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SOBRE A EVOLUCAO DE ASCARIS LUMBRICOIDES LINNAEUS,
1758, NA FASE LARVAR ENDOVULAR*

Paulo de Toledo ARTIGAS
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RESUMO: Ovos de A. lumbricoides colhidos em fezes humanas foram
cultivados em solucio de formol a 1%, em temperatura ambiente (27C).
Foi observado, durante o decurso do experimento, que larvas L, apare-
cem, em media, apds 12,7 dias; larvas L, surgem aos 15,7 dias e a segun-
da muda ocorre ao redor de 18,3 dias, ocasionando a formacdo da larva
infectante Lz, que ainda permanece dentro do ovo. Ovos de culturas de
10 a 25 dias foram utilizades para infectar 80 camundongos albinos
Swiss, machos e fémeas. Os camundongos foram separados em 16 gru-
pos de 5 individuos, os componentes desses grupos foram infectados,
sucessivamente, dia a dia; o primeiro grupo com ovos de cultura de 10
dias, o sequndo com ovos de 11 dias e, assim, sucessivamente, até o 16°
grupo que recebeu ovos com 25 dias de cultura. A partir do terceiro dia
pos-infeccdo, um camundongo, de cada um dos 16 grupos, foi sacrifica-
do; isso foi feito em 5 dias subsequentes, para cada grupo. Foi realizada,
nos animais sacrificados, a necropsia com finalidade parasitoldgica, wvi-
sando a pesquisa de larvas. Larvas migrantes foram encontradas no figa-
do e pulm&es nos camundongos dos grupos que receberam ovos com,
pelo menos 18 dias de cultura. Tal resultado comprova, cabalmente, que
somente 0s ovos com larvas Lg sdo infectantes.

UNITERMOS: Ascaris lumbricoides, desenvolvimento do ovo, camun-
dongo

INTRODUCAO

E, na verdade, muito curioso, em se tratando de um parasita extrema-
mente frequente e intensamente estudado, que ndo exista uniformidade
entre 0s autores, no que se refere a evolucdo do Ascaris lumbricoides
Linnaeus, 1758, na fase endovular.

Brumpt®, em seu tratado de Parasitologia, ao se referir ao desenvolvi-
mento da larva do Ascaris lumbricoides, dentro do ovo, afirma que ela so-
fre uma, ou talvez duas mudas.

Ha um trabalho de Henner®, citado por Araujo®, em que aquele pesqui-
sador, ao infectar camundongos com ovos de Ascaris suum, observava
que 0s seus roedores somente apareciam infectados quando as larvas en-
dovulares ja tinham realizado duas ecdises.
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Schacher®, com Toxocara canis, verificou, em pequeno percentual de
larvas, em cultura de ovos, a presenca de uma bainha cuticular se sobre-
pondo a cuticula da primeira ecdise. Schacher?, todavia, ndo interpretou o
fato como demonstrativo da ocorréncia da segunda ecdise, mas como uma
cuticula intumescida e simulando duas camadas.

Thust!Y, utilizando microscopia eletronica, relata a presenca de uma se-
gunda muda na larva endovular de Ascaris lumbricoides, que ocorreria em
ovos, 18 a 20 dias apos o inicio do desenvolvimento, conservados a tempe-
ratura de 28C.

Na década de 70, com as publicacées de Araujo’- 4 3. 4 e de Maung’, fi-
cou bem comprovada a ocorréncia da segunda ecdise intra-ovular em dife-
rentes ascarideos.

Qutro aspecto que merece ser focalizado € o tempo necessario, no
meio exterior, para que a larva intra-ovular do A. lumbricoides se torne efe-
tivamente infectante.

Roberts®, em pesquisa que se tornou classica e em que se fundamen-
tam autores de livros de texto de Parasitologia, observou que os ovos larva-
dos de Ascaris lumbricoides somente se tornam infectantes depois de, pelo
menos, 20 dias de permanéncia no meio exterior.

Maung’ verificou em camundongos, que a infeccdo somente se positi-
va quando sao utilizados ovos de cultura de 20 dias.

Ao dar inicio a presente pesquisa, era nosso escopo deixar bem confir-
mado qual o periodo, no meio exterior, necessario para que estivesse de-
senvolvida a larva infectante do Ascaris do homem e que, sem duavida, a in-
feccdo do hospedeiro definitivo se processa com a ingestédo da L.

