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Resumo

A toxocarose é considerada uma das zoonoses parasitarias mais comuns no mundo, tendo
como ciclo de transmissdo ao homem, o contacto com as terras e areias dos espacos
publicos contaminados pelas fezes dos animais “errantes” e domésticos nao
desparasitados. A infecdo nos humanos é causada por nematodes do género Toxocara
originando algumas complicacgdes tais como: “larva migrante cutanea” e “larva migrante
visceral”. Assim, os humanos contaminam-Se através da ingestdo de alimentos
contaminados contendo ovos do parasita, e também através das praticas de onicofagia
(hébito de roer as unhas) e geofagia (comer terra) relembrado que neste ultimo caso, sdo
em especial as criangas que sao mais vulneraveis. De acordo com os dados publicados no
Relatdrio Estatistico e no Ministério de Saide de Cabo Verde até 0 momento ndo existe
informacdo em relacdo a toxocarose. Assim, desenvolveu-se um estudo com o objetivo
de avaliar a prevaléncia dos ovos da Toxocara spp no solo dos parques urbanos e jardins
publicos da Cidade da Praia- Cabo Verde. Foram colhidas 160 amostras, das quais 20
foram amostras de fezes e 140 amostras de terras. Das 8 zonas escolhidas para o estudo,
foram selecionados 5 pontos de amostragem dentro de cada zona. Os resultados
mostraram que o0 nUmero maior das amostras foi colhido em Fonton, com um total de 28
amostras, 0 que equivale 17,9%. Relativamente, a exposicdo solar dos pontos de
amostragem, colheram-se 135 amostras em solo ensolarado e 25 em solo sombrio. No
que respeita as caracteristicas do solo, colheram-se 124 (77,5%) amostras em solo arenoso
e 36 (22,5%) em solo humido, a maioria (135; 84,3%) colhidos em solo ensolarado, das
quais 61,8% foram negativas. Relativamente ao local de colheita, a maioria dos locais
apresentava presenca dos animais. No exame parasitoldégico das amostras das fezes,
obteve-se 16 amostras negativas e 4 amostras positivas para ovos de Toxocara spp,
enguanto para as amostras de terras, 134 foram negativas e 6 positivas, com larvas de
Toxocara e outros Ancylostomideos.

O diagnostico molecular, confirmou uma maior sensibilidade que o exame parasitoldgico,
pois foi possivel obter-se mais 3 amostras positivas de terras para Toxocara canis, além
das que foram obtidas nos exames parasitolégicos. Também para as fezes, para além das
5 amostras positivas obtidas no exame parasitoldgico, foi possivel obter-se mais 2
amostras positivas para Toxocara canis através do diagnostico molecular. Com 0s
resultados obtidos, ainda que preliminares, podemos constatar a existéncia de
contaminacdo nos espacos publicos que sdo frequentados por animais errantes, e dai a
necessidade de serem implementadas medidas de controlo, para evitar a contaminacgao
destes espacos, frequentados pela populacgéo.

Palavras-chave: Toxocarose, Toxocara, Prevaléncia, Cidade da Praia Cabo Verde.



Abstract

Toxocariasis is considered one of the most common parasitic zoonoses in the world, with
a transmission cycle that involves contact with soil and sand in public spaces,
contaminated with the feces of stray and non-dewormed domestic animals. In this way,
human infection is caused by nematodes of the genus Toxocara, leading to complications
such as cutaneous larva migrans and visceral larva migrans. Humans become infected
primarily by ingesting contaminated food containing parasite eggs, through the habit of
nail-biting, and through geophagy (eating soil). Children are particularly vulnerable due
to their frequent practice.

According to data published in the Statistical Report and by the Ministry of Health of
Cape Verde, there is currently no information regarding toxocariasis or contamination of
public spaces with Toxocara. Therefore, the objective of the study was to assess the
prevalence of Toxocara spp. eggs in the soil of urban parks and public gardens in the city
of Praia, Cape Verde. A total of 160 samples were analyzed, 20 fecal samples and 140
representing soil samples. Laboratory analysis was conducted using the egg concentration
technique (Willis’ method) and the Baerman and Brug technique for larvae observation.
For molecular tests, PCR technique was used. The results indicated that the highest
number of samples was collected in Fonton, totaling 28 samples, representing 17.9% of
the total. Regarding the solar exposure of the sampling sites, 135 samples were collected
from sun-exposed soils, while 25 were gathered from shaded soils. Concerning soil
characteristics, 124 samples (77.5%) were taken from sandy soils, and 36 samples
(22.5%) from moist soils. The majority (135; 84.3%) of the samples were obtained from
sun-exposed soils, of which 61.8% tested negative. In terms of collection sites, most
locations showed evidence of animal presence. Parasitological examination revealed that
of the 16 fecal negative and 4 were positive for Toxocara spp. eggs, while of the soil
samples, 134 were negative and 6 were positive for Toxocara and hookworm larvae.
Molecular tests revealed 4 positive results for Toxocara canis in the fecal samples, while
the soil samples tested negative. These findings demonstrated the contamination in public
spaces and certain playgrounds in the city of Praia, highlighting the need to implement
preventive measures against toxocariasis and public space contamination in areas
accessed by the general population.

Key words: Toxocariasis, Prevalence, Praia City, Cape Verde.
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Introducéo

Capitulo I - Introducéo
1.1. Revisdo Bibliogréafica

As espécies do género Toxocara sdo nematodes que parasitam o intestino dos animais
selvagens e domésticos principalmente cdes e gatos, nos quais as suas formas adultas
libertam ovos no meio ambiente através das fezes dos animais infetados. O periodo de
embrionamento e de desenvolvimento até ao estadio de L2-L3 (forma infetante) esta
dependente das condigdes do meio ambiente, nomeadamente da temperatura (Peixoto,
2018). Estes ao serem ingeridos pelos hospedeiros podem causar infe¢fes nos animais
domeésticos, e animais errantes assim como, em humanos, causando toxocarose humana,
originando varias sindromes tais como, Sindrome da Larva Migrante Visceral (LMV),
Larva Migrante Neuroldgica (LMN) e Larva Migrante Ocular (LMO), (Peixoto, 2018).

As espécies mais conhecidas sdo Toxocara canis e Toxocara cati. (Otero & colaboradores
et al., 2015). No homem, a infeg&o por Toxocara spp ocorre de forma ocasional, quando
este ingere acidentalmente os ovos contendo a forma infetante — larvas L3. Os ovos
podem ser encontrados no solo, nos alimentos ou objetos que estejam contaminados com
fezes dos animais parasitados. (Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2007). Os hospedeiros
definitivos (cdes e gatos) adquirem a infecdo através do contacto e ingestdo dos ovos
contendo as formas infetantes nas fezes dos animais infetados em espacos publicos e areas
de recreacdo (Virgens, 2015). As infecGes sdo adquiridas pelas vias galactogénica e
transplacentaria e, com menos frequéncia, pela ingestdo dos tecidos dos hospedeiros
paraténicos que contém larvas do T. canis encapsuladas nos musculos (Glickman &
Schantz, 1981). Em 1950, Wilder fez o diagndstico da infecdo por Toxocara spp., através
da identificacdo do granuloma fixado nos olhos de uma crianca (Castelo, Dinis & Rocha,
2008). De acordo com o estado da doenga, a infecdo no homem pode apresentar diversos
aspetos clinicos, nomeadamente, LMV, LMO e as formas subclinicas e assintomaticas
(Castelo, Dinis & Rocha, 2008). Os espacos publicos séo considerados ambientes
propicios para a presenca desses parasitas, devido a circulacdo de cées e gatos. Estes

locais de lazer sdo frequentados, por enormes quantidades de pessoas, principalmente por
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Introducéo

criangas, que sdo mais vulneraveis a possiveis infe¢Bes parasitarias. A contaminacéo do
solo com os ovos de Toxocara e Ancylostoma spp., parece ser um importante fator de
risco que favorece a origem da infecdo por estes nematodes, causando a Sindrome de
LMV e a Sindrome de LMC (Santarém et., al 2009).

Assim, o risco da contaminacdo é maior em criancas, devido ao contacto direto com as
terras contaminadas com fezes contendo ovos do género Toxocara atraves das
brincadeiras e geofagia (Lewis, 2006). A relacdo entre 0 homem e 0s animais de
companhia, em especial cdes e gatos, demonstra ter uma grande importancia na
sociedade, pois ao proporcionar companhia e bem-estar estd também a contribuir para o
desenvolvimento fisico, social e emocional nomeadamente das criancas e idosos (Taira,
et al., 2004). No entanto, estes dispdem de parasitas capazes de transmitir a infecéo de
uma forma direta ou indiretamente aos humanos. As infecdes zoondticas sdo causadas
por diversos microrganismos incluindo os parasitas (Rey, 1992), caso nao seja tida em

consideracdo, o cuidado a ter com a satde dos animais (Figura 1).

agentes causadores das

zoonoses por helmintas ( Fotos do Autor).

As zoonoses parasitarias sdo uma das infecGes com maior prevaléncia global (Merigueti
et al., 2017) e geralmente estdo relacionadas com a presenca dos animais em locais
frequentados por humanos, tal como encontra representado na Figura 1 (Marques et al.,
2012). Esses parasitas tem um efeito adverso na satde e bem-estar dos seres humanos,
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Introducéo

comprometendo o seu sistema imunoldgico e resultando em doencas agudas ou crénicas
(OMS, 2020).

Segundo o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, 2020), a toxocarose €
considerada uma das principais doencas parasitarias com elevada importancia em saude
publica, uma vez que € uma zoonose causada por helmintas das espécies T. canis e T.
cati, e tendo como os hospedeiros definitivos cdo e o gato (Ma et al., 2018; Magnaval et
al., 2001). A infecdo em humanos ocorre de uma forma direta, e acidental através da
ingestdo dos ovos pela via fecal- oral. O individuo atua como hospedeiro parasitario, onde
o ciclo ndo se completa (Fakhri et al., 2018; Rubinsky-Elefant et al., 2010).

1.2. Taxonomia e Morfologia
1.2.1.-Género Toxocara spp

Reino — ANIMALIA

Filo— NEMATODE

Classe — PHASMIDIA

Ordem — ASCARIDIDIA

Superfamilia— ASCADIDOIDEA

Familia— ASCARIDIDAE

Género — Toxocara

Espécie — Toxocara canis, (Werner, 1782)
Toxocara cati (Zeder, 1800)

1.2.2. Morfologia

As espécies pertencentes ao género Toxocara spp sdo parasitas que colonizam o tubo
digestivo dos cdes domésticos, gatos e cdes errantes. Possuem coloracdo branca e
destacam-se pela falta de segmentacdo corporal e pela presenca de um sistema digestivo
completo (Neto, 2011). Os machos destas especies conseguem atingir dimensdes entre 4
a6 cm e exibem dimorfismo sexual, sendo facilmente reconhecidos pela presenca de uma
extremidade masculina com encurvamento ventral posterior. Ao microscopio 0s ovos
desses parasitas sdo observados com uma coloragdo castanho-escura e apresenta uma

casca densa com escavagOes, com dimensdes de aproximadamente 80 um de
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comprimento e 75 um de largura; (Neto, 2011). De acordo com Pando (2015) e Foreyt
(2001), os vermes adultos, sdo dioicos, com o corpo alongado, ndo segmentado, cuja
extremidade anterior apresenta trés labios e duas asas cervicais. As fémeas possuem
comprimento variando entre 5-18 cm, enquanto os machos possuem dimensdes de 4-10
cm. Adicionalmente, os machos possuem um apéndice digitiforme na extremidade
posterior. Os adultos da espécie T. canis apresentam na sua extremidade anterior,
estrutura em forma de boca composta por trés labios, um dorsal e dois subventrais, como
se pode observar na Figura 2, cuja caracteristica permite diferenciar ndo sé dentro do

género Toxocara, mas de todos outros nematodes da mesma ordem. (Bowman, 2014).

