerda do peri-
céro|io, que se continua por uma porgao tubular (tubo rena|) situada entre a
veia renal e a veia pulmonar.

A observacdo do manto é extremamente importante para a identificacdo es-
pecifica, uma vez que o principal caréter diagnéstico de Biomphalaria glabrata,

a crista rena|, encontra-se no manto.

Figura 12. Estruturas do manto das bionfalérias: A) Manto de Biomphalaria sp;
B) Manto de Biomphalaria glabrata, com crista renal.
Estruturas: coracdo (co), pericardio (pe), glandula de albimen (ga), veia pulmonar
(vp), veia renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (cl), crista renal (cr), colar do man-
to (cm), ureter (ur), meato do ureter (mu) e pneumdstoma (pn).

llustracdo: Extraida de Paraense, 1975.



498 | Conceitos e Métodos para a Formacdo de Profissionais em Laboratérios de Satide

* Sistema respiratério

Predomina a respiragdo atmosférica — a hematose ocorre na rede vascular
da parede pulmonar, de onde o sangue flui para o coracao por meio da veia
pulmonar. A respiracao aquatica ocorre pela pseudobranquia (sede principal)

e pelo tegumento em contato com o meio liquido.

* Sistema nervoso

O sistema nervoso estd formado por onze génglios, sendo cinco em pa-
res — bucais, cerebrais, pleurais, pedais e parietais — e um isolado — visceral.
Esses ganglios formam um anel — chamado anel periesofagiano — ao redor do

esdfago, logo atrés do saco bucal.

* Sistema digestivo
A réc|u|a, presente no saco buca|, raspa o substrato, extraindo os alimentos:

algas, bactérias, fragmentos de animais e vegetais, sais minerais e outros.

Figura 13. Sistema digestivo de Biomphalaria sp.
Estruturas: mandibula (ma); saco bucal (sb); dentes da radula: central (c), margina| (m),

intermediario () e lateral (I); glandula salivar (gs); esdfago (ef); estémago: papo (pa),

moela (mo), piloro (pl); glandula digestiva (gd); intestino anterior (ia), médio (im) e

posterior (ip); reto (re); crista retal (ct); anus (an). sistema nervoso: anel periesofagiano
(sn). sistema respiratério: pseudobranquia (pb). mésculo columelar (mc).

llustracdo: Extraida de Paraense, 1975.
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* Sistema reprodutor

Embora os animais sejam hermafroditas, a fecundacdo cruzada predomina
sobre a autofecundacdo. Se a fecundacdo cruzada propicia maior variabilidade
genética, a autofecundagéo garante a Formagéo de uma popu|agéo a partir
de um dnico individuo (estudos experimentais realizados por W. L. Paraense
demonstraram que um Gnico exemplar de B. glabrata pode produzir cumulati-

vamente 10 milhdes de descendentes em trés meses).

Figura 14. Biomphalaria parcialmente dissecada, mostrando
a interagdo entre os 6rgaos.

Estruturas hermafroditas: canal coletor do ovoteste (cc), vesicula seminal (vs), ovisper-
miduto (od) e ovoteste (ot). Estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), espermateca
(es), canal da espermateca (ces), g|énc|u|a nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va),
bolsa vaginal (bv), ttero (ut) e glandula de albimen (ga). Estruturas masculinas: bainha
do pénis (bp), canal deferente (cd), prostata (pr), prepucio (pp) e espermiduto (ec|).
Outras estruturas: Ganglios nervosos (sn), glandula salivar (gs), veia pulmonar (vp), veia

renal (vr), tubo renal (tr), crista renal (cr), pericérdio (pc), colar ou borda do manto
(cm), ureter (ur), meato do ureter (mu), cavidade pulmonar (cp), saco bucal (sb), esdfa-

go (ef), estémago (est), intestino () e glandula digestiva (gd).

llustracdo: Extraida de Paraense e Deslandes, 1955.
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A dissecgéo do sistema reprodutor permite a identificagéo especifica dos pla-
norbideos, mediante a observacdo morfolégica dos érgdos: presenca e forma de
determinadas estruturas, quantificagées, proporcdes entre 6rgaos, mensuragoes, Po-
sicionamento, dentre outros. De um modo gera|, as espécies vetoras podem ser

identificadas com base nas caracteristicas que se descrevem abaixo.

Biomphalaria glabrata: a concha de exemplares adultos tem de 20 mm a
40 mm de didmetro, de 5 mm a 8 mm de largura e cerca de seis a sete giros

— as paredes laterais dos giros sdo arredondadas.
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Figura 15. Biomphalaria glabrata: A) Vista do lado direito, vista frontal e vista do lado
esquerdo, respectivamente; B) Manto de um exemp|ar adu|to, onde se vé a crista rena|;
C) Manto de um exemplar jovem com linha renal pigmentada; D) Ssistema reprodutor:
canal coletor do ovoteste (cc), encruzilhada genita| (eg), ovispermiduto proxima| (oclp),
ovispermiduto distal (ocld), ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas:
bainha do pénis (bp), canal deferente (cd), espermiduto (ed), masculos do complexo
peniano — retrator (mr) e protrator (mp) —, preplcio (pp) e préstata (pr); estruturas
femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal (bv), espermateca (es), glandula ni-
damental (gn), oviduto (ov), vagina (va) e Gtero (ut); coragao (co), pericérdio (pe),
glandula de albtmen (ga), veia pulmonar (vp), veia renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral
(cl), crista renal (cr), linha renal pigmentada (Ir), colar do manto (cm), ureter (ur), meato

do ureter (mu) e pneumdstoma (pn).
llustragdo: Extraida de Paraense, 1975.
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Biomphalaria tenagophila: a concha de exemplares adultos tem de 15 mm a

35 mm de didmetro, com cerca de sete a oito giros carenados, acentuadamen-

te no lado esquerdo.
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Figura 16. Biomphalaria tenagophila:

A) Concha: vista do lado direito, vista frontal e vista do lado esquerdo,
respectivamente; B) Manto mostrando o tubo renal |iso; C) Sistema reproclutor:
canal coletor do ovoteste (cc), encruzilhada genital (eg), ovispermiduto proximal
(odp), ovispermiduto distal (odd), ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas

masculinas: bainha do pénis (bp), canal deferente (cd), espermiduto (ed), misculos
do comp|exo peniano — retrator (mr) e protrator (mp) —, preplcio (pp) e préstata
(pr); estruturas femininas: bolsa do oviduto (bo), bolsa vaginal (bv), espermateca
(es), g|3no|u|a nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va) e (tero (ut). Estruturas:
coragao (co), pericardio (pe), glandula de albimen (ga), veia pulmonar (vp), veia
renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (c|), colar do manto (cm), ureter (ur), meato
do ureter (mu) e pneumdstoma (pn).
llustracdo: Extraida de Paraense, 1975.
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Caracteres diagnésticos de Biomphalaria tenagophila
* concha carenada;
® sistema reprodutor com bolsa vaginal bem definida;
* anatomia quase idéntica & de B. glabrata, diferindo pela auséncia de

crista renal pigmentada.

Biomphalaria straminea: a concha de exemplares adultos tem de 10 mm

a 16 mm de didmetro, com 3 mm a 4 mm de largura e cerca de cinco giros.
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Figura 17. Biomphalaria straminea: A) Concha: vista do lado direito, vista
frontal e vista do lado esquerdo, respectivamente; B) Manto, no qua| se Ve o
tubo renal |iso; C) Sistema reprodutor: canal coletor do ovoteste (cc), encruzi-
lhada genital (eg), ovispermiduto proxima| (odp), ovispermiduto distal (odd),

ovoteste (ot) e vesicula seminal (vs); estruturas masculinas: bainha do pénis (bp),
canal deferente (co|), espermiduto (ed), masculos do comp|exo peniano — retra-
tor (mr) e protrator (mp) —, preplcio (pp) e prostata (pr); estruturas femininas:
bolsa do oviduto (bo), enrugamento vagina| (ev), espermateca (es), g|§ndu|a
nidamental (gn), oviduto (ov), vagina (va) e Gtero (ut).