MATERIAL E METODOS

1. Cultura de ovos

Fezes humanas, com ovos de A. lumbricoides, foram obtidos no Insti-
tuto Adolfo Lutz, Laboratério Regional de Campinas, SP.

As fezes foram desmanchadas em agua de torneira e processada a con-
centracdo de ovos, em calices conicos e através de peneira com malhas de
400um. Uma vez concentrados, os ovos foram transferidos para uma solu-
cao de formol a 1% e mantidos na geladeira a aproximadamente 4C.

Inicialmente, foram feitas culturas em estufa a 27C e em temperatura
ambiente (24-27C); como nao tivesse sido observada diferenca na forma-

cdo das larvas, em um ou outro modo de agir, passou-se a utilizar somente
culturas em meio ambiente.

Foram efetuadas, diariamente, durante 25 dias consecutivos, a partir do
sexto dia de cultura, observactes em microscopia direta e em contraste de
fase, para se acompanhar o processo evolutivo da larva.

Uma vez verificada a presenca de ovos larvados, eram eles submetidos
a ligeira pressdo, entre laminas de vidro, para se provocar a ruptura da cas-
ca do ovo e a exteriorizacdo da larva.

As larvas exteriorizadas foram examinadas dia a dia, para a constatacao
da presenca de cuticula ou cuticulas destacadas.

A verificacao da sucessao de ecdises larvarias (L, L e L), em funcédo
do tempo, €& o resultado de observacao, aproximada, de 100 ovos por dia,
nos periodos citados; esta pratica permitiu a informacdo sobre o 'niimero
meédio de dias’’ necessario para a evolucdo do nematodeo.
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Larvas, em fases sucessivas da experiéncia, foram fotografadas e medi-
das com auxilio da camara clara.

2. Infeccdo de camundongos

Oitenta camundongos foram distribuidos em grupos de 5 e feita sua in-
feccdo, a partir do décimo dia de cultura de ovos, até o vigésimo quinto
dia. Formaram-se, portanto, 16 grupos de camundongos infectados diaria-
mente.

Foram utilizados camundongos jovens Swiss, machos e fémeas, com
peso aproximado de 15g. A infeccao se fez com emprego de sonda fina de
borracha, introduzida pelo es6fago. Cada camundongo recebeu cerca de
200 ovos.

A partir do terceiro dia pos-infeccédo, foram sacrificados os camundon-
gos dos 16 grupos, sucessivamente em 5 dias, um em cada dia. Os animais
foram colocados em ambiente saturado de éter e processada a pesquisa
parasitologica, visando 0 encontro de larvas em migracdo. Nas necropsias
fez-se tal pesquisa no sangue, nodulos linfaticos, coracéo, intestino, figado
e pulmages.

Os 6rgdos examinados, a parte o sangue observado a fresco, entre |-
mina e laminula, eram dilacerados com estilete e pinca, em solucao salina.

Positivada a presenca de larvas, estas eram colhidas, procurando-se
obter o maior nuUmero delas, em calices conicos. A seguir, as larvas eram fi-
xadas em liquido de Railliet-Henry, a quente e, posteriormente, examina-
das e medidas.

Atuando dessa maneira, foi possivel verificar, com seguranca, 0 nume-
ro de dias exigidos para que a larva endovular se torne infectante e qual,
efetivamente, € a larva infectante.

RESULTADOS

1. Cultura de ovos

O aparecimento de larvas se verificou na totalidade dos ovos. Ao fim de
uma média de 12,/ dias de cultura, ja4 eram observadas as primeiras larvas.

A primeira larva (L) & muito fragil e se esfacela com facilidadz. Apre-
senta a cuticula lisa, desprovida de qualquer ectoformacao; seu tubo diges-
tivo ainda ndo esta bem definido, sendo pouco precisa a diferenciacdo do
es6fago e do intestino. Nota-se que a extremidade proximal é ligeiramente
“aparada’’, tendendo para a condicdo de extremidade truncada (fig. 1).
Verifica-se, ainda, na extremidade oral a presenca de uma formacéo estile-
tiforme, mais quitinisada e que acompanha a cuticula, quando esta se des-
taca, ao aparecer a Lp; € ainda visivel, quando a L, ja se encontra definida;
a cauda termina em ponta e € mais curta que a cauda da L, ou da La.

