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RESUMO

Hofstatter, Bianca Delgado Menezes— Avaliacdo de diferentes extratos
enzimaticos fungicos sobre ovos de Ancylostoma spp. 2013. 64f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Pos — Graduacao em Parasitologia. Universidade Federal
de Pelotas.

O papel dos animais de companhia como reservatorios de doencas zoondticas tem
sido reconhecido como significativo problema de saude publica em todo o mundo.
Ancylostoma caninum € A. braziliense S80 parasitos zoonoéticos transmitidos ao homem
pelo contato com solos contaminados com ovos e larvas destes ancilostomideos. As
consideraveis prevaléncias de contaminacdo ambiental por ovos de Ancylostoma spp.,
aliada as dificuldades de medidas de controle e desinfec¢do do solo, assim como o
surgimento de resisténcia a terapia anti-helmintica, evidenciam a necessidade de
métodos alternativos que auxiliem no controle destes helmintos. Considerando-se o
fato que os nematoides que infectam animais gastam parte do seu ciclo de vida no
solo e que os fungos nematdéfagos, comumente encontrados nesse ecossistema,
desenvolvem relagcbes parasiticas ou predatérias com esses parasitos,
desempenhando importante papel como inimigos naturais, torna-se viavel e
desejavel o emprego destes agentes no controle eficaz de nematoides. Desta forma,
os fungos nematéfagos podem ser utilizados em situacdes em que o ambiente ja
estd contaminado. Os objetivos do presente estudo foram verificar a prevaléncia de
helmintos em fezes de cédes coletadas em vias publicas do municipio de Pelotas,
RS, Brasil, e avaliar a atividade ovicida in vitro de diferentes preparacdes de extratos
brutos enziméticos dos isolados fungicos Paecilomyces lilacinus CG193, P. lilacinus
MICLAB 009, Trichoderma virens MICLAB 008 e Trichoderma harzianum CG502 sobre
ovos de Ancylostoma spp. No periodo de janeiro a marco de 2012 foram coletadas
aleatoriamente 15 amostras de fezes em 14 pontos do municipio, totalizando 210
amostras, as quais foram submetidas a exames coproparasitolégicos. Os isolados
fungicos avaliados foram cultivados em meio minimo liquido, em agitacdo, durante
cinco dias a 28°C. As preparacbes fungicas consistiram do meio liquido
sobrenadante sem filtracdo (extrato bruto) e filtrado (extrato filtrado), do micélio
macerado (macerado bruto) e micélio macerado submetido a filtracdo (macerado
filtrado). Os ovos de Ancylostoma spp. foram obtidos a partir de fezes de caes
naturalmente parasitados. Os ensaios in vitro consistiram em quatro tratamentos e
um grupo controle. Em placas de Petri foram vertidos 4mL de cada extrato fungico e
a esse volume foi acrescido 1mL de uma suspenséo contendo aproximadamente 10°
ovos de Ancylostoma spp. O grupo controle consistiu de 1mL de suspensdo contendo
1000 ovos de Ancylostoma spp. acrescido de 4mL de agua destilada estéril. Todas as
placas foram incubadas a 25°C, durante 24 horas. Cada ensaio foi constituido de
cinco repeticdes. Apos esse periodo, o0 numero total de larvas presente em cada
tratamento e no grupo controle foi contato. Os resultados obtidos demonstram que a
prevaléncia geral de contaminacdo ambiental em vias publicas foi de 57,6% tanto
em mono (67,8%) como em multi-infec¢des (32,2%). Ancylostoma spp. OCOrreu em
maior frequéncia (88,4%), seguido de Trichuris vulpis. (38,8%). Na avaliacdo da
atividade ovicida in vitro foi observado que as diferentes formulacdes fungicas
testadas em cada fungo diferiram (p<0,05) do grupo controle, evidenciando relevante
efeito ovicida. Quando calculado o percentual de reducdo de eclosao dos ovos,
evidenciou-se que o maior valor de reducéo ocorreu quando utilizada a preparagao
macerado bruto, com percentuais de reducdo de 68,43% e 47,05% em P. lilacinus
MICLABO09 e CG193, respectivamente, e 56,43% em T. harzianum. Apenas no



isolado T. virens 0 percentual de reducédo do macerado bruto (52,25%) foi levemente
inferior ao macerado filtrado (53,64%). O encontro de 88,4% de fezes positivas para
ovos de Ancylostoma spp., além de evidenciar as altas taxas de contaminacao
ambiental no municipio de Pelotas, alertam para urgente implementacdo de
programas de educacdo sanitaria e de posse responsavel dos caes, assim como
para a necessidade da adocdo de medidas complementares de controle. A avaliagao
da atividade ovicida mostrou que independente do extrato fangico testado, as
espécies de fungos avaliadas foram eficazes em reduzir a eclodibilidade de ovos de
Ancylostoma spp. €, portanto, constituem-se em potenciais candidatos para o emprego
no controle biolégico deste nematoide.