Figura 2: Representacédo dos alelos cervical da extremidade posterior de T. canis (A) e
alelos cervical da extremidade posterior de T. cati (B) e os seus ovos (C) (Adaptado de
Soares; 2005).

1.3. Breves nog¢des sobre Toxocara canis e Toxocara cati
1.3.1. Toxocara canis

Existe pouca informacdo na literatura cientifica sobre a identificacéo e descrigdo de T.
canis. Inicialmente, Werner (1782) descreveu essa espécie como Lumbricus canis, com
base na anélise de amostras encontradas em cées. Posteriormente, esta foi identificada
como Ascaris canis. Mais tarde, em 1900, Dr. A. Leiper estabeleceu o género Toxocara
e nomeou A. canis como a espécie Padrdo do género, levando a sua renomeagdo como T.
canis (Neto, et., al 2011).
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1.3.2. Toxocara cati

Em 1782, Goeze descreveu o parasita encontrado no gato que possuia grandes alelos
cervicais. Posteriormente, Schrank (1788) deu a esse parasita 0 nome de Ascaris cati.
Mais tarde, Zeder (1800) deu ao parasita o epiteto especifico mystax. No entanto, 0 nome
anteriormente proposto por Schrank em 1788, prevaleceu sobre o nome sugerido por
Zeder. Stiles e Hassal (1905) estabeleceram o género Toxocara. Dois anos depois, em
1907, Leiper estabeleceu o géenero Belascaris, que se distinguiu dos ascarideos por ter o
ventriculo localizado na base do es6fago do parasita. A representacdo deste genero foi
atribuida a Ascaris mystax pelo autor. Em 1924, Stiles e Brown fizeram uma confirmacéo
taxonémica onde foi definida a relevancia do género Toxocara em comparagcdo com
Belascaris, e sugeriram 0 nome Toxocara mystax para o hematodes felinos. Depois 0
epiteto especifico “cati” foi escolhido posteriormente em homenagem a “mystax” levando

a padronizacdo da espécie como T. cati (Neto. et., al 2011).

1.3.3. Distribuicéo geografica

A toxocarose é reconhecida como uma parasitose de ampla distribuicdo global. Sua
prevaléncia varia de acordo com cada regido. tendo sido registada uma prevaléncia média
de 54% de infecdo em cdes nomeadamente paises da Unido Europeia, América do Norte
e na Asia. No entanto, nota-se que cada animal parasitado em média pode produzir
200.000 ovos diariamente nas fezes por cada fémea adulta do parasita. Esta producao e
reduzida no vigesimo oitavo dia apés a infecdo (Rey, 2008). T. canis e T. cati sdo
nematodes identificados em vérias regides do mundo, no qual os hospedeiros definitivos
incluem cdes, gato raposa, lobo e outros canideos selvagens. Além disso, podem parasitar

outros hospedeiros paraténicos, como aves e roedores (Pirdo, et al., 2018).

1.3.4. Ciclo de vida

Os nematodes adultos alojam-se no canal digestivo dos hospedeiros definitivos, como
cdes e gatos, onde as fémeas produzem grande quantidades dos ovos, que sdo
posteriormente eliminados nas fezes para 0 meio ambiente (Araujo, 1972). Os ovos, que

contém o embrido unicelular, séo eliminados nas fezes, contudo, nessas circunstancias
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ndo sdo capazes de provocar a infe¢do por isso, 0 processo de embriogénese pode levar 3
a 6 semanas para que o embrido seja infetante (Overgaauw,1997b). Durante este periodo,
0s ovos acumulam-se no solo, e sob condigdes o6timas de temperaturas, humidade e
pressdo de oxigénio, o embrido desenvolve-se varios estadios larvares (L1 e L2) até
atingirem a forma infetante, L3 (Aradjo, 1972; Zajac & Conboy, 2012). O ciclo desse
parasita inclui diversas etapas: a fase em que o parasita desenvolve nos hospedeiros
definitivos (o cdo e o0 gato); a disseminacdo do parasita aos humanos (que servem como
hospedeiros paraténicos) e a contaminacdo do solo com ovos, que contem embrido capaz

de induzir a infecdo (Rey 2008) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida de Toxocara spp

(Adaptado de Centro do Controlo de Doenca e Prevencao de Parasitas).

1.4. Caracterizacdo da infecdo por Toxocara canis no hospedeiro definitivo

Os caes, assim como os animais selvagens, lobos e raposas, sdo designados hospedeiros
definitivos do T. canis. Contudo, os cdes domésticos destacam-se como hospedeiros mais
relevantes, devido ao seu contato proximo com seres humano e a grande populacdo dos

cdes existente. (Virgens, 2015). Esses animais sdo infetados através da ingestdo dos ovos
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provenientes das fezes dos outros animais contaminados em locais como pragas, praias,

areas de recreacdo, jardins infantis e parques publicos, (Figura 3) (Capuano et al., 2006).

Além disso, os cdes podem contrair a infecdo através de diversas outras vias, tais como,
a via transplacentaria, transmamaria e, em menor grau, através da ingestdo dos tecidos
dos outros hospedeiros que contem larvas encapsuladas de T. canis (Glickman & Schantz,
1981; Overgaauw et al., 1997) (Figura 3). Depois de serem ingeridos pelo cdo, os ovos
com as larvas L2 através da acdo do suco gastrico, as larvas eclodem no intestino. Estas
penetram a parede do intestino e alcangam a corrente sanguinea e através da veia porta
ou vasos linfaticos migram para 6rgdos como figado, coracdo e pulmdes. Nas vias
respiratorias, as larvas provocam roturas nos bronquiolos, atingindo a traqueia, onde sao
ingeridas, iniciando o processo da secrecdo da tosse, regressando ao intestino delgado.
No canal digestivo do cdo, parasita evolui para forma adulta adquirindo a habilidade de
produzir ovos todos os dias. A conclusdo deste ciclo leva 3 a 4 semanas. Em condicbes
favoraveis, os ovos tornam infetantes na superficie externa em um intervalo que oscila
entre 2 e 5 semanas (Santarém et al., 2009). Um aspeto importante no ciclo de vida destes
parasitas, é que as larvas possuem capacidades de entrarem em estado de hipobiose,
permanecendo nos tecidos e visceras dos animais infetado em estado latente, mesmo

depois da sua desparasitacao (Santarém et., al 2009) (Figura 3).

Em algumas situacdes especificas, como exemplo alteracbes hormonais e modificacbes
metabdlicas durante a gravidez, as larvas encapsuladas nos tecidos maternos sdo
reativadas, passando através da placenta para infetar o feto, também chegam a glandula
mamaria para infetar os neonatos por meio da amamentacédo (Urquhart et al., 1996; Regis
et al., 2011). Os cdes com 30 dias de vida sdo 0s mais suscetiveis a infecdes digestivas,
de acordo com Rey, 2008. Normalmente, a incidéncia dos parasitas adultos & maior em
cdes machos, do que em fémeas, na quais predominam as formas larvares L2 enquistadas
(Vieira, 1978). Nos cdes adultos, a medida que envelhecem, os parasitas migram dos
pulmdes até o coragdo onde permanecem em estado latente, podendo persistir por um
periodo prolongado. A infecdo pre-natal acontece quando a migracdo das formas larvar
penetra na placenta. A infecdo, acontece aproximada aos 42 dias de gestacdo devido a
migracao das larvas que se encontra nos tecidos dos animais. A circulacdo do parasita

esta ligada a mudancgas hormonais durante a gravidez (Rey; 2008)
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1.5. Caracterizacéo da infecdo por Toxocara cati no hospedeiro definitivo

Os parasitas da espéecie T. cati, sdo ascarideos de menores dimensfes que T. canis,
medindo os machos entre 3-6 cm, enquanto as fémeas entre 4-10 cm e estas Ultimas
apresentando alelos cervicais mais largos. Os ovos das duas espécies apresentam uma
morfologia semelhante, porém os ovos T. cati sdo de menores dimens@es (65-75um).
Relativamente ao seu ciclo bioldgico, nas condi¢fes 6timas, o embrido (larva) que se
encontra dentro do ovo de T. cati eclode a partir da quarta semana (Figura 3) (Graca,
2015). Foram identificadas trés formas de infecdo por T. cati em gatos: pela ingestdo dos
ovos com larvas L3 (Epe,2009), transmissdo galactogénica e ingestdo de hospedeiros
paraténicos (Epe, 2009). Ao contrario do que acontece na infegdo por T. canis, na infecdo
por T. cati ndo ha infecdo durante a primeira fase da gravidez O tempo de incubacdo nas
infecdes causadas pelo T. cati é de 8 semanas (Epe, 2009; CAPC, 2012).

No entanto, tal como acontece com a espécie T. canis no cdo, 0s gatos também sao
afetados quando ingerem ovos de T. cati. As larvas deslocam-se pela via traqueio-
digestiva, passando pelas vérias fases de desenvolvimento larvar, 0 que resulta na
formacédo de vermes adultos no intestino e na excrecdo de ovos nas fezes, sendo detetados
entre 6 e 8 semanas apos a infecdo (Graca, 2015). As crias lactantes podem contrair a
infecdo por meio da amamentacdo. A infecdo em gatos é similar a infecdo que ocorre nos
caes, contudo, nos gatos ndao ha transmisséo placentaria e a forma da migragéo traqueal

continua alta ao longo da vida do animal (Otero et., al 2015).

A transmissdo através da lactacdo, que possui pouca importancia nos cées, € vista como
a forma predominante de infecdo em gatos recém-nascidos (Strube et al., 2013).
Considerando que os gatos sdo naturalmente predadores, as infecdes causadas pela
ingestdo dos roedores e outros e animais considerados hospedeiros paraténicos também
desempenham um papel crucial na propagacao da doenca. Da mesma forma que nos caes,
0 parasita nunca migra para o sistema somatico e geralmente desenvolve-se até atingir
maturidade sexual no intestino, sem necessidade de migracao pela traqueia (Schmidt &
Roberts, 2008; Bowman, 2014).
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1.6. Caracteristicas da infe¢cdo por Toxocara spp no hospedeiro paraténico humano.