Estruturas: coragao (co), pericérdio (pe), glandula de albimen (ga), veia pu|-
monar (vp), veia renal (vr), tubo renal (tr), crista lateral (c|), colar do manto
(cm), ureter (ur), meato do ureter (mu) e pneumdstoma (pn).
llustracdo: Extraida de Paraense, 1975.

Caracteres diagnésticos de Biomphalaria straminea
* parede dorsal da vagina enrugada devido & presenca de uma série de

ono|u|ag6€s transversais (enrugamento vaginal bem nitido).
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Observagao: embora os caracteres diagnésticos mais marcantes das es-
pécies transmissoras presentes no Brasil tenham sido relacionados an-
teriormente, a identiFicagéo precisa requer andlises criteriosas de vérios
exemplares (preFerencia|mente séries de individuos), uma vez que exis-

tem outras espécies com caracteristicas similares.

3. Técnicas malacolégicas

3.1 Gastrépodes limnicos

a) Co|eta dOS mo|uscos

Os moluscos limnicos podem ser encontrados em diferentes colecdes hi-

dricas, tais como agudes, alagados, brejos, corregos, lagoas, lagos, valas de
esgoto ou drenagem, riachos e rios. A correnteza dos rios e dos corregos é
um fator importante: as coldnias geralmente sdo abundantes em aguas estagna-

das; em 4guas correntes, com velocidade superior a 30 cm por segundo, os

moluscos ndo formam populacdes. Os representantes da classe Gastropoda

sdo encontrados aderidos a vegetacdo, as rochas ou as margens do criadouro,

podendo também estar enterrados no fundo do corpo d'dgua — esse Gltimo

comportamento ¢ mais frequente nos moluscos pertencentes & classe Bivalvia.

b) Equipamentos necessarios

a) Concha de captura: consiste de um cabo de madeira ou aco, com
aproximadamente 1 m de comprimento, acoplado a uma peneira ou a
uma concha perfurada de metal, com furos em torno de 2 mm. Para fa-
cilitar o transporte da concha, o cabo pode ser confeccionado em duas
partes unidas por uma rosca ou um parafuso. A largura da malha ou dos
furos ¢ importante, pois deve permitir somente a passagem da dgua do

criadouro, retendo pequenos espécimes como Ancylidae, Antillorbis,
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Drepanotrema, Biomphalaria jovem e pequenos bivalves. Em alguns ca-
sos, a concha de captura pocle ser substituida por uma draga e peneiras
para triagem;

b) Pingas longas e pingas com pontas finas: em alguns ambientes, pingas
com pontas finas sdo necessarias para retirar o molusco que se encontre
preso as frestas de rochas ou dos troncos;

¢) Recipientes plasticos e sacos de plastico ou de tecido, umedecido,
em é4gua: para acondicionar os moluscos maiores, como Pomacea spp;
d) Luvas e botas de borracha, para protecao individual.

e) Caderneta de campo, lépis e fita adesiva para a identificagéo do
biétopo e da coleta: todas as anotacdes devem ser feitas no local, rela-
cionando tipo de ambiente, vegetacao, topografia, clima, temperatura e
pH da 4gua, umidade do ar, fauna acompanhante e coordenadas geo-
gréficas obtidas com um aparelho de sistema de posicionamento global
(GPS). Outras anélises da dgua, como turbidez, oxigénio dissolvido,
ferro, cloretos, gés carbénico, cloro e manganés, podem ser feitas no
local, com o uso de aparelhos especificos, ou apds o transporte da
amostra, no |aboratério,~

[) Bolsa térmica ou isopor para o transporte: o uso de um pouco de
gelo ¢ aconselhével nas regiGes mais quentes, desde que ndo entre em
contato direto com os recipientes contendo os moluscos;

g) Coletes com vérios bolsos, para facilitar o transporte do equipamento

de trabalho.

c) Métodos de coleta

Os métodos de coleta variam segundo o tipo de estudo: anélises qualita-
tivas requerem vérias amostragens em épocas diferentes; anélises quantitativas
baseiam-se em técnicas que envolvem a de|imitag§o da érea amostral, o tempo

de coleta ou o niimero de “conchadas” e a quantidade de coletores.
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Figura 18. Conchas para a captura de moluscos limnicos.

A técnica de coleta consiste em raspar com a concha de captura a vege-
tacdo submersa, as margens e o fundo dos criadouros. Na superficie, o ma-
terial recolhido deve ser cuidadosamente analisado para detectar a presenca
dos moluscos, observando-se folhas e pequenos gravetos onde espécimes
jovens ou pequenos moluscos como os ancilideos podem estar presos. A
medida que os moluscos forem sendo encontrados, devem ser colocados
no recipiente pléstico, sem é4gua, e o material da concha deve ser lavado
até a confirmagéo da auséncia de moluscos, para entdo ser desprezado. E
aconselhével que se coloque no frasco um pequeno pedaco de vegetacao
(folha) retirado do criadouro, para manter a umidade; se forem coletados
exemplares da familia Ancylidae, é necessério colocar um pouco da é4gua.
E imprescindivel colocar uma etiqueta com o nimero de identiFicagéo refe-
rente as anotacdes da caderneta de campo. A busca dos moluscos deve ser
realizada em diferentes pontos de cada criadouro, para se obter uma boa
amostragem da malacofauna presente.

Os criadouros podem ser temporérios, quando tém égua apenas em alguns

periodos, ou permanentes. Podem ser formados pela d4gua que mina do solo
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(por vertentes, fontes ou pocos); pela 4gua da chuva ou por drenagem de
superficie; por &guas acumuladas em recipientes artificiais, cisternas, sarjetas
ou valetas, charcos, inundagées, valas de irmgacdo e “caldeires’ (grandes
colecdes de 4gua em cavidades de pedreiras). Sdo de grande importancia
epidemiolégica lagoas, represas, cérregos e rios, pela presenca de pescado-
res ou banhistas, e os acudes, por serem as Gnicas fontes de 4gua em certas
localidades.

Apbs o reconhecimento do local, as equipes de campo devem identificar e
assinalar os criadouros atuais e potenciais dos planorbideos, caracterizando aque-
les de importancia epidemiolégica no que diz respeito a frequéncia da populacio
ao local, & ocorréncia de planorbideos com formas infectantes de Schistosoma
mansoni, & densidade populacional dos moluscos e & espécie transmissora. Sem-
pre que possivel, os dados pluviométricos devem ser incluidos.

Em co|eg6es hidricas aparentemente secas, cobertas por camadas de barro
(crostas), a pesquisa de p|anorl:>|'o|eos torna-se mais trabalhosa: o sedimento
deve ser removido com enxada (equipamento a ser inserido, conforme o am-
biente a ser pesquisado) e cuidadosamente analisado quanto & presenca dos
moluscos, sendo importante o registro da profundidade.

Para o estudo quantitativo da malacofauna, existem diferentes métodos
pelos quais ¢ possivel determinar a densidade das espécies presentes, confor-
me o interesse da pesquisa e o tipo de criadouro: tamanho, caracteristicas da
vegetacao, das margens, do substrato, profundidade, dentre outros. Entre os
métodos utilizados, ha relatos de coletas pelo método de conchadas e pelo
método de Olivier e Schneiderman (1956).