ABSTRACT

Hofstéatter, Bianca Delgado Menezes —Evaluation of different fungal enzyme
extract of eggs of ANCYLOSTOMA spp.2013.64f Dissertacdo (Mestrado) — Programa
de Pds — Graduacao em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas.

The role of companion animals or pets as zoonotic disease reservoirs has been
recognized as a significant public health hazard throughout the world. Ancylostoma
caninum and A. braziliense are zoonotic parasites which are transmitted to man through
contact with soil contaminated with both eggs and larvae of these ancylostomids. The
considerable prevalence of environmental contamination by Ancylostoma spp eggs,
together with the difficulties of applying control measures and soil disinfection, as well
as the development of resistance to anthelmintic therapy, highlights the need for
alternative methods to help control these helminths. Taking into account that these
nematodes spend part of their life cycle in the soil and that nematophagous fungi
usually found in this ecosystem establish parasitic or predatory relationships with
these parasites, thus playing an important role as natural enemies, the use of these
agents in the effective control of nematodes is viable and desirable. Thus,
nematophageous fungi can be used when the environment is already contaminated.
This study aimed to determine helminth prevalence in dog feces collected on streets
and parks in Pelotas County, Rio Grande do Sul State, Brazil, as well as to evaluate
the in vitro ovicidal activity of different crude enzymatic extract preparations of CG193
and MICLAB 009 Paecilomyces lilacinus, MICLAB 008 Trichoderma virens and CG502
Trichoderma harzianum fungal isolates on Ancylostoma spp. eggs. Fifteen random feces
samples were collected from 14 different places in town between January and March
2012, totaling 210 samples, which were submitted to coproparasitological tests. The
fungal isolates evaluated were grown in minimum liquid medium under agitation at
28°C for five days. Fungal preparations consisted of supernatant liquid medium
without filtration (crude extract), filtered (filtered extract), macerated mycelium (crude
macerate), and macerated mycelium submitted to filtration (filtered macerate).
Ancylostoma spp. €ggs were obtained from the feces of naturally parasitized dogs. In
vitro assays consisted of four treatments and one control group. 4mL of each fungal
extract was poured into Petri dishes added with a 1 mL suspension containing
approximately 10% Ancylostoma spp. eggs. The control group consisted of 1mL
suspension containing 1000 Ancylostoma spp. eggs added with 4mL sterile distilled
water. All dishes were incubated at 25° C for 24 hours. Each assay had five
replicates. Following, the total number of larvae present in each treatment and in the
control group was counted. The results obtained showed that the overall prevalence
of environmental contamination on public streets and parks was 57,6%, including
both mono (67,8%) and multi (32,2%) infections. Ancylostoma spp. was the most
frequent occurrence (88,4%), followed by Trichuris vulpis. (38,8%). When evaluating
the in vitro ovicidal activity, the different fungal formulations tested for each fungus
were found to differ (p<0,05) from the control group, showing a relevant ovicidal
effect. When the egg hatching reduction percentage was calculated, the highest
reduction occurred when the crude macerate preparation was used, showing 68,43%
and 47,05% MICLAB 009 and CG193 P. lilacinus and 56,43% T. harzianum reduction
percentages, respectively. The crude macerate reduction percentage for the T. virens
isolate (52,25%) was slightly lower than that for the filtered macerate (53,64%). The
finding that 88,4% of the feces were positive for Ancylostoma spp. eggs not only reveals
the high environmental contamination rates in the municipality of Pelotas, but also
warns of the urgent need to implement health education and responsible dog



ownership programs, as well as the need to adopt additional control measures. The
evaluation of the ovicidal activity showed that, regardless of the fungal extract tested,
the fungus species evaluated were effective in reducing Ancylostoma spp. egg
hatchability, and thus are potential candidates for the biological control of this
nematodeThe role of companion animals as reservoirs of zoonotic diseases has
been recognized as significant public health problem worldwide.
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1 INTRODUCAO

Os helmintos como agentes causadores de doencgas nos caes, ocupam uma
posicdo relevante na saude publica ndo sO pela acdo espoliativa em seus
hospedeiros, como também, pelo fato de que algumas dessas helmintoses
constituem-se em zoonoses (ARAUJO, 2006). Dentre as parasitoses destacam-se
as infec¢cdes causadas por Toxocara canis (larva migrans visceral), Ancylostoma caninum
e Ancylostoma braziliense (larva migrans cutédnea), Echinococcus granulosus (Cisto hidatico),
Trichuris vulpis € Dipylidium caninum (CORTES et al., 1988, ARAUJO, 2006). Dos
nematddeos parasitos de caes, Ancylostoma spp. € T. canis certamente sdo 0S mais
ubiquos e prevalentes. A grande tolerancia dos estagios de vida livre as diferentes
condicbes ambientais € a mais provavel explicacdo para a ampla distribuicdo
geografica desses parasitos (KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