As éareas publicas, frequentadas por pessoas e criangas sao vistas como focos de
contaminacdo por fezes de caninas e felinas, constituindo um importante foco de
disseminacdo das infecOes parasitarias (Figura 4). No entanto, com o crescimento
expressivos de animais domesticos e errantes e com acesso a esses locais, 0 perigo
ambiental e a exposi¢cdo humana, particularmente de criangas, por zoonoses tém se
aumentado (Gonzalez & Caceres et. al., 2004; Blazius et. al., 2005; Pedrassani et. al.,
2008).

Figura 4: Possiveis fontes de contaminacdo por larvas e ovos de Toxocara e outros
helmintas. (A e B) - Parque infantil Sdo Pedro; C- zona piscatoria da praia de Gamboa;
D- area domiciliar na zona de Fonton (Fotos do Autor).

Em relacdo ao ciclo destes parasitas, é crucial, ter em consideracdo, os hospedeiros
paraténicos, onde a infe¢do acontece através da ingestdo dos ovos que contém as formas

infetantes e que sdo encontrados no solo (Vieira, 1978). Em caso da auséncia, do estimulo
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para diferenciacdo e morfogénese nestes hospedeiros, as larvas L2 ndo alcancam a fase
adulta. Nos hospedeiros paraténicos, a larva mantém-se encapsulada nos musculos e entre
outros tecidos, atuando como reservatorio natural para infecdo do hospedeiro definitivo,
especialmente quando estes ingerem os tecidos infetados dos outros animais (Gillespie,
1987). O processo da libertacédo das larvas nos tecidos ocorre no momento da digestdo,
invadindo a mucosa do hospedeiro para assim continuarem o seu ciclo de vida. Alguns
hospedeiros paraténicos de T. canis podem incluir anelideos, baratas, pequenos roedores,
aves, porcos, cordeiros e, entre outros, inclusive o préprio ser humano (Glickman &
Schantz, 1981).

Os cées ao defecarem no meio ambiente, vao contaminar o solo com fezes que contém os
ovos de Toxocara, os quais adquirem capacidade infetante no solo. Desta forma, 0 homem
pode infetar-se pela via direta entra em contacto com fezes contaminadas ou por via
indireta que ocorre pelo consumo acidental de agua ou alimentos contaminados (Rey,
2008).

1.7. Ciclo biolégico no solo

As condi¢bes ambientais adequadas como a temperatura atmosférica, a humidade, a
pluviosidade e vegetacdo desempenham um papel essencial no desenvolvimento dos
geohelmintas. O solo mais propicio para o desenvolvimento dos ovos embrionados € do
tipo argiloso. A faixa da temperatura ideal varia de 15°C a 35°C, pois abaixo dos 15°C os
ovos entram em estado de dorméncia, impedindo seu desenvolvimento, enquanto acima
dos 35°C ocorre desidratacdo dos ovos (Jacob et.al., 1987 e Rey, 2008).

A presenca de cdes errantes e domésticos, pode contribuir para um aumento da
contaminacdo dos espacos publicos frequentados principalmente por criangas e
individuos que apresentam geofagia, cujo transtorno alimentar se caracteriza pela
ingestdo de terras contaminadas com ovos embrionados com as formas infetantes de
Toxocara (Rey, 2008). A eliminacdo da grande quantidade dos ovos contribui
significativamente para alta contaminagdo ambiental. Sob condicdes favoraveis, 0s ovos

embrionados tornam-se infeciosos entre 0 9° e 15° dia (Rey, 2008).
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1.8. Patogenia e sinais clinicos nos hospedeiros definitivos

Normalmente ndo sdo observados sinais clinicos evidentes de parasitoses por ascarideos
em animais adultos (ESCCAP 2017). No entanto, em casos com uma a carga parasitaria
consideravel, ou ainda em animais jovens ou imunodeprimidos, os sinais clinicos mais
comuns podem incluir a apatia, perda de peso, anorexia, distensdo abdominal, ma
qualidade da pelagem, tosse diarreia, obstipagédo e dor abdominal (Bowman et al. 2014;
Taylor et al. 2016; CAPC2017).

As infecdes por T. canis quando sao leves, a fase migratoria das larvas ndo causa danos
significativos nos tecidos e os parasitas adultos ndo induzem reagdes graves no intestino
(Taylor et., al 2016). Contudo, em casos mais grave da infecdo, a migracgdo larvar na fase
pulmonar pode estar relacionada com pneumonia e edema pulmonar (Taylor et., al .2016),
enquanto a fase intestinal pode levar desenvolvimento de uma enterite, obstrucédo
intestinal (com possibilidade de rutura do intestino seguida de peritonite) e obstrucéo do
ducto pancreatico e/ou hepatico, potencialmente resultando na morte do cdo (Bowman et
al., 2014; Taylor et al. 2016; ESCCAP 2017). Cées que passam por fases criticos da
infecdo podem-se recuperar completamente e expulsar os parasitas de seus intestinos nos
primeiros 6 meses de vida (Urquhart et al., 1996, Santarém et al., 2009; Souza et al.,
2008). As infecOes causadas por T. cati, e T. canis, podem ter grandes consequéncias
para 0s seus hospedeiros, uma vez que as larvas tém a capacidade de fazer uma rapida

migracdo pulmonar (Ray Dillon et al. 2013).

1.9. Toxocarose no Homem

Apos a determinacgdo da fisiopatogenia da toxocarose por Paul Beaver e colaboradores
em 1952, a doenga passou a ser denominada de sindrome LMV., atraindo aten¢do da
comunidade cientifica (Sousa et al., 2008). Outros nematodes tém também a capacidade
de produzir sinais clinicos semelhante a LMV em seres humanos, como é o caso do
Ancylostoma caninum (Araujo et al., 1999). Dessa forma, em 1969, Beaver, introduziu o
conceito da Sindrome de LMV para descrever 0s casos caracterizados pela migragéo ativa
e, principalmente pela persisténcia de larvas vivas por longos periodos em hospedeiros
paraténico. Durante o tempo em que as larvas permanecem nos tecidos dos hospedeiros

paraténicos, ndo ocorrem mudancas do estado larvar, e o parasita ndo atinge maturidade.
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Porém, estas permanecem vivas e migram pelos Orgdos internos. E assim que se
desenvolve a fisiopatologia tanto da LMV quanto da LMO, segundo (Santarém et al.,
2009).

Do ponto de vista clinico, e observado predominantemente que as infecdes sdo de
natureza ligeira e frequentemente assintomaticas, apresentam como caracteristicas a
persisténcia da eosinofilia (Beaver, 1972), e uma elevada producéo de IgE especifica e
policlonal. Entretanto, estas manifestacbes estdo associadas a um processo de

imunomodulacao do hospedeiro (Virgens, 2015).

Nas apresentacgdes clinicas sintomaticas, durante o processo de migracdo, pode ocorrer o
desenvolvimento de hemorragia, necrose, inflamagdo eosinofilica e formacdes de
granulomas. Nestes cenéarios, os sinais clinicos mais frequentes observados englobam
alteraces respiratorias e disfuncao hepética, podendo culminar em quadros sistémicos de
hipersensibilidade. Estes sinais e sintomas sdo mais prevalentes em criancas com idade
compreendidas entre os 2 e 0s 5 anos, sendo esta a faixa etaria mais suscetivel a
toxocarose devido ao maior contacto com os solos e uma maior exposi¢do a ingestéo de

ovos por geofagia (Robertson et al., 2000: Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2007).

1.10. Patogenia e sinais clinicos no homem

Apos a ingestdo dos ovos embrionados ocorrem o processo da eclosdo no intestino
delgado, onde as larvas entram na circulacdo sanguinea, e através da via hepatica migram

para os diversos 6rgdos (Smith et al.,2009)

Esse processo desencadeia uma serie de alteracdes, incluindo aumento dos niveis de
eosinofilos, elevada quantidade das globulinas séricas com altos titulos de 1gG e IgM,
hepatomegalia, hepatoesplenomegalia, formacdo dos nddulos nos 6rgdos e derrame
pleural, bem como nddulos pulmonares ou hepéaticos e pneumonia. Além disso e
observado o aumento na concentracdo de IgE total, maior suscetibilidade a asma,
leucocitose e anemia juntamente com ocorréncia de hemorragia, necrose e inflamacéo
eosinofilica (Schantz,1989).

Existem casos de pleocitose e mielite, indicando alteragdes neuroldgicas que podem estar
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associadas a vasculite cerebral, e bem como ocorréncia de convulsdes. Atualmente ha um
consenso sobre a classificagdo da toxocarose humana, no qual inclui vérias sindromes
(Despommier, 2003; Magnaval et al., 2001b,). porém, deve se notar que a maioria das

infecdes sdo clinicamente assintomatica.

1.11. Toxocarose ocular

Segundo Wilder, 1950 a toxocarose ocular foi descrita antes das outras complicacdes.
Esta condicdo geralmente afeta criancas pequenas, adolescentes ou adultos jovens e é
frequentemente unilateral. A presenca de uma unica larva na parede ocular tem a
capacidade de induzir a inflamacdo cronica, sendo que a resposta imunoldgica ao Ag ES
(antigeno excrecdo-secrecao) liberado em uma area bastante confinada desempenha um

papel crucial (Reis, 2008).

O desfecho patoldgico é a uveite anterior ou, mais comummente, a uveite posterior, em
associacao com hialite e coriorretinite. A turvacao do humor vitreo pode ser concomitante
depdsitos de imunocomplexos, frequentemente localizado na periferia ("bolas de neve"),
e com desenvolvimento de bandas de tracdo fibrosa e que culminam em descolamento de
retina. Durante o periodo que a larva permanecer fixada nas membranas oculares devido
as respostas, inflamatoria, existe a possibilidade de desenvolvimento de um granuloma
retiniano, frequentemente localizado no polo posterior do olho. Em casos de maior
dimensdo, este granuloma pode provocar um protuberancia no polo posterior que se

assemelha a um retinoblastoma (Balmer e Munier, 2007).

O sintoma inicial mais prevalente e deterioracdo da acuidade visual no olho
comprometido, a qual frequentemente se intensifica rapidamente ao longo de dias ou
semanas. Maioria dos pacientes apresentam infecdo subclinica e sdo diagnosticados

durante um exame oftalmolo6gico de rotina (Good et al., 2004).