Para o método de conchadas, inicialmente deve ser demarcado o ponto
exato onde seré realizada a captura, utilizando-se para isso estacas previamente
numeradas, que devem ser fixadas & margem do criadouro. Em cada estacdo
sdo feitas dez “conchadas’, buscando-se coletar o maior nimero possivel de
moluscos; a Fixagéo prévia do niimero de conchadas garante a comparabilidade
dos resultados e, assim, uma estimativa confidvel da densidade de p|anorb|'o|eos

em diferentes co|eg6es hidricas. A quantidade de planorbideos obtida em
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cada estacao devers ser dividida por 10 (ndmero de conchadas), e o valor
encontrado corresponderé ao niimero de moluscos de cada estacdo de captura.
Quanto maior a padronizacdo do método, mais confidveis e comparéveis serdo
as informacdes.

Jé& o método de Olivier e Schneiderman (1956) estipula que o niimero
de exemplares coletados em cada estacao de captura deve ser dividido pelo
nimero de coletores (que devem ser experientes na realizagio de coletas de
moluscos), e o valor encontrado deve ser dividido pelo tempo de coleta,
independentemente do niimero de conchadas. A dindmica populacional dos
p|anorb|'deos nas diferentes estacoes de coleta ¢ um fator importante para
caracterizar a potencialidade dos novos focos* de esquistossomose.

Os moluscos coletados devem ser acondicionados em potes plésticos e en-
caminhados ao laboratério, conforme técnica de remessa descrita a seguir. No
|aboratério, a taxa percentua| de moluscos infectados por Schistosoma mansoni
serd determinada com base nas técnicas de exposicdo & luz e de esmagamento,
também descritas a seguir.

O monitoramento dos moluscos, uma das primeiras etapas em estudos
epidemioldgicos em éreas de esquistossomose, deve ser continuo e sistemético.
Outras agdes, tais como a educacdo em salde e ambiente e o saneamento

hfdrico, devem, se possfve|, ocorrer concomitantemente.

d) Embalagem e remessa dos moluscos limnicos
Para a remessa de moluscos vivos destinados & identificacdo e ao exame de
infecgéo por Schistosoma mansoni, propde-se que seja adotada a técnica que
se segue, desenvolvida por W. Lobato Paraense:
1) E fundamental que se verifique se todos os moluscos estdo vivos
antes de serem embalados; para isso, devem ser colocados numa fina

lamina de 4gua e observados quanto & sua movimentagao;

* Criadouros onde se encontra o molusco infectado por Schistosoma mansoni.
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92) Molhe com 4gua um pedaco de gaze de algoddo de 30 a 50 cm de
comprimento por 20 cm de largura, espremendo-o muito bem, de modo
que fique levemente Gmido. Esse detalhe é muito importante, pois o excesso

de 4gua mata os moluscos por asfixia, uma vez que eles sao pulmonados;

3) Estender a gaze sobre uma superficie plana e colocar os moluscos
transversalmente e enfileirados, de modo que fiquem distantes uns dos
outros (fig. 19). Tal distancia dependerd do tamanho do exemplar, sendo
de 1 cm para os menores, por exemplo Drepanotrema, e de 2 cm para os
maiores, por exemplo Biomphalaria. Nenhum exemplar deve ser colocado
nas margens da gaze, as quais devem ter cerca de 3 cm livres, para facilitar

o fechamento do cilindro;

4) Uma vez que a fileira esteja pronta, a gaze deve ser dobrada sobre os
moluscos, e outros exemplares devem ser acondicionados sobre a gaze,
e novas fileiras organizando-se. Dessa forma, gradativamente, os moluscos
vao sendo organizados em fileiras, entre as dobras da gaze. Entre a dltima
fileira de moluscos e a margem superior da gaze, sobrar um pedaco capaz
de envolver todo o cilindro. Para se formar o cilindro, as margens direita
e esquerda devem ser dobradas e, em seguida, a margem superior deve

envolver todo o material, evitando-se que os exemplares saiam do cilindro;

5) Caso existam muitos exemplares em uma (nica amostra, vérios cilindros
devem ser formados, para garantir a sobrevivéncia dos moluscos. Cada
amostra deve ser colocada em um saco pléstico capaz de envolver todo o
cilindro, a fim de evitar que a gaze perca a umidade. A identificagéo de
cada amostra (com o nome da localidade, o tipo de criadouro, o nome
do co|etor, a data da coleta e outros) deve ser colocada dentro do saco
pléstico distante da gaze, usando-se dois sacos plésticos ou dobras no

pléstico para impedir o contato do papel com a 4gua;

6) O material deve ser colocado em uma caixa resistente, envolta em pe-
o|a<5‘os de isopor, a fim de evitar qualquer colisdo com as laterais da caixa

e possiveis danos aos moluscos;
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7) A caixa ndo deve ser perfurada ou submetida & refrigeragéo durante o

transporte;

8) E preciso evitar a exposicao do material a moscas durante todo o
procedimento de embalagem, pois esses insetos depositam seus ovos

nos tecidos dos moluscos, levando-os & morte.

A longevidade dos moluscos sob essas circunstancias dependera de vérios
fatores, tais como a espécie em questdo — exemplares de Pomacea possuem
maior resisténcia, podendo sobreviver por vérias semanas ou meses, desde que
bem embalados — e a presenca de formas larvais de trematédeos — os exem-
p|ares parasitados morrem mais facilmente.

Esse método ndo ¢ recomendado para exemplares de ancilideos, os quais
devem ser transportados com uma pelicula de 4gua do criadouro, em frascos

hermeticamente fechados.

Figura 19. Etapas da embalagem de moluscos limnicos para remessa.
Fotos: Acervo do Laboratério de Malacologia/l OC—Fiocruz.
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) Manutengido dos gastrépodes limnicos em laboratério

A manutencdo dos gastrépodes limnicos em condicdes de laboratério re-
quer a dedicacdo constante do técnico responsavel. Com a experiéncia ad-
quirida, o profissional poderd adaptar as técnicas descritas a seguir & col6nia
utilizada, aos objetivos especificos do trabalho e as peculiaridades de cada

laboratério.

b Agua: ndo deve conter tracos de chumbo, cloro ou de qua|quer
outra substancia quimica que a torne imprdpria para o uso na criacao.
Antes de ser utilizada nos aquérios, é recomendével manter a 4gua
fornecida pelas distribuidoras de abastecimento em recipientes durante
alguns dias, para que o cloro evapore.

Outro procedimento visando ao mesmo objetivo foi construido no La-
boratério de Malacologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), da Fun-
dagéo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Ele consiste em uma parede de pedra,
externa ao laboratério, por onde a 4gua escorre e fica depositada num
tanque concretado, antes de ser usada. E importante também que a
4gua seja filtrada em papel-filtro, uma vez que a presenca de larvas de
insetos, oligoquetos, microcrustdceos e protozoérios pode prejudicar a
criacio. O pH deve ser mantido entre 6 e 8.

O volume de 4gua necessario dependerd da quantidade de espécimes
em cada aquério, bem como do tamanho dos moluscos, da espécie em
questdo e da finalidade da criagao. Assim, ndo existe uma proporgao
Gnica entre o volume de 4gua e o niimero de moluscos. Em criagoes
que visem somente a manutencao da popu|agéo em laboratério, aqué-
fios com capacidade de 2 L podem comportar satisfatoriamente 1,8 L
de 4gua e 25 espécimes de Biomphalaria adultas. Como a densidade
de moluscos influencia diretamente o crescimento e o amadurecimento
sexual dos espécimes, criagoes para a rea|izagéo de experimentos com
moluscos de tamanho semelhante ou para a obtengéo de moluscos gran-
des num curto espago de tempo requerem anélises prévias do volume

de 4gua necessério.
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A substituicio da 4gua dependerd das condicdes de criagdo, sendo
influenciada pelos seguintes fatores: mortalidade dos moluscos, excesso
de excrementos na dgua, auséncia de substrato, presenca excessiva de
alimento ou alta turbidez. Normalmente, a troca de 4gua ocorre entre 7
e 10 dias, podendo ser total ou parcialmente renovada, nesse caso, ¢
aproveitada metade da agua, apds nova Fi|tragem em pape|-ﬁ|tro. Para
a troca, todo o contetido do aquério deve ser transferido para uma pe-
neira com orificios de pequeno didmetro, a fim de se evitar a perda dos
animais. Apds a montagem do aquério, transfira o conte(ido da peneira,

observando cuidadosamente se algum exemplar ficou preso as malhas.