A L, aparece, em média, ao redor de 15,7 dias, na cultura mantida em
temperatura ambiente; a identificacao de L, se comprova pela presenca da
cuticula da L; (fig. 2). A larva Lz & mais robusta, resistindo melhor 4 com-
pressdo entre laminas; é frequente a presenca, em sua extremidade proxi-
mal, de uma disposicido em forma de calota. Na microscopia direta, ainda
oferece dificuldade o exame da organologia interna; porém, em contraste
de fase, ja se destaca bem o es6fago diferenciado.

A L3 comeca a surgir, em média, aos 18,3 dias de cultura, em tempera-
tura ambiente e tem como carater essencial a presenca das cuticulas de L;
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Figural — Larva L — Aumento 113x.

Figura 2 — Larva L2, com uma cuticula descolada. Aumento 222x
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Figura 3 — Larva L3, com duas cuticulas descoladas. Aumento 463x.

o

Figura 4 — Larva L4, com trés cuticulas descoladas. Aumento 445x.
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e de L,, descoladas e “vestindo'" a Lz (fig. 3). A organologia interna desta
larva & observada com maior facilidade na microscopia de fase, que pée em
destaque o tubo digestivo, com eséfago e intestino diferenciados. Encon-
trou-se certa dificuldade em diferenciar as larvas L» das L3, quando ambas
se mostravam nuas, Isto &, sem as cuticulas descoladas das fases prece-
dentes. Isto se deve, as escassas modificacoes morfoldgicas, na passagem
co segundo para o terceiro estagio. Segundo Araujo? ndo existem caracte-
res diferenciais entre os dois estagios, exceto a evidéncia das cuticulas des-
coladas.

Tivemos ensejo de okservar, uma unica vez, uma larva com trés cuticu-
las descoladas, portanto em L4 (fig. 4); este achado anormal, em nosso ex-
perimento, foi verificado em uma cultura em meio ambiente, ao fim de 21
dias.

Foram medidas larvas em cultura de 23, 28, 35 e 45 dias; os resultados
de tais medidas estdo apresentados na Tabela 1. Nesta Tabela, também
aparecem dados relativos a temperatura ambiente, anotados no decorrer
do desenvolvimento dos ovos.

TABELA 1

Medidas de larvas de Aszcaris flumbricoides de cultura, em solucdo formulada a 1%,
mantidas em temperatura ambiente.
(Medidas médias de 30 larvas emn mm; temperatura media em C).

Temperatura medida do comprnimento tamanho minimo e
ambiente N? de dias e largura (mm) tamanho maximo
meédia (C) de cultura {média aritmética) (comprimento e largura)

26,9 23 0,2357 x 0,0131 0,1951 a 0,2682
compnmento
X
0,0097 a 0,0146
largura

e ————l

26,9 28 0,2414 x0,0129 0,1951 a 0,2926
E'DmpfimEﬂt'D
X
0,0097 a 0,0146
largura

26,7 35 0,2446 x 0,0132 | 0,1951 a 0,3414
CoOmprimento
-
0,0097 a 0,0170
largura

27.7 45 0,2373 x0,0137 0,1951 a 0,2926
comprimento
X
0,0097 20,0195
largura

2. Infeccao de camundongos

Esta operacao visou, sobretudo, comprovar ser, realmente, a L3 a larva
infectante.
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Nos camundongos dos grupos 1 a 8, infectados com material de cultura
de menos de 18 dias, foi constantemente negativo o encontro de larvas mi-
grantes.

A partir das infeccdes com material de cultivo com 18 ou mais dias, os
camundongos passaram a apresentar larvas migrantes no figado. Na Tabe-
la 2, estdo assinaladas as larvas colhidas no figado.

O encontro de larvas nos pulmoes se verifica, e passa a ser constante a
partir do quarto dia de pos-infeccdo; a medida que cresce o nimero de lar-
vas nos pulmdes, decresce o numero de larvas no figado; esta observacao
confirma, no camundongo, a passagem prévia das larvas do intestino para
o figado e deste 6rgao para o pulmao.

As larvas recolhidas do figado medem, em média, 0,35mm a 0,92mm
(Tabela 2); quanto mais tardia a colheita, maiores eram as larvas.

Nos pulmoes, larvas colhidas no quarto dia pds-infeccdo mediam, em
média, 0,5Tmm; no oitavo dia pds-infeccdo, atingiam a 1,29mm (Tabela 3).