1.12. Diagnostico Clinico da Toxocarose

No caso dos cédes, o diagnostico € estabelecido através da andlise parasitoldgica das fezes,
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observando a presenca dos ovos, arredondados e de coloragdo escura com a camada
externa, ndo embrionados com cerca de 75x90 um diametro (Overgauw & Van Knapen,
2008), O parasita adulto pode ser encontrado tanto em fezes quanto no vomito. A técnica
de Willis, é a técnica mais adequada para a pesquisa de ovos de Toxocara spp nas fezes
dos hospedeiros definitivos. Caso sejam amostras de solo, para a pesquisa de larvas, a
técnica mais adequada é a de Baerman e as suas alteracGes, a qual se baseia na colocacao
de uma porc¢éo de amostra de terra em contacto com agua aquecida a 45°C. Devido ao seu
hidro e termotropismo as larvas de Toxocara mergulham na &gua, onde vao sedimentar
(Rey, 2001) Durante 0 momento em que a larva encontra enquistadas nos tecidos e inativa
sua migracao, o exame fecal ndo é capaz de detetar a infe¢do. Deste modo, o diagnéstico
é feito por meio de exames indiretos para detetar anticorpos circulantes especificos
(Overgaauw, 1997). Considerando alta producdo dos ovos e uma menor densidade dos
mesmos, 0 método mais adequado para o diagnostico definitivo das infegdes deste género
é a técnica de flutuacdo. Nesta abordagem uma pequena percentagem de fezes (1-109)
sdo adicionadas a uma solucdo de flutuacédo de alta densidade e inseridos em um tubo de
ensaio (ESCCAP 2017; CAPC 2017). Isto faz com que os ovos com densidade menor
que a da solucdo de flutuacéo, subam a superficie da solucdo, enquanto os restos de fezes,
com densidade superior a da solucdo, permanecerd no fundo do tubo. Para que esse
processo se torna melhor e mais eficaz é recomendada a técnica de centrifugagdo para

separacdo dos ovos e do restante material fecal (CAPC 2017).

Outra forma do diagnostico que demostra ser eficaz sdo os exames imunoldgicos
permitindo usar 0s antigénios especificos para detecdo dos ascarideos nas fezes, com
isso é possivel identificar os antigénios dos nematodes adultos presente no intestino
delgado, dos hospedeiros possibilitando o diagndstico de infe¢es que poderiam passar
despercebidas, usando apenas a técnica de flutuacdo por exemplo, infecGes causadas por
estadio imaturo dos parasitas ou quando estejam presentes apenas 0s machos, resultando

na auséncia de produgéo dos ovos (CAPC 2017).

1.13. Diagndstico do Toxocara spp no homem

Na realizacdo de um diagnoéstico da toxocarose em humanos, deve-se considerar 0s
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seguintes fatores: a histdria clinica do doente, sinais e sintomas clinicos, exames
moleculares e imunol6gicos positivos. A biopsia ndo é considerada um bom método para
o diagnostico (Gillespie, 1987). Sendo assim 0s exames imunoldgicos tornam-se o

principal método diagndéstico para LMV e LMC.

A semelhanca do que ocorre na fase de enquistamento das larvas no hospedeiro definitivo,
0 exame parasitoldgico das fezes ndo é aplicavel em humanos, considerando que em
hospedeiros paraténicos, o ciclo de vida ndo é concluido. o que significa que, estes
hospedeiros ndo eliminam ovos nas fezes (Santarém et al., 2008). As principais alteracdes
observadas nos exames laboratoriais dos pacientes humanos com toxocarose incluem
leucocitose, a maior parte devido a eosinofilia, e aumento das globulinas séricas
correlacionado com os titulos elevados de 1gG e IgM. Portanto, a sorologia representa o
método de diagnostico mais eficaz, detetando elevado niveis circulantes de
imunoglobulinas anti-T. canis (Andrade, 2010). Em compara¢do com outros exames
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é indicado como sendo o diagndstico

mais eficaz (Gillespie, 1987 e Magnaval et al., 2001).

O teste de Ensaio Imunoenziméatico (ELISA), utilizando os antigénios de excrecéo-
secrecdo das larvas L2, demostra uma sensibilidade de 80 % e uma especificidade
variando 90% e 95 %. A ocorréncia dos resultados falsos-positivos e frequente,
potencialmente associada a infecdo de longa data, infecdo recente ou casos de LMO
(Jacquier et al., 1991). Em situacdo de suspeita de LMO, é recomendada a obtencdo de
humor vitreo ou aquoso. Nestes fluidos os titulos de anticorpos anti-Toxocara tendem a

ser mais elevado do que no soro (Brasseur et al., 1984).

Além disso e importante considerar que reacdes cruzadas podem ocorrer em casos de
infecdes por parasitas como Strongyloides, Trichinella e Fasciola resultando em possivel
resultado falsos-positivos neste teste de diagnostico (Jacquier et al., 1991). Zarnowska e
colaboradores (1995) constataram que os anticorpos do tipo IgE produzidos contra
Toxocara estavam detetaveis em 54 % dos casos (De la Fe Rodriguez et al., 2006).

Por outro lado, Obwaller e colaboradores (2004) observaram no seu estudo que 0s niveis
de anticorpos do tipo I1gG estavam associados a casos de LMV e ndo de LMO. Estes

autores ndo encontraram diferencas entre casos assintomaticos e sintomaticos. Magnaval
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(1987), reportou que em pessoas com sinais cutaneos de alergia causada por Toxocara,
os elevados niveis de IgE eram mais frequentes que a eosinofilia (Pawlowski, 2001).
Considerando-se assim que a detecéo de IgE pode ser util para o diagndstico diferencial
da toxocarose. O uso de técnicas imagioldgicas permite detetar e localizar as lesbes
granulomatosas causadas pelas larvas L2 de T. canis. No caso de LMO, ultrassons
revelam massas periféricas, membranas vitreas e descolamento da retina (Santarém et.,
al 2009).

1.14. Diagnostico Molecular

Para o diagndstico molecular o PCR e utilizado como um dos métodos de elei¢do para
detecdo do ADN do parasita em amostras biologicas humanas e dos animais usando 0s
Primers que amplifica as regibes do rDNA nuclear e ribossomal, ITS-1 e ITS-2. Em
seguida pode ser usada uma outra técnica que € a sequenciacdo que consiste na
confirmacdo e a identificacdo das duas espécies e entre os demais nematodes ascarideos.
Em animais, esta técnica tem sido utilizada nas amostras de fezes dos animais para fazer
identificacdo dos ovos do T. canis e T. cati, e também as larvas, enquanto nos humanos
tem sido empregado nos fluidos biologicos e em tecidos quando ocorrem casos de
biopsias (Oguz, et al, 2018).

1.15. Tratamento da toxocarose

Os agentes antiparasitarios interferem na geracdo de energia e na coordenacgdo
neuromuscular dos parasitas, bem como na dindmica dos microtubulos, levando a morte
do parasita por inani¢do. Nos helmintas, a energia é obtida principalmente através da
fermentacdo anaerobia dos hidratos de carbono, com a glicose a servir como substrato
central para a producdo energética. O tratamento com antiparasitarios pode ainda alterar
funcbes celulares fundamentais dos parasitas, como a inibicdo da polimerizacdo da
tubulina, afetando a estrutura e a fungdo dos microtibulos. A interferéncia na
coordenacgdo neuromuscular ocorre pela inibicdo de neurotransmissores excitatorios (por
exemplo, a acetilcolina) ou inibitorios (como o &cido gama-aminobutirico, GABA). Estes
farmacos atuam como agonistas de elevada afinidade sobre os canais de cloro seletivos,

estimulando recetores pré-sindpticos de latrofilina ou interagindo com recetores
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nicotinicos da acetilcolina (nAchR), presentes exclusivamente em nemétodes, o que

resulta na paralisia espatica e flacida do parasita (Spinosa et al., 2011).

1.15.1. No hospedeiro humano:

Vaérios estudos tém discutido sobre a questdo da terapia na infecdo por Toxocara, porém
atualmente ndo h&a um consenso sobre o tema. A utilizacdo do albendazol e mebendazol,
aprovadas pelo FDA, ndo é recomendada para esse fim. Esses medicamentos sdo
absorvidos de uma forma limitada no tubo digestivo, portanto devem ser administrados
juntamente com refei¢des ricas em lipidos. A terapia inicial recomendada é o albendazol
10 mg/Kg/dia, administrada em cada 12 horas durante 5 dias, com dose maxima diaria
400 mg (Despommier et., al 2003). Também e recomendado a administragdo do
mebendazol, na dosagem de 20 a 25 mg/kg/dia, com o maximo de 200 mg por toma, por
um periodo de trés a cinco dias. Outros medicamentos como o tiabendazol, com a
dosagem de 25 mg/Kg/dia, 3 a 7 dias (Magnaval et., al 1987) ou a dietilcarbamazina, com
uma dose de 3 a 4 mg/kg/dia no periodo de 15 dias, atualmente ndo estdo disponiveis em
Portugal. Parece que a invermectina ndo se mostrou efetiva no tratamento da toxocarose
(Magnaval et., al 1998).

Quando ocorrem reacOes alérgicas intensas relacionados a LMV pode ser benéfico
comecar a corticoterapia para controle dos sintomas (Despommier. D et., al 2003). A
dietilcarbamazina, na dose de 6mg/kg/dia durante 7 a 10 dias, e a terapia recomendada
para a LMO, pois alguns estudos sugere a penetracdo ocular mais eficaz. Em Portugal,
recomenda-se 0 uso de albendazol ou, como alternativa, 0 mebendazol, nas doses
recomendadas para a LMV (Magnaval JF et., al 2003, Glickman LT, et al 2001). Pensa -
se 0 uso simultaneo de corticéides pode inibir acdo dos anti-helminticos (Park SP., Lee
SU., et al 2000). Um elemento crucial no tratamento da LMO é o controlo da reacdo
inflamatdria, que pode ser mais prejudicial que a propria larva, assim pode-se administrar
prednisolona 1-2 mg/Kg/dia por periodos de até um més, de acordo com a avaliacdo
medica. E necessario fazer uma diminuicdo progressiva da dose de corticoides. A terapia
anti-helmintica é polémica e deve ser determinado caso a caso, levando em consideracéo
a evolucdo, na resposta a corticoterapia, e em colaboracdo com a equipe de Oftalmologia.

Pode ser necessario recorrer procedimentos cirurgicos. Varios autores discutem se é
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apropriado comecar o tratamento nas formas assintomaticas ou “couvert”, considerando
que frequentemente a doenca segue um curso autolimitado, terminando de uma forma

espontanea (Magnaval et., al 2001).

1.15.2. No hospedeiro definitivo

Atualmente, a maioria dos anti-helminticos usados em animais domésticos sdo compostos
organicos sintéticos, incluindo 1) substitutos fendlicos (por exemplo nitroscanato); 2)
salicilanilidas (por exemplo niclosamida); 3) pirimidinas (por exemplo pirantel, morantel
e oxantel); 4) os benzimidazodis que sdo classificados em quatro categoria, incluindo
benzimidazdis tiazolicos (Spinosa et al., 2011). Pesquisas realizadas em ratos indicam
que o tiabendazol pode inibir migracdo larvar de Toxocara nos tecidos, apesar de nédo
terem sido notado efeitos larvicidas (Othman, 2012). Contudo, seu uso no combate a
toxocarose nao é recomendado, devido ao seu alto indice de efeitos colaterais (Magnaval
et al., 2005). Também se observou uma diminui¢do no namero das larvas totais com o
uso de mebendazol e um forte efeito larvicida da substancia ativa albendazol (Othman,
2012). No tratamento de T. canis, a adi¢do de benzimidazois carbamatos em lipossomas
resultou em um efeito de reserva e uma eficacia aumentada do medicamento. (Hrckova
etal, , 2007).