* Substrato: os gastrépodes limnicos sdo raspadores e utilizam o subs-
trato como complemento alimentar e para auxiliar na trituracao dos ali-
mentos. O substrato para os aqudrios ¢ formado por argi|a peneirada
(10 partes) enriquecida com carbonato de célcio (1,5 partes) e farinha
de ostra (2 partes). Em um aquério com 1,8 L de 4gua e 25 moluscos
adultos, 3 gramas de substrato aproximadamente sao suficientes, deven-
do o mesmo ser renovado a cada troca de dgua. Nos aquérios maiores,
com 40 L de 4gua e cerca de 100 exemplares de Biomphalaria adultas,
devem ser adicionadas, em média, 75 g de substrato. Nos habitats
naturais, nota-se a influéncia direta do substrato sobre a consisténcia e
a cor da concha do molusco. A utilizacio de uma camada de areia de
rio lavada e esterilizada no fundo do aquério também é recomendada

por a|guns autores.

* Alimentacdo: diferentes tipos de alimento foram utilizados em tenta-
tivas de se obter maior sucesso na criacio de moluscos limnicos; entre
eles, hortalicas e legumes, como alface, couve, agrido e cenoura; formu-
lagSes contendo, por exemplo, alfafa, gérmen de trigo e leite em pé; e
ragcoes proprias para peixes, roedores ou aves. Atualmente, o alimento
mais utilizado nas criacdes em condicoes de laboratério ¢ a alface, que

pode ser fresca ou desidratada. Esse alimento deve ser oferecido diaria-
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mente aos moluscos, em quantidade proporcional ao consumo, para se
evitar o apodrecimento do vegetal no aquério. A forma como a alface é
oferecida varia conforme a idade do molusco e a espécie. Por exemplo,
amostras de Biomphalaria recém-eclodidas preferem alface desidratada,
enquanto Physa alimenta-se preferencialmente de alface semiapodrecida.
Qualquer criacdo necessita observacio constante, e as adaptacdes de-

vem ser feitas diante das diversas situagdes encontradas.

* Montagem e manipulagdo do aquério: os aquérios ideais devem
ser de vidro, por causa de facilidade de |impeza e da melhor visuali-
7acao de seu interior. Um fragmento de folha de isopor de 5 cm por
3,5 cm ou similar — papel celofane ou pléstico — deve ser colocado
no aquério, para facilitar a coleta das desovas, que serdo feitas nele;

caso contrario, as desovas geralmente sdo depositadas nas paredes.

Figura 20. Aquérios com exemplares de Biomphalaria (A) e Pomacea (B).

O uso de tampa ¢é imprescindivel, para evitar a fuga dos moluscos e
a exposicao a insetos. A tampa de tela ¢ indicada preferencialmente,
por permitir melhor aeragao. Em geral, ndo hé necessidade de aeragao
artificial; em a|gumas criagbes, porém, ¢ conveniente incluir p|antas

aquéticas no aquério — por exemplo, elédea (Anacharis canadensis),
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samambaia-d'dgua (Ceratopteris thalictroides), higréfila ana (/—/ygropﬁ/'/a
polysperma) e alface-d’4gua (Pistia stratiotes), que, além de oxigenarem
a 4gua facilitam a coleta das desovas. O uso de plantas deve ser cauteloso
para impedir a dispersdo indesejada dos moluscos no ambiente natural ou
mesmo a mistura de popu|ag6<as e espécies no laboratério. Assim, antes de
introduzidas no aquério, as plantas devem ser inspecionadas rigorosamente,
sob microscépio estereoscépico, para verificagéo da presenca de animais
— moluscos, microcrustéceos, larvas de insetos, hirudineos e outros —
ou mesmo de desovas. Os aquérios devem ser mantidos sob a luz de
lsmpadas fluorescentes, com fotoperiodo de 12 horas de luz para 12
horas de escuro, e em temperatura entre 23 e 26°C.

A manipu|a<5'éo dos aquérios dependerd do objetivo de cada criacao,
pois as coldnias experimentais requerem maior controle do que aquelas
que objetivam somente a manutencao das popu|a<5‘6€s. Como o cresci-
mento do molusco depende, além de suas caracteristicas genéticas, das
pressdes ambientais — entre elas, caracteristicas dos criadouros como:
volume de é4gua, tipo de substrato —, a densidade de moluscos, a
quantidade e a qualidade de alimento sdo fatores muito importantes na
criagao.

Para manter uma criagdo com individuos de vérias idades ou tamanhos,
as desovas devem ser separadas do aquario onde estdo os moluscos
adultos e postas em outro aqudrio. As desovas podem ser retiradas
semanalmente, visto que, no caso da Biomphalaria, o tempo necessario
para a eclosdo dos ovos ocorre em tomo de 6 a 9 dias — em média em
7 dias e meio apés a postura para Biomphalaria glabrata e em 7 dias
para Biomphalaria stramines, mantidas sob as mesmas condicdes. Inicial-
mente, um pedaco desidratado de alface deve ser colocado no aquério;
e, & medida que os moluscos crescem, a alimentacdo passa a ser grada-
tivamente substituida por alface fresca. Caso haja muitos individuos em
um Gnico aquério, eles devem ser redistribuidos em novos aquérios. E

aconselhével, nesse caso, que se aproveite a 4gua, completando os vo-
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lumes com 4gua previamente filtrada. Quanto ao ritmo de crescimento,
os moluscos crescem mais rapidamente quando jovens. A medida que
amadurecem sexua|mente, o ritmo torna-se mais lento. Tal fato se reflete
na manipu|agéo da criacdo, ou seja, na redistribuigéo dos moluscos para
outros aquérios, na periodicidade das trocas de dgua e na distribuicdo
de alimento. Caso exemplares de Biomphalaria sejam utilizados em
cruzamentos experimentais, devem ser isolados em aquérios pequenos,
com capacidade para 200 mL, antes que atinjam a maturidade sexual,
0 que ocorre apds o 20° dia.

Ao se iniciar uma criacdo a partir de individuos coletados no campo,
deve-se atentar para alguns cuidados. A presenca de formas larvais
de trematédeos nos moluscos normalmente impede a oviposicao, in-
terferindo, portanto, na criagdo. No caso da existéncia de anelideos
o|igoquetas C/raetogaster, encontrados no colo e na cavidade pa|ia| do
molusco, observa-se maior mortalidade. Assim, para se iniciar a criacao,
¢ aconselhével que os moluscos trazidos do campo sejam colocados em
frascos com um pouco de égua e expostos individualmente ao calor de
lsmpadas incandescentes de 60 W durante 2 a 4 horas. Apbds esse
periodo, devem ser agrupados, sob microscépio estereoscépio, somente
os individuos ndo parasitados para formar a geracao parental.

Existem ainda variacoes interespecificas que afetam a criagdo. E mais
dificil manter determinadas espécies sob condicdes de laboratério;
nesse caso, ¢ necessério adaptar as metodologias existentes as peculia-
ridades de cada espécie. Por exemplo, alguns moluscos permanecem
determinado periodo fora da 4gua, aderidos & parede do aquério,
podendo ou ndo apresentar lamelas ou epifragmas nas aberturas das
conchas. Jé& outros moluscos preferem depositar suas desovas sobre as

conchas de outros espécimes ou, mesmo, nas paredes do aquério.
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f) Exame de formas larvais de trematédeos

Como os moluscos coletados nos biétopos naturais encontram-se fre-
quentemente parasitados por formas larvais de trematédeos, sao extre-
mamente necessdrias a pesquisa e a identiFicagéo dessas formas larvais,
especialmente as de Schistosoma mansoni.