Resumindo o aspecto biologico do experimento, & possivel afirmar o se-
guinte: nos quarto e quinto dias pds-infeccdo &€ maior o nimero de larvas
no figado do que nos pulmoes; as larvas pulmonares colhidas nos quarto e
quinto dias pos-infeccao sao de tamanho semelhante ao das larvas hepati-
cas e vio se tornando maiores nos dias subseqiientes; as Tabelas 2 e 3 ilus-
tram estas observacOes. Somente as inoculacoes com culturas de, pelo
menos, 18 dias, em temperatura ambiente, ao redor de 24 a 27C, sao positi-
vas; culturas de menos de 18 dias, ndo dao ensejo a presenca de larvas no
camundongo.

No nosso experimento, 0 encontro de larvas no sangue, nodulos linfati-
cos, coracdo e intestino foi sempre negativo em todos os camundongos
examinados.

DISCUSSAO

S3o, decididamente, as tradicionais observacdes de Roberts® que vém
servindo de suporte aos tratadistas, para as informacoes,em livrosde texto.
Tais informacdes, a luz das recentes pesquisas, destacando-se as de Arau-
jo? e de Maung’ e as apresentadas nesta publicacdo, devem ser atualiza-
das, pois modificam a nocdo bioldgica de Roberts®, até agora consolidada,
na sua aparéncia, como definitiva.

Roberts® observou que a infeccdo experimental de camundongos so-
mente se positiva quando 0s ovos de A. lumbricoides tém, pelo menos,
mais de 18 dias de vida no meio ambiente.

Varios pesquisadores realizaram trabalhos em que estudaram a infec-
cdo experimental de camundongos com ovos de A. lumbricoides, visando,
sobretudo, esclarecimentos sobre os estagios larvarios; nem sempre foram
bem-sucedidos. Mas, ficou comprovada a necessidade de um tempo mini-
mo de permanéncia dos ovos no meio exterior para que a infeccao fosse
positiva; neste periodo, no meio externo, desenvolve-se 0 processo larvario
intra-ovular.

Verificou-se, neste trabalho, a seqiiéncia bioldégica da larva do A. lum-
bricoides: o ovo & eliminado do hospedeiro sem apresentar diferenciacio
da futura larva; esta se corporifica ao fim de, aproximadamente, 12,7 dias
(L1): ao fim de 15,7 dias, aparece a Lj; ao redor de 18,3 dias, se positiva a
L3 — caracterizada pela presenca de duas cuticulas, reliquat de L; e L.
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Grupo 37 dia

] =

10 -

] 03184 x 0,0170
12 0,3487 x 0,0180
13 0,3170 x 0,0165
14 0,3243 x 0,0152
15 0,3350 x 0,0207
16 0,3975 x 0,0197
LS

T T E

1) medsda de uma Oneca lara

0,3503 x 0,0186

2] rreisclia cle 2 larvas
131 meeclia de 3 larvas
14} mécia de 4 larvas

15) ausdncia

e |arvas

i ———

4° dia
0,0 x 0,0
0,633 = 0,0223

00,4389 x 0,0243'%

0,4633 x 0,0238
00,4502 x 0,0282
0,4438 x 0,0245
0,5462 x 00277
0,5023 = 0,0248

00,4782 x 0 0250

TABELA 2

Medidas (comprimento x largura) em mm das Ascaris lumbricdides, colhidas no figado de
camundongos, em dias subsequentes de pos-infeccdo. OUs nameros representam a média de 10
larvas lexceto nos assinalados).

5®

e—
0,6015 » 0,0308% (0 9268 x 004391
0,6682 x 0,0284 00,7145 x 0,0397
06438 » 0.0289 0, 7536 « 0,0858
00,6023 » 0,0304 0.7121 = 0,034
0.6633 x 0,0350 0, 7097 x 0,0336
0,6072 x 0,0314 0, 7584 = 0,0407
07267 « 00,0331 .
= 0,897% = 003092
"
0447« 0,0311 0, 7818 x 0,0381
TABELA 3

M dia

0.0x00
0, 7743 x 0, 03534

0, 0072 = 00377
) FR00 = O 04
0.7877 = 0,0397

0.8731 x 0,0387
00,8002 « 0,0414

0,8155 x 0,034

87 dia

00x0,0

0,9975 x 004599
009219 = 0, 0302
(0, B316 = 0, 0404

0,9170 x 0,043

Medidas (comprimento x largural e mm das larvas de Ascarnis lumbricdides, colhidas no pulmao
de camundongos, em dias subseglentes de pos-infeccdo. Os nimeros representam a media de 10
larvas (exceto nos assinalados).