Da mesma forma, Horiuchi e colaboradores, (2005 citados por Othman, 2012),
confirmaram uma eficacia superior do albendazol através da sua incorporacdo em
lipossomas ligado a polietileno glicol. Pesquisas recentes comprovam a alta efetividade
do albendazol PEG 600 em formas sélidas, no tratamento de infecBes de T. canis em
ratos, incluindo a total prevenc¢do da migracéo das larvas para o cérebro. Portanto, nota-
se um uso significativo de albendazol no tratamento de infe¢cbes por Toxocara spp.,
provavelmente por sua seguranca comprovada em animais (Othman, 2012). Em cées e
gatos, um Unico tratamento, com a combinacdo de oxibendazol 3 % niclosamida 24 %
(15 mg/kg de oxibendazol), reduziu drasticamente a quantidade dos ovos de Toxocara
nas fezes de 94,6 % a 100 %, ao passo que uma combinagdo, com tratamentos multiplos,
de trés dias seguidos, reduziu de 91 % a 98 % (Nijsse et al, 2013).

A combinacédo de oxantel (20 mg/kg), pirantel (5 mg/kg) e praziquantel (5 mg/kg) em

animais infetados com T. canis, resultou em uma eficacia aproximadamente 99 % da
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reducdo dos ovos, no entanto foram observados algumas falhas em animais jovens (dois
meses de idade) e cdes com diarreia, o que pode sugerir ineficiéncia desses medicamentos

em estadios inicias (Grandemange et al., 2007).

1.16. Medidas do controlo ambiental:

Devido & elevada resisténcia dos ovos de Toxocara no meio ambiente, é crucial
estabelecer estratégias de controle desses parasitas, visando evitar infe¢des humanas, ja
que se trata de uma zoonose, bem como diminuir a infecdo em animais de estimacao (Epe,
2009). Para controlar essa infecdo, é crucial assegurar um ambiente higiénico adequado
e sensibilizar a populacédo sobre a relevancia de recolher as fezes dos animais em parques
e reas publicas (Deplazes et al., 2011; Overgaauw & Knapen, 2013).

Alguns métodos para reduzir a contaminacgao incluem eliminar infecfes evidentes em
cdes e gatos, por meio de tratamento com anti-helminticos, aplicar medidas de
desparasitacdo e profilaxia, especialmente em animais jovens e fémeas gestantes (Epe,
2009; Deplazes et al., 2011). O protocolo da desparasitagdo deve ser rigorosamente
seguido para prevenir o desenvolvimento de larvas de nematddeos até a fase adulta e,
consequentemente, evitar a contaminacdo do ambiente com ovos, uma vez que ainda ndo

existe vacina para prevenir a infecdo por T. canis em cdes (Santarém et al., 2009).

Outro fator relevante na prevencao e controlo ambiental € a realizacdo de exames de fezes,
sendo que no primeiro ano devem fazer-se dois a quatro exames, e mais tarde um ou dois
exames anuais, associando tratamentos se necessario (CAPC, 2015); tentar diminuir o
nimero de animais errantes; impedir o acesso dos animais a locais publicos,
nomeadamente a parques nos quais as criangas tenham acesso; alimentar os animais com
comida cozinhada ou enlatada/embalada; cozinhar e lavar os legumes antes da ingestao;
e lavar adequadamente as méos apds contactar com fezes dos animais (Epe, 2009; CAPC,
2015). Adicionalmente é importante fazer uma boa desinfecdo em clinicas veterinarias,
laboratorios e mesmo na habitacdo. Foi demonstrada alguma eficacia na inibicdo da
embriogénese dos ovos de T. canis nomeadamente pelo etanol e o hipoclorito de sodio
(Verocai et al., 2010).
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1.17. Situagdo epidemioldgica da Toxocarose em Cabo Verde

Em Cabo Verde apesar das populacfes de caes errantes a frequentar os espagos publicos,
ser elevada, verifica-se uma escassez de informacéo relativa a dindmica da contaminacgéo
dos espacos publicos por Toxocara, a forma de transmisséo, e 0 seu tratamento tanto para
Animais como para 0s humanos.

Segundo Mota e colaboradores (2016), reportou-se um caso clinico de toxocarose em
uma crianca de 5 anos de idade, do sexo masculino natural de Cabo Verde que residia
na cidade do Porto, em Portugal, ha menos de um més, e que 15 dias antes do
internamento foi na alturaem que iniciou 0s sintomas tais como: tosse acessual irritativa
do agravamento progressivo, iniciou rinorreia da mucosa, diarreia incaracteristica e
autolimitada sem complicacdes e sem necessidade de recorrer ao servico de saude. No
entanto semana a seguir os sintomas agravaram-se € a crianca deu entrada no hospital do
porto, na area da pediatria onde foi submetido aos exames laboratoriais que confirmaram
o diagndstico do LMV e LMC.
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2.1. Objetivo do estudo

Este é um estudo piloto e pretende contribuir para o conhecimento da situacéo a nivel de
contaminacdo ambiental na Cidade da Praia pelo parasita Toxocara spp e entre outros
helmintas. Pretende-se com este estudo, fazer uma avaliacdo da prevaléncia da
contaminacdo do solo nos espacos publicos que tem uma grande repercussao na saude
publica tanto para populacdo dos animais, mais também para popula¢do humana jovem
assim como para populagdo infantil que sdo os mais vulneraveis. Apesar de existirem
varios estudos ja realizados sobre a contaminacdo dos parques infantis e pracas publicas
pelo Toxocara spp, ndo ha registo na literatura sobre a contaminagdo ambiental em Cabo
Verde. Dessa forma, para contribuir este estudo foram tracados os seguintes objetivos

gerais e especificos:

2.2. Objetivo Geral

Avaliar a prevaléncia dos ovos de Toxocara spp. no solo dos parques urbanos e jardins
publicos da Cidade da Praia- Cabo Verde.

2.3. Objetivos especificos

a) Comparar, para cada parque, a prevaléncia de ovos de Toxocara spp. das amostras
fecais com as amostras de terras;
b) Identificar a espécie de ovos de Toxocara presente em cada amostra, COm recurso a

técnicas moleculares.
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Capitulo I11: Materiais e Métodos

3.1. Tipo de Estudo

Trata- se de um estudo observacional, transversal com avaliagdo laboratorial que teve
como objetivo determinar a taxa de contaminacao dos espacos publicos (jardins, parques
infantis a praias) por Toxocara Spp e outras espécies que possam coexistir com
importancia em saude humana e animal na Cidade da Praia. A escolha das oito zonas
selecionado para o estudo foi feito de uma forma aleatdria e também através da sugestao
da veterinaria responsavel pelo hospital veterinario associagdo “bons amigos” que se
afirmou que tem feito desparasitacdo dos cdes nessas zonas e gque existe uma elevada

populacdo dos cdes domésticos e errantes ndo desparasitados.

3.1.1. Enquadramento geografico da area do estudo em Cabo Verde

A area do estudo escolhido fica localizado na Ilha de Santiago, que é a maior de Cabo
Verde com uma superficie de 991Km2, representando cerca de 24,6% do territdrio
nacional e com cerca de 55,7% (274.044 habitantes.) da populacdo de Cabo Verde (491
875 habitantes.) sendo que 48% destes, residentes sdo do concelho da Praia (INE, 2010).

No sul da ilha de Santiago localiza-se 0 municipio da Praia entre o concelho de Séo
Domingos, a norte e Ribeira Grande de Santiago, a Oeste, estando os restantes lados
banhados pelo mar. Constitui um dos 9 municipios da ilha, privilegiado por albergar a
capital do pais, a cidade da Praia, que por sua vez se encontra enquadrada na vertente
Sudeste daquele municipio tendo um lado da sua fronteira partilhada com o mar (CMP,
2014; Figura 5).
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[ 7 llha de Santiago, Cabo Verde

I Cidade da Praia

Figura 5: Mapa de Cabo Verde, ilha de Santiago Cidade da Praia

Locais de colheita (google.com/search abril, 2020)

3.2. Local e periodo de estudo

A recolha dos dados e colheita da amostra foi realizada em 8 zonas na Cidade da Praia,
localizada a sul da ilha de Santiago, de marco a maio de 2023. Durante a colheita das
amostras, foram recolhidas as seguintes informagfes: presencga de criangas em contato
com o solo e animais; presenca de cées errantes e fezes nas praias, jardins e parques

infantis.
3.3. Colheitas das amostras de fezes e de terras

Os locais a integrar neste estudo foram selecionados de forma aleatéria e todas as
amostras colhidas foram analisadas no laboratério do Instituto Nacional de Saude Publica
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de Cabo Verde (INPS. As amostras de terras e de fezes de canideos foram colhidas nos
locais previamente identificados e descritos em 3.1

Para a recolha das amostras de terras foi adaptada a técnica descrita por Hernandez et al.
(2003) e Santarem el al., (2004). Assim, com uma profundidade até 50 cm, foram colhidas
aproximadamente 200g de areia com o0 auxilio de uma pa de jardineiro e acondicionadas
em sacos de plastico devidamente identificados com o nimero correspondente a cada
espaco. Para cada local foram identificados cinco locais de colheita de terras, de acordo
com o descrito na Figura 6. Todas as amostras foram conservadas em sacos separados e

devidamente identificados a temperatura ambiente até ao seu processamento.

Para as fezes, foram ainda colhidas, com auxilio de uma espatula de madeira para frascos
de colheita de produtos bioldgicos esterilizados e devidamente identificados (nimero
correspondente de cada espacgo de colheita no concelho da Praia e 0 niUmero da amostra

em causa) 3 amostras de fezes por cada espaco evitando as que estivessem desidratadas.

Apds todo esse processo as amostras foram transportadas para o laboratorio e mantidas
sob refrigeracdo (4°C) até ao momento do seu processamento, que foi no proprio dia ou

no dia imediatamente a seguir a colheita.

Figura 6: Esquema dos locais de colheita em cada espaco (Santarém et al., 2004 e
Hernandez., 2003)

3.4. Diagnostico Laboratorial das amostras das terras e fezes (INPS)

Para pesquisa de ovos de Toxocara nas amostras de terras e fezes foram aplicadas as
seguintes técnicas: método de Willis, técnica de Sedimentacdo, técnica de Baerman e
Brug (Rugai et al.,1954 & Ferreira et al.,1976),
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3.4.1. Diagnostico parasitoldgico das amostras de fezes usando a técnica de Willis

A técnica de Willis foi executada para cada amostra de fezes, de acordo com o protocolo
utilizado no Instituto de Higiene e Medicina Tropical em anexo (Anexo, na Figura 7)

Figura 7: Técnica do Willis para observacdo dos ovos

do Toxocara spp nas amostras de fezes (Foto do Autor)

3.4.2. Diagnostico das formas larvares nas amostras das terras usando técnica de

Baerman e Brug

A adaptacéo da técnica de Baerman e Brug foi efetuada do seguinte modo:

Tamisou-se cada amostra de terra de modo a remover as particulas maiores. De seguida
pesaram-se cerca de 100g a 120g de amostra de terras as quais foram colocadas numa
gaze dobrada em 8 partes e atadas com um corddo. Seguidamente a agua foi aquecida até
cerca de 45°C e colocou-se num copo de sedimentagdo, seguidamente colocou-se a
amostra suspensa numa vareta de vidro e em contacto com a 4gua que se encontrava no
copo. Deixou-se repousar 1 hora; de seguida observaram-se 3 laminas por cada amostra
ao microscopio 6tico (objetiva de 10X e 40X); pesquisou-se a existéncia de larvas e ovos
de Toxocara spp. ou outros geohelmintas e procedeu a sua identificagdo (Figura 8). Este
procedimento foi realizado para cada uma das amostras de terras colhidas em cada espaco

selecionado no concelho da Praia. O registo dos resultados foi feito qualitativamente,
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indicando para cada amostra positiva qual o parasita encontrado (Toxocara spp e outros
nematodes). Apds a realizacdo de todo esse processo fez-se as separagdes das amostras e
os sedimentos foram guardados no etanol 100% e transportado para o laboratério do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT) para dar continuidade com os exames

moleculares.