Para a pesquisa de cercérias, os moluscos devem ser isolados em frascos
de vidro transparente com capacidade para 10 m|_, contendo 4 mL de
4gua desclorada e filtrada, e expostos & luz de ldmpadas incandescentes
de 60 W a uma distancia de 30 cm, durante 4 horas. Tal procedimento
fornece uma temperatura entre 28 a 30°C que ¢ capaz de estimular a
emissdo cercariana. A visualizacdo das cercérias nos frascos ¢ feita com o
auxilio do microscépio estereoscépico, com aumento de oito vezes. Os
moluscos parasitados devem ser reunidos em um aquério para, a partir
deles, obter-se uma quantidade considerével de cercérias (pool). Os
moluscos que ndo emitiram cercérias devem ser novamente expostos a
luz, a cada cinco dias, até o 30° dia, quando devem ser examinados
apbs o esmagamento de suas conchas, para a confirmacdo da auséncia
de estédios larvais, e devem ser posteriormente desprezados. O poo/
de cercérias sera utilizado para infectar experimentalmente camundongos
por via subcutinea, pela inoculacdo das cercérias, ou por via percuta-
nea, pela exposicdo dos animais s cercérias, caso seja necessario con-
firmar se o trematédeo em questdo é Schistosoma mansoni ou se deseje

isolar a cepa.
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Figura 21. Exemplares de Biomphalaria expostos a luz artificial.

A pesquisa de cercérias também deve ser realizada mediante a observagéo
da e|iminagéo noturna das formas larvais, uma vez que existem trematédeos
com ciclos biolégicos que envolvem roedores ou outros animais de hébitos
noturnos. Para isso, os moluscos sdo postos nos frascos com dgua, como men-
cionado anteriormente, e deixados no escuro durante a noite, a fim de serem
examinados na manh3 seguinte.

Para o esmagamento das conchas, os moluscos devem ser colocados entre
placas de Petri, de preferéncia com o lado esquerdo voltado para cima, e
submetidos a uma leve pressdo, de modo que a concha se quebre sem destruir
o tecido do molusco. O profissional deve retirar, com pincas de pontas finas
ou estilete, os pedacos da concha e examinar cuidadosamente o molusco sob
microscopio estereoscépico, com aumento de oito vezes, & procura de espo-

rocistos ou rédias em todos os érgaos.

Figura 22. Técnica de esmagamento da concha para procura
de estiddios larvais de trematédeos.
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g) Fixacdo dos gastrépodes limnicos

Para o estudo morfolégico e a identificacio das amostras, ¢ necesss-
fio que os moluscos sejam anestesiados e fixados adequadamente. Os
anestésicos sdo utilizados para evitar que o molusco se contraia, o que
dificulta a disseccdo e a mensuracdo de suas estruturas. O anestésico
ideal para gastrépodes limnicos, o pentobarbital sédico, é comercializa-

do sob nome comercial de Nembutal ou Hypnol.

Figura 23. Material necessério para a fixagéo de moluscos: peneira,
termdémetro, aquecedor, pinca e recipiente com agua.

Figura 24. Exemplares de Biomphalaria anestesiados, submersos em 4gua a 70°C.
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A concentragdo do anestésico e o tempo de imersdo na 4gua quente variam
segundo o tamanho do animal. Para espécimes maiores, cOmo Os representantes
da familia Ampullaridae, a concentracdo deve ser de 0,1% e a imersao deve
ser de 90 segundos. Nos exemplares menores — Biomphalaria, Helisoma,
Lymnaea e Physa — a concentracdo deve ser de 0,05% e a imersdo serd feita
durante 30 a 40 segundos, ou de 15 a 30 segundos, para Drepanotrema e
representantes da familia Ancylidae. Também ¢ possivel fixar o espécime sem

anestesia prévia, porém o animal se contrai.

Técnica de fixacdo de gastrépodes limnicos com o uso de anestésicos

a) Colocar os espécimes na so|u§éo anestésica até que se observe o
total relaxamento do molusco, verificando, com um pince| ou estilete,
se o animal ndo se contrai ao ser tocado. O tempo necessério & acdo
do anestésico varia conforme a espécie ou o tamanho do animal. Os
planorbideos, em média, requerem entre 6 e 12 horas. Para exemplares
muito pequenos, como os ancilideos, duas horas sdo suficientes e, nos
maiores, da familia Ampullaridae, por exemplo, sdo necessérias 20
horas ou mais. A quantidade de so|u<5‘éo anestésica serd aquela que
permita cobrir todos os exemplares a serem fixados e que permita que

eles se movimentem liviemente.

b) Transferir os moluscos para um coador de plastico ou metal com 7 cm
de didmetro e mergulhé-los em 4gua previamente aquecida a 70°C, du-
rante pen’odo adequado ao tamanho do animal. A temperatura da dgua
e o tempo de imersdo devem ser rigorosamente seguidos, caso contrério,
ocorrera o cozimento da hemolinfa e dos tecidos, prejudicando a dissec-
cdo ou, ainda, o desprendimento do musculo columelar, dificultando a

extracdo do corpo do molusco da concha (fig. 24).

¢) O coador com os moluscos deve ser mergulhado em gua a tempe-
ratura ambiente, para que ocorra o resfriamento dos moluscos.
d) Com duas pingas, segurar o exemplar pela concha, mergulhando-o

em um recipiente com é4gua fria, e puxar o pé do molusco, transversal-
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mente, para Fora, com uma suave tracado. Com esse procedimento, )
musculo se desprende e a parte mole pode ser extraida da concha, que
vai sendo ocupada pela dgua, de forma a diluir os residuos de hemolin-

fa, facilitando a extracdo (fig. 25).

Figura 25. Processo de retirada do molusco da concha.
Fotos: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

e) Colocar a parte mole do molusco no fixador Railliet-Henry, modifica-
do para animais de 4gua doce; a concha deve ser posta para secar, apds
ter sido lavada e limpa com um pincel de pelo macio. A quantidade
de fixador ndo deve ser menor do que dez vezes o volume do material

a ser fixado.

* Preparacao de Railliet-Henry, adaptada para moluscos limnicos
a) Agua destilada: 930 mL;
b) Cloreto de sédio: 6 g;
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9] Acido acético glacial: 20 mL;

d) Formol neutralizado (um pedago de giz é posto no frasco original):

50 m|_;
e) Apds 24 horas, o liquido fixador deve ser trocado;

f) Uma vez bem fixado o material, a quantidade de fixador pode ser
reduzida, objetivando-se a conservacdo ou a remessa do material fixado.
O material conserva-se indefinidamente no fixador, motivo pelo qual
esse necessita periodicamente ser reposto, & medida que ocorre sua
evaporacao.

g) O material deve ficar por pelo menos 24 horas no fixador antes de
ser dissecado. Se houver necessidade de um diagnéstico urgente, o
material pode ser colocado em estufa a 40-45°C, por 12 horas, o que

acelera o processo de Fixagéo.

Técnica de fixacdo de gastrépodes limnicos sem o uso de anestésicos

7 . . ~ Yo . . Ve . “w »n « »n
A técnica de leagao sem anestésico difere da anterior nos topicos a, b
“w »n

e “c”. Os moluscos devem ser imersos individualmente e gradualmente em 4gua
a 70°C da seguinte forma:

a) Pingar o molusco cuidadosamente do aquério, evitando que o animal
se retraia para dentro da concha.
b) O molusco deve ser colocado na superficie da dgua, com a abertura
da concha voltada para cima, durante 15 segundos.
¢) Em seguida, o animal deve ser imerso por mais 25 segundos, o que
completa o tempo de imersdo necessario.
d) Colocado na 4gua para resfriamento, o molusco deve ser extraido da
concha, seguindo-se, a partir dessa etapa, a metodologia descrita para
os moluscos que foram anestesiados.