Grupo

9
0
11
12
13
14
15
16

.15

11} medida de uma uca larva

3% cha

0,0 x 0.0
00x0.0
0.0x0.0
00w D,
1Ty 131
0.0x0.0

(2] mécha de 2 larvas
[3) média die 3 larvas
(4] médha de G larvas
[r.m. ) ndo medelio
(5 ausdneia de larvas

- ,_;,;:, —
0,0 x U0
0,0x0,0
0,0 x 0,0

0, 2926 = 00195
0,5853 x 0,029 1

0, 7560 « 0,037 74

00,4023 = 0,01 70

“mulu

0.5000 x 0,0258

5° cha

0 x 0,0
0.0 x 0.0
0,0 = 0.0

0, 7438 » 0030415

0. 7365 x 00377

0, 49949 x 0,067 :"
0.6829 x 00357

0.6657 x 0,0326

6% cha

ol x 0.0
05438 < 0.01599
08755 « 0 0438
0, 8536 % 00487
08047 » 0,043
08487 x 0,0409

0,50 5 0, 0 2
DB121 » 0,035

P dia

D0x0.0
1.0487 x 00402
U B0 = O, 0G0
0,9389 » 00648
1,000 x () (i

0, 9950 = 00,0514
00,9993 x 0,056

L, 9000« 0,051

H* cha

1.5121 x 0,0829'"
1.2397 x 0,0658"

1,2970%5 = 0,0684
14853 « 0,0700

09121 » 00477

1.2803 x 0,0671

Uma vez formada a L3, esta ndo necessita de um periodo de amadureci-
mento para se tornar infectante. Nao obstante, constatou-se que larvas L
de mais idade, por exemplo 63 dias, chegam ao figado dos camundongos
24 horas ap6s a ingestdo do ovo. Tal verificacdo esta de acordo com a de
Maung’, de que larvas de culturas mais velhas eclodem, no tubo digestivo
de camundongos, mais precocemente. A Lj liberada do ovo no tubo diges-
tivo do camundongo, despoja-se das cuticulas e se localiza no figado, 24 a
72 horas apos a ingestdo do ovo; do figado passa para o pulméo, onde atin-
ge dimensao avantajada (no presente experimento, até 1,29mm), de onde
se transfere, via arvore brénquica, traquéia, eséfago, estbmago, para o in-

testino

delgado.

As larvas comecam a aparecer no figado poucas horas apos a ingestao
oral; permanecem neste orgao de b a 7 dias; no sétimo dia, neste experi-
mento, ainda eram encontradas larvas em numero razoavel.
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CONCLUSAO

1. E no meio externo, ao ﬁrn de cerca de 18,3 dias, que se processa a
segunda ecdise larvar, dando origem a larva L.

2. O ovo de A. Lumbricoides torna-se infectante somente quando con-
tém uma larva que sofreu duas mudas. Assim, 4 semelhanca do que acon-

tece com os nematodeos em geral, a larva infectante do A. lumbricoides é
d Lg.

3. A larva La, apds diferenciacdo, esta imediatamente apta para infectar
o hospedeiro definitivo. Ndo obstante, larvas L3 de culturas mais velhas sdo
encontradas, em condicdo experimental, no figado de camundongos, mais
precocemente.

ABSTRACT: Eggs of A. lumbricoides obtained from human feces were
cultured in 1% formaldehyde solution at room temperature (27C). It was
observed that during this period L, larvae were formed inside the egg af-
ter 12,7 days in average. L» larvae appeared in 15,7 days and the second
molt occurred in about 18,3 days, causing the formation of infective L3
larvae, which also remained within the egg. Cultured eggs, 10 to 25 days
old were then used to infect 80 young albine Swiss mice, males and fe-
males. The mice were divided in 16 groups of 5 animals, and each group
was infected once. The infection was performed daily and the first group
was infected with 10 day-old eggs. The last group (16) received 25 day-
old eggs. Since the third day after infection, one individual of the group
was killed each day consecutively for five days and larvae were searched
in a parasitological necropsy. Wandering larvae were found in the liver
and lungs only in those groups infected with eggs cultured for at least 18
days. These results showed that only the eggs which have L3 larvae are
infective to the host.

KEYWORDS: Ascaris lumbricoides, egq development, mice.
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