Figura 8: A Técnica do Baerman e Brug para o diagnostico

das formas larvares nas amostras de terras (Foto do Autor)

3.4.3. Diagndstico molecular realizadas no laboratério do (IHMT)

Com o objetivo de confirmar a presenca de vermes e dos ovos de Toxocara nas amostras
de terras e de fezes e detetar o parasita nas amostras negativas, foi aplicado o diagndstico
molecular. Para além das amostras de fezes e terras que foram negativas, o diagnéstico

molecular também se aplicou as amostras positivas para confirmar a presenca do parasita.

3.4.3.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico para detecdo de parasitas nas amostras de fezes e das terras
foi realizada de acordo com o protocolo CTAB adaptado (Stothard et al 1996). Assim, as
amostras de fezes foram centrifugadas, e o etanol que restava foi evaporado. Apoés
verificar que ndo havia vestigios de etanol, adicionaram-se 600ul do tampdo CTAB

aquecido a 60°C para o equilibrio térmico, ao qual se adicionou 10u de proteina K. O
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material foi bastante bem macerado até que os tecidos ficaram completamente dissolvidos
no tampéo, seguidamente foi a incubar durante 45 minutos a 1 hora a uma temperatura de
65°C. Ap6és o periodo da incubacdo foram adicionados 750ul de
cloroférmio/isoamylalcool e misturar manualmente durante 2 minutos. Realizou-se uma
breve centrifugacdo e o sobrenadante foi retirado para um novo tubo devidamente
identificado, ao qual se adicionaram 900pul de etanol absoluto a 4°C e foi a centrifugar
durante 15 minutos a 13 000 rp/m. descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 500 ul de
etanol a 70% e foi novamente a centrifugar nas mesmas condicGes anteriormente
descritas. Decantou-se o sobrenadante e retirou-se todo o excesso de etanol. Foi colocado
a 60 °C por 10 min para evaporar o etanol. Por Gltimo adicionou-se 50 ul de TE e
armazenou-se a -20 °C. Para a confirmacdo do DNA, foi feita a quantificacdo através do

espectrofotometro NanoDrop™,

3.4.3.2. Amplificacdo do DNA gendémico

Para confirmar a presenca de DNA de Toxocara spp, as amostras foram submetidas a
amplificacdo para a subunidade | do Citocromo C Oxidase (COI) do DNA mitocondrial
(mtDNA), tendo sido utilizados os seguintes oligonucleétidos descritos por Bowles et al.
(1992): JB3 (5-TTTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3) e JB45 (5-
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3'). As reacdes de PCR foram efetuadas para

um volume total de 10 pl, contendo 5 pl da Mix (2x, NZytech), 0,5 pl de cada
oligonucleotido (10 pmol/ul), 2 ul de DNA (50 ng)

As condicbes térmicas utilizadas foram as seguintes: 1 ciclo de desnaturacdo a 94° C
durante 5 minutos, 35 ciclos a 94° C por 30s, 50° C por 30s e 72° C por 30 segundos e
uma extensdo final a 72° C durante 5 minutos. O tamanho esperado da banda era + 500pb
apos a amplificacdo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com uma
migracdo a 120V durante 30-45m. Seguidamente, o gel foi visualizado no

transiluminador ultravioleta (Alpha Innotech) e fotografado.
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3.3.4.3. Sequenciagdo do DNA genomico e anélise molecular

Alguns produtos que resultaram da PCR foram sequenciados utilizando os mesmos
oligonucleotidos. Para tal, utilizaram-se 10 pl do produto de PCR e 3 pl de cada
oligonucleotidos e enviados para o servigo de sequenciacao da empresa StabVida.

As sequéncias nucleotidicas parciais que foram obtidas para a regido COI foram
analisadas através do programa Basic Local Alignment Search Tools (BLAST -
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) possibilitando a pesquisa de sequéncias
semelhantes disponiveis nas bases de dados publicas, como a GenBank (National Center
for Biotechnology Information — NCBI). Os alinhamentos das sequéncias foram feitos no
programa BioEdit versdo 7.2 (Hall A. Thomas, 1999) com Clustal W.

As arvores filogenéticas foram obtidas por Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) no

programa MEGA X (Kumar et al., 2018). com o0 modelo de mutagdo mais apropriado.
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Capitulo IV: Resultados
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Capitulo 1V. Resultados
4.1. Locais de colheita e quantidade das amostras

Durante o periodo de estudo, foram recolhidas um total de 160 amostras nas 8 zonas da
cidade da Praia, previamente selecionadas, das quais 20 (12,5%) foram amostras de fezes
e 140 (87,5%) foram amostras de terras. Relativamente ao tipo de amostra e a sua
localizacdo por local de colheita, observou-se que o maior nimero de amostras colhidas
foi em Fonton com um total de 28 amostras (17.9%), seguido por S&o Pedro com 25
amostras (16,0%) (Tabela 1). Em Gamboa e Quebra Canela apenas foram colhidas
amostras de terras, num total de 20 (12,3%) amostras.

Tabela 1: Distribui¢do da zona de colheita e tipo de amostra

Tipo de amostra

Zonas de colheita Fezes Terras Total

Cidadela 1 (4.5%) 20 (14.2%) 21 (12.9%)
Fonton 8 (40.0%) 20 (14.2%) 28 (17.9%)
Gamboa 0 20 (14.2%) 20 (12.3%)
Quebra Canela 0 20 (14.2%) 20 (12.3%)
S&o Pedro 5 (25.2%) 20 (14.2%) 25 (16.0%)

Sucupira 0 10 (7.1%) 10 (6.1%)
Taity 3 (13.6%) 10(7.1%) 13(8.02%)
Vila Vitoria 3 (13.6%) 20 (14.2%) 23 (14.19%)
Total 20 (12,5%) 140 (87,5%) 160 (100%)
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Para cada zona de amostragem, foram também identificados os seguintes locais de
colheita: a praia, parque infantil, horta urbana e rea peri-doméstica. De acordo com 0s
resultados descritos na Tabela 2 e no Grafico 1, pode-se observar que em Fonton foram
identificados dois locais de amostragem: o parque e a horta urbana, tendo-se colhido 15
e 13 amostras, respetivamente. O parque foi o local de amostragem onde se colheu o
maior nimero de amostras (n=51), seguindo pela praia com 40 amostras. Na horta urbana

e a area peri doméstica, colheram-se 36 e 33 amostras respetivamente.

Tabela 2: Locais de amostragem e respetivo nimero de amostras

Zonacolheita | Praia | Parque UI-:E::a dor:erit-ica Total
Cidadela 0 0 0 21 21
Fonton 0 15 13 0 28
Gamboa 20 0 0 0 20
Quebra Canela 20 0 0 0 20
S&o Pedro 0 25 0 0 25
Sucupira 0 0 10 0 10
Taity 0 0 13 0 13
Vila Vitoria 0 1 0 12 23
Total 40 51 36 33 160
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51
40
36
I I |
Praia Parque Horta Urbana  Peri-doméstica

Grafico 1: Namero de amostras colhidas por local de amostragem

4.2. Exposicao solar dos locais de colheita

Relativamente a exposi¢do solar dos locais de colheita, foi possivel observar que
excetuando as hortas urbanas, que estavam pouco iluminados, nos restantes a exposi¢éo
solar foi total, o que se refletiu na colheita de amostras (Figura 10 e Figura 11). Nos
pontos de colheita com exposicdo solar total, foram colhidas 135 amostras e nos que

estavam mal iluminados colheram-se 25 amostras (Tabela 3).

Tabela 3: Exposicdo solar dos locais de colheita

Praia Parque Horta Urbana | Peri-doméstica
Fezes | Temas | Fezes | Terras | Fezes | Terras | Fezes | Terras | Tota
Caracteristicas do solo
Ensolarado 0 | 10| 4 1n| 4 29 135
Sombrio 5 0 %
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Tabela 4: Tipo de solo nos locais de colheita

Praia Parque Horta Urbana |  Peri-doméstica
Fezes | Terras | Fezes | Terras | Fezes | Terras | Fezes | Terras Toi
Caracteristicas do solo
Arenoso 40 11 40 4 29 124
Hdmido 5 3 36

Por outro lado, quanto ao tipo de solo, verificou-se que nos locais que apresentavam o
tipo de solo arenoso colheu-se um total de 124 amostras e nos que apresentam tipo de

solo humido colherem-se 36 amostras (Figuras 9,10 e 12) (Tabela 4)

Figura 9: Locais da colheita de amostras em solo himida. A- Zona Fonton
— horta urbana B — Zona Taity — horta urbana, (Fotos do Autor).
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Figura 10: Locais da colheita de amostras em solo arenoso

(A e B) Praia de Gamboa (Fotos do Autor).

Figura 11: Locais da colheita de amostras em solo arenoso

A- Parque infantil de Sdo Pedro; B- Praia de Gamboa, (Fotos do Autor).

Figura 12: Locais da colheita das amostras em solo ensolarado

(A e B) Zona Taity- horta humana (Fotos do Autor).
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4

Figura 13:Locais de colheita de amostras em solo sombrio
(A e B) -Zona Fonton- horta urbana e peridomicilar. (Fotos de Autor).

4.2.1. Local de colheita e presenca de animais

De acordo com a analise da Tabela 5, das oito zonas de colheita da cidade da Praia onde
foram colhidas as amostras de terras e fezes para o estudo, na sua maioria foi possivel
observar a presenca de animais no local de colheita, com excecdo a duas zonas, Cidadela
e Vila Vitoria (Figuras 13 e 14). Sendo assim, esta situacdo representa um elevado risco
de contaminacédo dos espacos publicos na cidade, uma vez que a maioria desses animais
sdo animais errantes, “sem tutor” e consequentemente ndo desparasitados, e que defecam

nos espagos publicos.