No caso de espécimes com concha lamelada — por exemplo, Biomphalaria

schrammi — e de exemplares de tamanho muito pequeno ou com muitos giros

— por exemplo, Drepanotrema —, a parte mole ndo deve ser extraida da
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concha, porque facilmente pode se romper. Assim, o lote a ser fixado deve
ser separado em duas partes, metade guardada como parte mole e a outra,
como concha. O material destinado & fixacdo e ao estudo morfolégico deve
ser colocado diretamente no fixador, apds a anestesia ¢ o aquecimento em
4gua a 70°C.

O fixador Railliet-Henry deve ser trocado no minimo duas vezes antes de
iniciar a dissec¢do, para que o material fique bem fixado. Até a descalcificacdo
da concha, o frasco deve ser observado frequentemente, pois, & medida que a
concha ¢é corroida pela reacdo entre o acido acético e o carbonato de célcio,
ocorre produgéo de CO2 e a tampa do frasco pode abrir-se pe|a |iberagéo do

gés formado. Nesse caso, o fixador deve ser trocado Frequentemente.

Quanto ao material para conquiliologia, depois de aquecido, o molusco
deve ser mantido em agua, que deve ser trocada periodicamente, até o apo-
drecimento da parte mole; quando retirar a concha, deve ser limpa com um

pincel de cerdas macias e posta para secar.

Para estudos de biologia molecular, os moluscos devem ser fixados em
4lcool a = 90%.

Disseccao de planorbideos para identificagio especifica
A técnica de dissecgdo descrita a seguir foi desenvolvida por Paraense e
Deslandes na década de 1950 e ¢ a utilizada no Laboratério de Malacologia
do Instituto Oswaldo Cruz. A técnica requer uma placa de Petri rasa, duas
pingas de ponta fina e reta (ou dois estiletes), um pincel com cerdas finas e
macias ¢ um bom microscépio estereoscépico.
a) Escolher um exemplar dentre os moluscos fixados e coloca-lo numa
placa de Petri rasa, que contenha um pouco da solucdo fixadora. O
molusco deve estar com o lado esquerdo, onde se localizam as aberturas

genitais masculina e feminina, voltado para cima.
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Figura 26. Exemplares de Biomphalaria, lado esquerdo, e mostrando as
aberturas genitais masculina e feminina.

Fotos: Acervo do Laboratério de Malacologia/l OC—Fiocruz.

b) Manter uma das pingas na regiao cefalopodal, para firmar o animal,
enquanto a outra vai separando a0s pouCos a juncao entre o manto e
o misculo columelar, sempre pelo lado esquerdo, até a altura do es-
tdmago, onde o musculo termina. Repetir o procedimento com o lado

direito do animal.

Figura 27. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo, onde se vé
o inicio da separacdo entre o manto e o masculo columelar.
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.
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Figura 28. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo,
mostrando a separagdo do manto.
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

c) Feito isso, cuidadosamente desprega-se a parte anterior do manto,
que se encontra presa ao colo. Obtém-se, dessa Forma, todo o manto
destacado e os érgdos paliais — coracdo, pulmio e tubo renal — em

condigdes de serem examinados.

F

Figura 29. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo, mostrando a separacio

da parte anterior do manto, que se encontrava presa ao colo.
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.
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d) O gonoporo masculino encontra-se logo abaixo do tentéculo es-
querdo, ao passo que o feminino localiza-se posteriormente, sob o
colar do manto, préximo da abertura anal. Geralmente, é possivel ver
por transparéncia o prepucio e o delicado canal deferente, préximo do
gonoporo masculino. A disseccdo do complexo peniano se inicia nessa
regido, retirando-se cuidadosamente o tegumento sobre o complexo
e os masculos que o prendem, até que o preplcio e parte do canal
deferente Fiquem bem expostos. O canal deferente ¢ bem fino e de
coloracdo esbranquicada; o prepicio ¢ facilmente reconhecido por ser

bem mais largo e apresentar coloragdo negra ou cinza escuro.

Figura 30. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo,
com o manto sendo rebatido, solto em ambos os lados.
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.
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Figura 31. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo, com o manto rebatido.
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

Figura 32. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo, com o manto retirado,
mostrando o preplicio e a abertura genital masculina (A) e o canal deferente
(B), visto por transparéncia sob o tecido.

Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.
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Figura 33. Exemplar de Biomphalaria, lado esquerdo,

mostrando a disseccdo do complexo peniano.
Foto: Acervo do Laboratério de Ma|aco|ogia/|OC—Fiocruz.

e) Em seguida, com a pinga, puxar delicadamente o preplcio e o cana
deferente, até que fiquem completamente visiveis.

f) Para facilitar a dissecgéo do restante do sistema reprodutor, seccionar
e separar a cabega—pé, o esdfago, o reto e todo o misculo columelar,
de forma que restem na p|aca apenas o sistema reprodutor e parte do

sistema digestivo — estdmago, intestino e glandula digestiva.

Figura 34. Exemplar dissecado de Biomphalaria straminea,

evidenciando apenas o sistema reprodutor.
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.
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g) Com o auxilio da pinga e do pincel, retirar cuidadosamente o resto
de manto, muco e hemolinfa que geralmente se encontram recobrindo
o sistema reprodutor. Essa limpeza é necesséria para a visualizagdo das
estruturas com importancia taxondmica — como a bolsa vaginal, o enru-

gamento vaginal e os diverticulos prostéticos.

Figura 35. Exemplar de Biomphalaria straminea mostrando
o complexo peniano dissecado e o enrugamento vaginal (ev).
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

h) A glandula de albimen, geralmente com coloracdo amarelada, encon-
tra-se proxima ao carrefour, ou encruzilhada genital.

0 A encruzilhada genital segue-se o delicado ovispermiduto, que se di-
lata mais adiante, formando a vesicula seminal e o ovoteste, ou g|§no|u|a
hermafrodita, que ocupa os giros mais internos da concha. O ovisper-
miduto, apesar de muito fino, pode ser facilmente visto em todo seu
trajeto até a vesicula seminal, passando pe|a face ventral do estomago
e da glandula digestiva. Para dissecé-lo, basta que se vé retirando aos
poucos a glandula digestiva e o estémago. A glandula digestiva e o

ovoteste encontram-se recobertos por tegumento escuro (manto), que
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deve ser retirado para facilitar a observacdo dos écinos. Esses sdo geral-
mente menores no ovoteste do que na g|§no|u|a digestiva e normalmente

apresentam coloracdo branco-amarelada.

Figura 36. Exemplar de Biomphalaria com o sistema reprodutor dissecado.
Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/lOC—Fiocruz.

i) Quando for necessério distinguir com maior clareza as ramificagées e

quantificar os 4cinos do ovoteste ou dos diverticulos prostéticos, utiliza-

se O IUgOl como corante.

3.2 Gastrépodes terrestres
a) Manutencdo dos moluscos em laboratério

* Montagem e manutencdo do terrario

Utilizar um ou mais terrérios de vidro com tampa, colocando-se um peso
sobre a tampa para evitar que os moluscos Fujam. A tampa de tela ¢ a
indicada, por permitir aeracao e evitar exposicao a insetos. Utilizar como

substrato 5 cm de terra autoclavada e levemente umedecida com agua.
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A quantidade de animais por terrério varia de acordo com o tamanho,
normalmente ndo excedendo 15 exemplares. O terrério deve ser iden-
tificado com uma etiqueta de papel vegetal contendo as inFormagées
da amostra: procedéncia, identificagéo especifica, data da coleta e do
recebimento dos moluscos e outros. O ideal é que essa etiqueta seja
escrita a l4pis.