Tabela 5: Presenca e auséncia dos animais de acordo com os locais de colheita

Local de colheita Presencga dos animais
Cidadela -
Fonton +
Gamboa +
Quebra Canela +
Sao pedro +
Sucupira +
Taity +
Vila vitoria -

(+) — Presenca de animais nos locais de colheita
(-) — Auséncia de animais nos locais de colheita das amostras de terras
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Figura 14: Presenca de animais no local de colheita Fonton
A- Parque infantil, B- horta domiciliar (Fotos do Autor)

Figura 15:Presenca dos animais no local de colheita: A-Praia de Gamboa zona
piscatoria B- praia Gamboa (Fotos de Autor)

4.2.2. Exame das terras - Técnica de Baerman e Brug

Ao analisar a Tabela 6 constata -se que do total de 140 amostras das terras colhidas nas
oito zonas da cidade da Praia, na sua maioria os resultados foram negativos, enquanto
uma pequena percentagem apresentava resultado positivo, com presenca de larvas
representando 6 amostras positivas, A Figura 16 representa algumas das larvas de
Toxocara spp encontradas nas amostras das terras.
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Tabela 6: Resultado das amostras das terras por zonas de colheita

Terras

Zonas Positivas Negativas
Cidadela 0 20
Fonton 4 16
Gamboa 0 20
Quebra Canela 0 20
Sé&o Pedro 1 19

Sucupira 1 9

Taity 0 10
Vila Vitoria 0 20
Total 6 134

Resultados

Figura 16: (A e B) presenca das larvas de Toxocara spp nas amostras das terras

colhidas na zona de Fonton e Sdo Pedro (Fotos do Autor).

4.2.3. Exame parasitologico das fezes - Técnica de Willis

Das 20 amostras de fezes colhidas, apenas 5 foram positivas, com ovos de Toxocara spp,

representando 25% do total das amostras de fezes (Figuras 17,18 e 19). Das oito zonas

estudadas, Fonton demonstrou ser o local com a maior percentagem das amostras
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positivas indicando um foco de contaminacdo superior em comparagdo com as outras

zonas (Tabela 7).

Tabela 7: Resultado das amostras de fezes por zonas de colheita

Fezes

Zonas Positivas Negativas
Cidadela 0 1
Fonton 4 4
Gamboa 0 0
Quebra Canela 0 0
Sé&o Pedro 1 4
Sucupira 0 0
Taity 0 3
Vila Vitoria 0 3
Total 5 15

LXK ' _;}5 .

Figura 17: A- Ovos embrionados de T. canis em amostras de fezes em hortas urbanas de
Fonton B- ovos ndo embrionados de T. canis em amostras de fezes da zona de Sao Pedro
(Fotos do Autor).
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Figura 18: (A) Ovos de T. canis em amostras de fezes no parque infantil na zona de Sao
Pedro (Fotos do Autor).

Figura 19: Presenca dos ovos de nematodes em amostras de fezes na zona de Fonton
(Fotos do Autor).

4.3. Analise molecular

Todas as amostras de fezes e de solo incluidas no nosso estudo, independentemente de
serem positivas ou negativas, foram processadas por PCR, de acordo com a metodologia
descrita no capitulo anterior. Esta técnica foi utilizada para confirmar a presenca do
parasita Toxocara spp. nas amostras positivas bem como para verificar a presenga ou
auséncia do parasita nas amostras negativas de fezes e solo.

Os resultados obtidos para as amostras que amplificaram, mostraram fragmentos com

aproximadamente 500 pb. Assim, de acordo com os resultados da técnica da PCR, para
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além das 6 (4,3%) amostras de terras confirmadas pela técnica de Baerman e Brug foi
possivel identificar mais 3 (2,1%) amostras positivas, totalizando nove (9) amostras de
terras positivas (Tabela 8; Figura 20). Relativamente as amostras de fezes, observou-se
um total de 7 amostras positivas correspondendo 35%. Destas, 5 (25%) amostras foram
confirmadas através do exame parasitologico e apenas 2 (10%) pela técnica do PCR. Os
resultados detalhados encontram-se representado na Figura 21.

M

Amostras de terras

+ 500pb

Figura 20: Resultado da PCR para as amostras de terras para a regido COI visualizados
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidium, que amplificaram fragmentos

com aproximadamente 500pb. M- marcador de peso molecular; C+- Controlo positivo.

" Amostras de fezes

Figura 21: Resultado da PCR em amostras de fezes para a regido COIl visualizados em
gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de ethidium, que amplificaram fragmentos

com aproximadamente 500pb. M- marcador de peso molecular: C+- Controlo positivo.

Tendo em conta a interpretacdo dos resultados obtidos na Tabela 9, o presente estudo
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demostrou que das 20 amostras de fezes analisadas com exame parasitolégico e PCR, 7
(35%) amostras foram positivas, 5 (25%) detetadas através do exame parasitologico e 2
(10%) foram detetadas por PCR. (Figura 21),

Tabela 8: Resultados positivo representando percentagens das amostras das terras atraves
da técnica de Baerman e PCR

Exame das
Zonas terras (técnica PCR Total
de Baerman)

Cidadela 0 0 0
Fonton 4 2 6
Gamboa 0 0 0
Quebra Canela 0 0 0
Séo Pedro 1 1 2
Sucupira 1 0 1
Taity 0 0 0
Vila Vitoria 0 0 0

Total 6 (4,3%) 3(2,1%) 9 (6,4%)
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Tabela 9: Resultados positivo representando percentagens das amostras das fezes através
da técnica do PCR e exame parasitologico

Exame parasitoldgico

Z0nas (Técnica de Willi) PCR Total
Cidadela 0 0 0
Fonton 4 1 5
Gamboa 0 0 0
Quebra Canela 0 0 0
Sé&o Pedro 1 1 2
Sucupira 0 0 0
Taity 0 0 0
Vila Vitoria 0 0 0

Total 5 (25%) 2 (10%) | 7(35%)

4.3.2. Sequenciacdo e analise filogenética

Para sequenciacao, apenas se usaram as amostras amplificadas que apresentaram a melhor
resolucdo e que fossem representativas para as amostras de fezes e de terras. No total
foram sequenciadas trés amostras, duas de fezes e uma de terra, F12 - fezes de Fonton;

F18 - fezes de Sdo Pedro; e T3 relativa a amostra de terra de Sucupira.

As sequéncias que mostraram resultados incongruentes foram retiradas do estudo, e as
que foram incluidas, ainda que parciais, foram alinhadas no BioEdit, com Clustal W
(versdo. 7.05.03). A analise filogenética das sequéncias parciais (amostras de Cabo
Verde) para o gene COI foi realizada em conjunto com as sequencias disponiveis no
GenBank, com o recurso ao programa MEGAX (Kumar et, al 2018), com distancias
calculadas através do modelo Kimura-2-parameter. A arvore filogenética obtida, cuja
amostras de Cabo Verde estdo representadas pela amostra V63 (Figura 22) por

apresentarem uma homologia de 98%.
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1{ OP4276.1:1-361 Teanis CB1
7359283 1:1-335 Teanis DDK4 7

—BIGEIKCZQ3913.1:18404 Teanis 17 [OP131522 Teanis ALT [OP131578 Teanis LA19 |OP131523 Teanis ALS |OP131543 Teanis AL28 |OP131561 Teanis LA2 [OP131540 TcanisAl}l
{ OP131569 Tcanis LA10

OP131671.1:1-378 Teanis LA12

- OP131567.1:1-387 Tcanis LA8 [OP131560.1:1-385 Tcanis LAY [OP13174 Tcanis LA15 |OP131568 Tcanis LA9 |OP131573 Teanis LA14 JOP131570 Teanis LA11
— OP131563.1:1-387 Tcanis LA4

] _[ OP131546 Tcanis FL3
OP131544 Teanis FL1
r OP131565.1:1-373 Teanis LAB
{ OP131550 Tcanis FLT [OP131548 Teanis FLS
OP131585 Teanis FL12

{ KC293911.1:18-404 Tcanis 16 OP131572.1:1-362 Teanis LA13 [OP131519 Teanis AL4

OP131518 TeanisAL3

OP131533 Teanis AL18

— OP131657 Tcanis islA5

_[ KC293901.1:18-404 Teanis 3
KC293900.1:1-364 Tcanis 2

- KC293914.1:18-404 Tcanis 24 [MK913431.1:16-404 Teanis Kej MK913432.1:18-404 Teanis is2K(j
{ OR004956.1:1-376 Teanis 3

HT339268.1:1-335 Tcanis DBRUS 1 MT359266.1:1-335 Teanis DBRBHS3 5 [MT369267 1:1-335 Teanis DBRBHG 3

[ AJ920056.1:30417 Teans Teal2-2
OP131576 Teanis LAY

OP131566.1:1-385 Tcanis LAT
_[ AF182297 330417 Teanis
&4 NT359301.1:1-335 Tanis DJAY 1

AJ920031:30417 Teanis 1-1

_L' NC 010690.1:6804-7191 Teanis
1C133353.1:9-396 Tcanis

KY308761.1:760-1146 Ascaris imbricoides

HK516267.1:760-1146 Toxascans leonina

JF780950.1:7-303 Toxascaris leonina

0Ng67291.1:31-416 Ascaridia gall

ONB67283.1:31-417 Toxascaris leonina
96" JF180951.1:7-393 Torascars leonina

Figura 22: Arvore filogenética com as sequencias de varias amostras de T. canis (amostras

de Cabo verde) e as sequéncias homologas disponiveis no GenBank para o gene COl,
apresentando uma similaridade > 98%
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Capitulo V: Discussao e Conclusoes

58



Discussao e Conclusdes

5.1. Discussao

Segundo as informacdes obtidas pelo JORNAL EXPRESSO DAS ILHAS (2020), na
freguesia da Praia junto a Camara Municipal, os levantamentos recentes apontaram uma
estimativa de 20 mil cées distribuido por toda cidade. Porém sabe-se que muitos ainda

ndo sdo registados.

Diversos estudos sugerem que acesso dos animais errantes e de estimacao (cées e gatos)
ndo desparasitados ao espacos publicos e area de lazer constituem um risco de

contaminagéo.

De facto, a presenca dos animais errantes ou de estimacdo (cdes e gatos) néo
desparasitados nos ambientes de lazeres e espaco publico, continuam a ser um dos
maiores problemas associado ao risco de transmissao da toxocarose e a contaminacgéo dos

espacos publicos (Tylkowska et al., 2024)

De acordo com 0s nossos conhecimentos, ndo existe um consenso guanto a quantidade
dos animais, ou seja, numeros de animais por espacos publicos para que haja a

contaminagéo.

Deste modo, devido a inexisténcia de informacdes relativa a contaminacgdo dos espagos
publicos por Toxocara em Cabo Verde, desenvolveu-se este estudo com o objetivo de
avaliar a prevaléncia dos ovos do Toxocara spp no solo dos parques urbanos e nos jardins
publicos da cidade da Praia - Cabo Verde, assim como comparar para cada parque, a
prevaléncia dos ovos de Toxocara spp. das amostras fecais com as amostras de solo e
Identificar a espécie de ovos de Toxocara spp presente em cada amostra, com recurso as

técnicas moleculares.

Com este estudo piloto, pretendeu-se contribuir para o conhecimento da situacéo a nivel
de contaminacdo ambiental na Cidade da Praia por parasita Toxocara spp e entre outros

helmintas.

Assim, foram recolhidas um total de 160 amostras, das quais 140 amostras foram terras

de varios locais da cidade da Praia e 20 foram amostras de fezes.

As amostras das terras e fezes utilizados para analise neste estudo foram coletadas
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estrategicamente, em locais onde as criangas passam maior parte do tempo a realizar

atividades de lazer e nas areas peri domiciliares.

Tal como foi referido anteriormente, as praias, pracas e 0S espacos publicos séo
considerados locais vulneraveis a contaminacdo por Toxocara, devido a presenca dos

animais domésticos e errantes nao desparasitados.

A determinacdo da prevaléncia da contaminagédo do solo depende do tipo do solo e da

técnica utilizada para recuperacdo dos ovos (Lima et al., 2005).

Neste trabalho foram encontradas larvas do Toxocara spp e Ancylostoma spp, e nas fezes
foram identificados os ovos do Toxocara spp com uma baixa prevaléncia em relagéo aos

outros estudos realizados em alguns paises da Africa, América e na Europa (Neto, 2011).

No entanto, ndo houve estudos de prevaléncia publicados recentemente em Cabo Verde
sobre este assunto e ha pouca informagdo no que concerne ao risco de contaminacéo do

solo por Toxocara spp.

Para este estudo, foram utilizadas técnicas de a) flutuacdo (método de Willis) para
observacao das amostras de fezes; b) de sedimentacdo (Baerman e Brug) para amostras

do solo, que demostrou ser bastante sensivel, e por Gltimo c¢) de biologia molecular (PCR).

O presente estudo mostrou que as amostras de terras e fezes colhidas em alguns dos
espacos publicos na cidade da Praia nomeadamente na zona de Sdo Pedro, Fonton e
Sucupira estavam contaminadas por larvas e ovos de Toxocara spp., sendo que para fezes
se encontraram 5 amostras positivas no exame parasitolégico, usando técnica de Willis e
mais 2 amostras positivas, usando a técnica do PCR, somando num total de 7 amostras
positivas (35%). Para as terras, 6 amostras foram positivas com a técnica de Bearman e
mais 3 com o PCR, totalizando 9 amostras positivas, indicando 6,4% de contaminag&o.

Por fim, esses resultados foram confirmados com a realizacdo do PCR (Figuras 19 e 20).

Estes resultados corroboram o estudo feito por Ferreira et al., (1976) que encontraram
dez pragas contaminadas com os ovos de Toxocara spp. em diferentes regides da cidade

do Rio de Janeiro no Brasil.

Os mesmos resultados vdo ao encontro dos observados por Pureza et al., 2015, que

60



Discussao e Conclusdes

constatou que 5,3% das amostras das fezes colhidas em parques publicos da area grande
de Lisboa, estavam contaminadas por Toxocara. Resultados esses que apresentam uma
desproporcéo entre 0 numero das amostras das terras e fezes positivas principalmente

qguando comparado a prevaléncia reportadas em Portugal pelos alguns autores.

Ainda o0 mesmo estudo diverge com os resultados dos estudos epidemioldgico para
determinar a prevaléncia do Toxocara spp realizado por Fonrouge e colaboradores (2000)
na Argentina que constatou que das 342 amostras das terras coletadas em 15 a 45 pracas
13,2% apresentaram como resultados positivos.

A elevada discrepancia dos resultados pode estar relacionada com o reduzido nimero das

amostras estudadas e devido a ter sido realizado em paises e regido diferentes.

O resultado do presente estudo demostra uma baixa taxa de prevaléncia de contaminacgéo
por Toxocara spp em parques e espacos publicos na cidade da Praia, em comparacdo com
outros estudos, podendo também estar relacionado com o facto da maior parte das
amostras ter sido colhidas em ambientes ensolarados, uma vez que os fatores climéaticos
tais como chuva, humidade, pressdo atmosférica e sol interferem na morfologia dos ovos
dos parasitas transformando em formas de resisténcia. Com isso deu para entender que
no nosso estudo pelo fato das amostras foram colhidas no veréo a temperatura foi um dos
fatores que interferiu nos resultados, uma vez que maior numero das amostras positivas
foram encontradas em ambiente sombrio, com isso leva nos a pensar que esses parasitas
quando estao presente em ambientes hiumidas e sombrio os seus ovos eclodem e mantém
a sua morfologia e quando os encontram muito tempo em ambientes ensolarados
desidratam e alteram a sua morfologia induzindo muitas vezes o erro na observacéo dos

resultados.

Quanto ao resultado das amostras positivas, tanto para amostras das terras como de fezes
ndo foi detetada correlacdo significativa entre parasitas do sexo feminino e masculino
uma vez que nas algumas amostras de fezes pareceram presenca dos ovos e ndo dos

vermes adultos.

A maioria das amostras colhidas no presente estudo foi realizada no verdo, em periodo
com a maior frequéncia das criangas e pessoas em ambientes de lazeres e com oscilagédo

da temperatura que varia de 27 a 30°C.
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O encontro dos ovos e larvas no parque infantil de Sdo Pedro e na zona de Fonton, areas
onde a maioria das pessoas e crian¢as passam o tempo de lazer, com isso demostra que

estes locais sdo considerados foco de contamina¢do humana.

A contaminacdo ambiental em Cabo Verde ja era esperada, pelo fato de ser um pais do
clima tropical uma vez que as condi¢cfes climéaticas e ambientais em pais como Cabo

Verde favorece a manutencdo da sobrevivéncia dos ovos de Toxocara spp.

A temperatura adequada para o desenvolvimento dos ovos de Toxocara spp, no solo varia
entre 23°C a 35°C (Queiroz et al., 2006; Rocha et al., 2011; Fakhri et al., 2018). Com
isso demostra que no nosso estudo a temperatura desempenhou um papel crucial na
positividade das amostras uma vez que Cabo Verde e um pais que a temperatura media
anual varia entre 20° C e 29 °C e oferece todas as condi¢des para 0s ovos manterem
resistente no ambiente na sua forma latente causando infec¢Ges tanto para cdes como para

0s humanos.

Por outro lado, o diagnostico molecular mostrou ser muito mais sensivel do que o
diagnostico parasitolégico, tendo sido possivel identificar através da PCR, mais 2
amostras de fezes e 3 amostras de terras. Estes resultados, estdo de acordo com alguns
estudos realizados por diferentes autores (Winterfeld et al, 2024; Choobineh et al, 1019),
demonstrando que as técnicas moleculares poderdo ser um complemento das técnicas

parasitoldgicas.

A contaminacdo do solo por ovos de Toxocara spp nos espagos publicos podem ser

influenciadas pelo acesso de cées e gatos (Nijsse, et al., 2015).

No presente estudo, os locais onde foram feitas as colheitas ndo apresentavam vedacao
para restringir o acesso aos animais. No decorrer do estudo foram observadas fezes,
pegadas e presenca dos animais, que demostra o livre acesso dos animais a estes espacgos,
ndo sO para fazer as necessidades, mas também para procurar sombra e refugio,

representando risco de contaminagdo ambiental.

62



Discussao e Conclusdes

5.2. Conclusdo
O presente estudo permitiu concluir que:

a) A prevaléncia da contaminacao com os ovos e larvas do Toxocara spp em parques
e espagos publicos na cidade da Praia no momento do estudo é preocupante, uma
vez que das 160 amostras colhidas, 16 foram positivas representando 10% dos
locais estudados;

b) Os cées errantes que frequentam o0s espagos publicos na cidade da Praia
encontram-se parasitados e contaminam 0s espacgos publicos através das suas

fezes.

Estes resultados apresentam um potencial risco para a salde publica pelo facto de as
amostras positivas terem sido encontradas no mesmo espago onde as pessoas e criangas

aproveitam para passar o tempo de lazer.

Sendo assim, as informacdes presentes no estudo sdo muito importantes uma vez que
podem ajudar a definir estratégias e controlo futuro dentro da populacdo ndo, somente
para parasita Toxocara, mas também para outras familias de nematodes e outros

helmintas que causam as zoonoses.

Embora a prevaléncia da contaminacgdo dos espagos publicos na Cidade da Praia durante
a realizacdo desse estudo ser baixa, € de extrema importancia trabalhar no controlo e
prevencdo por toxocarose ndo sO nos espacgos publicos, mas também na populacdo em

geral.

Assim, devem ser adotadas medidas, principalmente, no que toca a educacéo e palestras

sobre a causas, sintomas e forma de transmisséo e contaminagdo dos espacos publicos.
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7. Anexos

7.1. Materiais

Anexos

Para a coleta e analises da amostra das terras e das fezes foram usados seguintes materiais:

SN N T T N N N N N N T N N N L NN

Potes de plésticos, descartaveis, com boca larga (50 mm de didmetro) transparente de tampa

rosca (40 mm), capacidade de 35 a 50 ml

Luvas

Batas

Sacos de plasticos
Espétulas de madeiras
Pa do jardineiro

Caneta e marcadores

Mala de transporte das amostras

Laminas e lamelas
Microscopio 6tico
Peneira de malhas finas
Jarro de sedimentacéo
Gaze

corda

Varetas de vidro

Tubos de Willis
Pipetas Pasteur

Placas de Petri

Pingas

Cronometro

Etiquetas

Camara de fluxo laminar
Frigorifico

Balanga etc...
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Anexos

7.1. Reagentes

% Solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl)
< Lugol

% Agua destilada

% Etanol

% Alcool 70%
7.2. Protocolo para extragdo do ADN dos vermes de Toxocara sp (Stothard, 1996)
a) Colocar o tampéo de extracdo CTAB na estufa a 60° C para o equilibrio térmico;

b) Retirar um pedaco do verme e coloca-lo num novo tubo. Seguidamente adicionar 500 ul do
tampao CTAB que foi previamente aquecido a 60° C. Adicionar 8 pl de proteinase K e

homogeneizar muito bem até que os tecidos figuem completamente dissolvidos no tampéo;

c) Seguidamente vai a incubar durante 45 min a 1 hora e posteriormente deixa durante a noite a
37°C.

d) Apods o periodo de incubagdo adicionar 600 ul de cloroformio/alcool isoamilico (24:1) e

misturar manualmente durante dois minutos;

e) Centrifugar rapidamente para que haja separacdo da zona aquosa da zona organica. De seguida
pipetar a camada aquosa para um tubo novo e adicionar 800 ul de Etanol absoluto a 4° C e

misturar. Centrifugar durante 15 minutos a 13 000 rpm.

f) Decantar o sobrenadante e adicionar novamente 500 pl de etanol a 70% para a lavagem da
“pellet” e voltar a centrifugar nas mesmas condi¢des anteriormente descritas. Decantar novamente
0 sobrenadante e retirar cuidadosamente todo o excesso de etanol. Colocar na estufa, no méaximo

durante 10 minutos, para que haja a evaporacao total do etanol.

g) Adicionar 50 pl de tampao TE e agitar o tubo de modo que a “pellet” se dissolva. As amostras

devem ser guardas em aliquotas a -20 ° C.

h) Proceder a quantificacdo do DNA em NanoDrop (absorvancia).
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