Para a limpeza dos terrdrios, devem-se retirar os animais com o auxilio
de uma pinga de metal e, caso haja exemplares mortos, eles devem ser
descartados para evitar a morte dos demais. Lavar os moluscos em 4gua
corrente, somente para retirar a|gum possfve| excremento presente no
corpo dos animais. Trocar a terra somente quando estiver muito enchar-
cada, ou apenas homogeneiza-la com o auxilio de uma pinca de metal.
Limpar as paredes do terrério com papel-toalha umedecido em 4gua
para remover o muco e os excrementos. Caso seja necesséria a troca da

terra, ela deve ser totalmente substituida, apds a lavagem do terrério em

4gua corrente, por terra estéril.

Figura 37. Terrérios de vidro para a criagio de moluscos terrestres no

Laboratério de Referéncia Nacional em Malacologia Médica (LRNM), do
Instituto Oswaldo Cruz.
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Alimentacdo: diferentes tipos de hortalicas e legumes — como alface,
agrido, pepino, agriao e cenoura — podem ser utilizados. Entretanto,
os dois primeiros sdo mais utilizados nas criaces em condices de
laboratério. A quantidade varia de acordo com o tamanho e o nimero
de animais dentro do terrario. Deve-se retirar o talo da alface e fatiar

O pepino.

* Pesquisa de formas larvais de helmintos — técnica de digestao

artificial de moluscos modificada de Wallace e Rosen (1969)

Essa técnica ¢ utilizada para a pesquisa de larvas de nematoides
Angiostrongylus spp.

Material necessério:

a) Pinca dente de rato;

b) Régua;

c) Pape| absorvente;

d) Tesoura;

e) Placas de Petri

[) Frasco(s) de vidro;

g) Caneta de retroprojetor;

h) Microscépio estereoscopio;
i) Centrifuga;

i) Pipeta Pasteur;

k) Solucdo de écido cloridrico 0,7%;

) Luva de latex e jaleco descartével de manga comprida.
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Figura 39. Medicagé’o de um exemplar de Achatina fulica

(comprimento da concha).

Procedimento:

1) Forrar a bancada com papel absorvente, para facilitar a limpeza do
local apés o processamento dos moluscos.

2) Com o auxilio de uma pinca de metal, retirar o molusco do terrério
e colocé-lo sobre a régua. Medir cada animal (fig. 39) e anotar o
tamanho no “protocolo de ensaio”. Cada animal recebe um nimero de
identificagéo individual, que também deve ser anotado na p|aca de Petri

que seré utilizada.
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3) O molusco deve ser embrulhado em papel absorvente para evitar
que muco e fragmentos de concha se espalhem quando ela for quebra-
da. Para separar o corpo do molusco (parte mole) da concha, ela deve
ser quebrada com o auxilio de um martelo de ferro. O material é entdo
desembrulhado e, com o auxilio de uma pinga, retiram-se os Fragmentos
da concha.

4) Transferir a parte mole para a placa de Petri identificada e, com o
auxilio de uma tesoura, corts-la em pequenos pedacos. Transferir os
pedacos para um frasco de vidro devidamente identificado, contendo a
solugdo digestiva — 4cido cloridrico a 0,79 — em temperatura ambiente.
O material deve ser mantido por 6 horas sob essas condigées para que
a so|ugéo de écido cloridrico atue, digerindo o tecido do animal.

5) Decorrido esse prazo, o material deve ser transferido para o aparelho
de Baermann-Moraes (fig. 40). Antes de despejar a amostra, deve-se
testar a vedagéo das borrachas, utilizando-se 4gua, para evitar perda de
material caso haja um vazamento. Os fragmentos de tecidos do molusco
e o liquido devem ser transferidos para o aparelho, e os frascos que

continham as amostras devem ser COIOCGdOS SOb (e} Funi| correspondente.

Figura 40. Amostras no aparelho de Baermann-Moraes.
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6) Comp|etar com 4gua reagente tipo Il; a 4gua contida em cada funil
deve cobrir os fragmentos contidos na gaze.

7) No dia seguinte, transferir uma aliquota do material (cerca de 10 mL)
para um tubo Falcon, identificando-o com o niimero da amostra, e centri-
fugé-lo por 10 minutos numa rotacdo de 2.000 rpm. O material restante
no funil deve ser mantido, caso seja necessério processa-lo posteriormente.
8) Apbs a centrifugagéo, desprezar o sobrenadante e, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, transferir uma a||'quota do material para uma p|aca
de Petri com fundo quadriculado, acrescentando dgua reagente tipo I,
e examinar sob microscépio estereoscdpio, com aumento maior ou igual
a 25 vezes, & procura de larvas de nematoides.

9) Caso a amostra esteja muito escura, deve-se adicionar um pouco
mais de 4gua reagente tipo lIl, a fim de diluir o material e facilitar a
visualizacdo das larvas. A observacdo das larvas ¢ feita, inicialmente, a
fresco para observagéo de sua Forma, estruturas, tamanho e movimento.
Dependendo do interesse da pesquisa, as larvas podem ser fixadas em
4lcool 709 ou em fixador Railliet-Henry a quente ou podem ser sepa-
radas para sua inoculacdo em roedores. Apés serem fixadas, as larvas de
metastrongih’deos — como /‘\ngiostrongy/us spp — gera|mente assumem a
forma de um “C"; jé as de outros nematoides ficam retilineas.

10) As larvas devem ser coletadas posteriormente com uma pipeta
Pasteur e colocadas em tubos de criogénio etiquetados com a

identificagdo da amostra.

Apbs o exame e o diagnéstico, os residuos liquidos devem ser colocados
em um frasco Erlenmeyer e aquecidos a 80°C por cerca de 15 minutos,
antes do descarte. O material sélido contido na gaze deve ser autoclavado
e descartado no lixo de risco biolégico. Todo o material utilizado deve ser

descontaminado em solucdo de hipoclorito de sédio a 10%.
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Figura 41. Observag'a'o da amostra sob o microscépio estereoscépio, detalhe
da placa de Petri quadriculada para a pesquisa de larvas e tubo de criogénio
contendo larvas fixadas.

3.3 Espécies exéticas continentais de importéncia médica e
econbémica

De acordo com a Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza
(IUCN), em todo o planeta, as espécies invasoras representam a segunda
maior ameaca a biodiversidade, perdendo apenas para os desmatamentos.
Além de prejudiciais do ponto de vista biolégico, as espécies exéticas também
podem causar perdas econdmicas e danos & salide humana. A seguir, apre-

sentamos uma re|ag§o de alguns exemplos de moluscos introduzidos no Brasil.

* Moluscos terrestres

Helix aspersa Miiller, 1774 e Helix pomatia Linnaeus, 1758: caracis co-

mestiveis europeus, conhecidos como escargot. Helix aspersa foi introduzido
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no Brasil, provavelmente por imigrantes, no inicio do século XX. Na regido
Sul do pafs, ocorre em densas populacdes, em areas urbanas e periurbanas, e
tem causado destruicdo de hortas e jardins.

Achatina fulica Bowdich, 1822: caracol africano introduzido no Brasil na
década de 1980 para ser utilizado na alimentagdo humana. Ocorre atualmen-
te em quase todos os estados l:)rasi|eiros, gera|mente em densas popu|ag6es,
destruindo hortas, jardins e diversos tipos de cultivo, causando prejuizos e
incdmodo as comunidades afetadas. Além dos previsiveis impactos a fauna e &
flora, essa espécie esta envolvida na transmissdo do Angiostrongylus cantonen-
sis (Chen, 1935), nematoide responsével pela meningoencefalite eosinofilica,

zoonose endémica no sudeste asiético, porém com casos recentes no Brasil.

* Moluscos limnicos

Melanoides tuberculatus (Miiller, 1774): molusco afro-asitico introduzido
no Brasil provavelmente por meio do comércio de peixes e plantas aquéti-
cas ornamentais. Atualmente ¢ encontrado, tanto em tanques de piscicu|tura
quanto em bidtopos naturais, em vérios estados brasileiros; forma popu|ag6es
extremamente densas e ocasiona, em alguns casos, o desaparecimento ou o
deslocamento de espécies nativas. Estudos realizados no Brasil e no Caribe
tém indicado a utilizacio de Melanoides tuberculatus em programas de con-
trole biolégico de espécies de Biomphalaria transmissoras da esquistossomose.

Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) ou mexilhdo-dourado: molusco bi-
valve asiatico introduzido no sul do Brasil na década de 1990, junto com a
4gua de lastro de navios. Além da ameaca & malacofauna nativa, o fato de ser
encontrado em densas popu|ag6€s e fixo ao substrato tem causado prejuizos
econdmicos, principalmente ao setor de geracao de energia.

Corbicula fluminea (Miiller, 1774) e Corbicula largillierti (Philippi, 1844):
moluscos bivalves, também de origem asidtica, introduzidos na década de

1970 e atualmente encontrados em varias bacias hidrogréficas brasileiras.
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Figura 42. A) Exemplares de Achatina fulica com diferentes idades;

B) Exemplares adultos de Megalobulimus sp (direita) e Achatina fulica
(esquerda); C) Corbicula largillierti; D) Helix pomatia; E) Limnoperna fortunei;
F) Melanoides tuberculatus. (Escala: 10 mm.)

Foto: Acervo do Laboratério de Malacologia/l OC—Fiocruz.

3.4 Procedimentos para o controle do molusco
africano Achatina fulica

O controle do molusco africano, descrito a seguir, baseia-se nas instrucoes
seguidas pelo LRNM, do |OC, e nas instrucdes normativas n° 73, de 18 de
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agosto de 2005, e n° 109, de 3 de agosto de 2006, do Instituto Brasileiro

do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis (Ibama).

* |dentificacdo do molusco

Ao perceber a presenca de caracdis grandes, é muito importante certificar-
se de que se trata do molusco africano, pois existem espécies nativas, ou seja,
da nossa fauna, muito semelhantes. Nas figuras 42A e 42B podem ser obser-
vadas conchas de Achatina fulica de diferentes tamanhos e da espécie nativa
Megalobulimus sp, frequentemente confundida com o molusco africano pelo
seu grande tamanho. Em caso de divida sobre a identificacdo, o material deve
ser enviado ao |bama ou a universidades, centros de pesquisa e autoridades
municipais — secretaria municipal de satide, secretaria municipal de ambiente,

defesa civil, entre outros —, observando-se o seguinte:

* os exemplares (pelo menos 5 ou 6) devem ser coletados prote-
gendo-se as mdos com luvas ou sacos plésticos e colocados em élcool
comercial; a concha vazia ou uma foto de boa qua|ic|ao|e também servem

para a identificacao;

* colocar uma etiqueta de pape| escrita a |épis com a data da co|eta,
local e 0 nome do coletor no recipiente contendo os exemplares fixados

no élcool.

Uma vez confirmada a identificacdo, entrar em contato com as autoridades
acima citadas para comunicar a ocorréncia do molusco africano e receber orien-

tagdes sobre o procedimento de controle em sua cidade.

Importante: as espécies nativas que se assemelham a esse molusco raramen-
te ocorrem em grandes populagdes, diferentemente dos moluscos africanos, o

que constitui a principal fonte de problemas aos quais estdo relacionados.
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* Controle do molusco africano em residéncias (jardins, hortas e

quintais) ou bairros

® Os moluscos devem ser coletados manua|mente, utilizando-se luvas
de borracha (ou simi|ar) e, posteriormente, colocados em um recipiente,
como balde ou saco pléstico. Os melhores horérios para o procedimen-
to sdo pela manha bem cedo ou no final da tarde, pois, como os demais
moluscos terrestres, o molusco africano evita a exposicao ao sol Forte,
que o desidrata. Para uma grande quantidade de exemplares, utilizar
um martelo ou um instrumento similar a fim de quebrar bem as conchas
dos moluscos coletados; em seguida, coloca-los num buraco no terreno;
sempre que possivel, jogar cal virgem por cima, para evitar a contamina-
cao do |engo| fredtico. Para quantidades menores, escolha uma dessas
duas maneiras para matar e descartar:
a) colocar os caramujos num recipiente com 6 colheres de sopa
de sal em um litro de 4gua, ou jogar apenas sal sobre eles. O sal
causa danos ao ambiente, por isso nao deve ser colocado direta-
mente no solo. Para o descarte, as conchas devem ser quebradas

(4 co|ocadas em sacos o|e |iXO.

b) colocar os caramujos num recipiente com uma parte de cloro
para trés de 4gua; manter os caramujos submersos por 24 horas.
Quebrar as conchas, colocé-las em sacos plasticos bem fechados
e jogé-las no lixo doméstico. E importante coletar também os ovos
do molusco, que sdo encontrados semienterrados no solo. Os ovos
s3o facilmente reconheciveis: tém aproximadamente 5 mm de di3-
metro, forma arredondada, casca calcéria amarelada e geralmente
sdo encontrados em grande niimero. Em seguida & busca e a coleta
de ovos, esmagé-los bem e seguir o mesmo procedimento citado
para os moluscos. Caso ndo seja possivel enterrar os moluscos e os
ovos coletados, depois de destruidos, todos devem ser colocados

em sacos hermeticamente fechados, no lixo doméstico.
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* O controle periédico dos moluscos ¢ Fundamenta|; para tanto, a
operacdo deve ser repetida sempre que novos moluscos forem localiza-
dos. Um Gnico molusco pode colocar até 400 ovos por desova, o que
acarreta répida reinfestacdo do ambiente.

* Recomenda-se que os procedimentos de controle sejam realizados em
toda a érea da infestagéo,- isso requer coletas periédicas e, sempre que
possivel, a participagao da comunidade (vizinhos, associagoes de moradores,

ou do poder piiblico).

Smm

b P A "i"'
Figura 43. Procedimentos para o controle de Achatina fulica:
coleta adultos e ovos.

|mportante:
* n3o utilize moluscicidas ou venenos, pois sdo muito téxicos e outros

animais, ou mesmo pessoas, podem ser contaminados e até morrer;
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* Também pode ser feita a incineracao dos exemplares, desde que
sejam tomados os devidos cuidados para evitar acidentes durante o
procedimento ou mesmo para evitar que o fogo se espalhe. Mesmo
quando os moluscos tenham sido incinerados, as conchas dos animais
devem ser quebradas para que ndo se tornem criadouros de larvas de

mosquitos, como os transmissores de dengue, maléria e outros;
* ndo comer moluscos encontrados livres no ambiente crus ou malcozidos;

* o molusco africano ndo é um animal perigoso: ele ndo morde, ndo
pica e ndo tem veneno. Como qualquer outro animal que vive livre em
ambiente aberto, existe o risco de o molusco transmitir doencas para o
homem, razdo pela qual se recomenda o uso de luvas de borracha ao
manuseé-los. Em caso de contato com o molusco ou de seu muco direto

com a pele, basta lavar bem a drea com 4gua e sabao;

® para evitar a angiostrongilose abdominal e a meningoencefalite eosi-
nofilica, o procedimento recomendado para a higienizagéo de verduras,
frutas e legumes consumidos crus sdo os que se seguem: lave bem esses
alimentos em 4gua corrente e deixe-os de molho por 30 minutos em
solugdo de hipoclorito de sédio a 1% (1 colher de sopa de 4gua
sanitaria diluida em 1 L de égua filtrada). Também se deve evitar o
consumo de moluscos, peixes ou crustéceos crus. Com esses procedi-
mentos, ¢ possivel evitar, além de outros parasitos, a infeccdo por larvas
de Angiostrongylus spp, eliminadas no muco deixado pelos moluscos,

que podem contaminar os alimentos e causar as zoonoses acima citadas.
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