No Brasil, helmintoses intestinais provocadas por parasitos transmitidos por
cdes, vem sendo reconhecidas como um grande problema de saude publica
(CORTES, 1988). Nesse sentido, estudos sobre a ocorréncia de Ancylostoma spp. €m
diferentes regibes do Brasil, demonstram prevaléncias que variam de 23,6% a
71,3% (GENNARI et al., 1999; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al.,, 2002; SCAINI et al.,
2003; BLAZIUS et al., 2005; ARAUJO,2006; CAPUANO; ROCHA, 2006, MORO et
al., 2008). Similarmente, em paises como Argentina, Venezuela, Nigéria e China
observa-se prevaléncias de ancilostomideos estdo em torno de 37,8% (ANDRESIUK
et al., 2003, RAMIREZ-BARRIOS, 2004; RUBEL; WISNIVESKY, 2005;
SOMMERFELT et al., 2006; WANG et al., 2006; SOWERMIMO, 2009). Estes dados
demonstram que, embora a ancilostomiase seja uma parasitose bem conhecida,
problemas no controle do parasito sédo evidentes e medidas de prevencdo sao
necessarias.

Os cées errantes, pelo fato de serem excluidos dos programas de controle

de verminoses e por terem livre acesso as areas publicas, assumem papel
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epidemiologico importante na contaminacdo do ambiente, contribuindo de maneira
definitiva na manutengdo das formas infectantes do parasito no ambiente
(CAPUANO; ROCHA, 2006, LABRUNA et al.,, 2006). Por outro lado, essa
contaminacgdo é incrementada por caes domiciliados que séo levados para passear
e cujos donos ndo tém como habito o recolhimento das fezes (LABRUNA et al.,
2006).

O uso de anti-helminticos em cédes e gatos tem sido o método usual para
prevenir a contaminacdo ambiental por ovos e larvas de Ancylostoma spp.
(CARVALHO et al., 2009). Todavia, os programas de controle parasitarios devem ser
baseados em informacgdes sobre a disposicado de larvas no ambiente, deteccéo de
fontes de infeccdo, conhecimento sobre as exigéncias climéticas para eclosédo de
ovos e viabilidade larvar (CORDEIRO, 2008). Desta forma, medidas preventivas
podem ser tomadas para diminuir a frequéncia dos tratamentos quimicos e quando
associadas a outras formas de controle podem reduzir a dependéncia de anti-
helminticos (STROMBERG, 1997; BARGER, 1999; STROMBERG e AVERBECK,
1999).

Nos ultimos anos € evidente 0 aumento expressivo no nimero de relatos de
cepas de nematoides resistentes aos diversos farmacos disponiveis. Além disso, a
crescente tendéncia do mercado consumidor por produtos livres de residuos
guimicos que ndo causem danos ao meio ambiente tem incrementado a procura por
medidas alternativas de controle das parasitoses em animais (SUAREZ, 2002;
GROONVOLD et al.,, 1996). Esses fatos tém influenciado o desenvolvimento de
pesquisas que visam a identificacdo de agentes bioldgicos com acdo antagonista
sobre as fases de vida livre dos nematoides (GIROTO et al., 2008).

Véarios agentes sao relatados como antagonistas naturais dos helmintos
(MOTA et al., 2003). Destes, os fungos nematéfagos constituem-se nos principais
antagonistas naturais dos nematoides nos solos contaminados. Estes fungos tém
demonstrado bons resultados como agentes de biocontrole no combate a diversas
espécies de parasitos de animais domésticos, podendo ser encontrados nos
ambientes mais distintos, sendo capazes de apreender e digerir as formas livres dos
nematoides (LARSEN, 1999; KERRY, 2000; RIBEIRO, 2003).

Embora a maioria das pesquisas desenvolvidas avalie a acdo predadora de
fungos nematéfagos sobre larvas de terceiro estagio de Ancylostoma spp. (MACIEL et

al., 2009; 2010), Braga et al. (2011b) evidenciaram a atividade ovicida de extrato
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enzimatico do fungo oportunista Pochonia clamydosporia sobre ovos desta espécie de
nematoide. Mesmo que esses autores ndo tenham determinado a purificagdo e
identificacdo enzimatica do extrato utilizado, acreditam que a acdo ovicida
observada foi decorrente da presenca de proteases produzidas pelo fungo e
sugerem o seu emprego no controle de ovos de geo-helmintos gastrointestinais que
eclodem em curto intervalo de tempo no ambiente.

Dado ao estreito convivio dos cdes com o homem torna-se fundamental o
controle adequado da endoparasitose canina, com o0 objetivo de diminuir a
contaminagcdo do meio ambiente pelas formas infectantes destes parasitos e,
consequentemente, minimizar o0s riscos de infeccdo humana e canina
(ROBERTSON et al.,, 2000). Desta forma, o controle biolégico com fungos
nematofagos podera ser utilizado como método eficaz e complementar ao controle
quimico, uma vez que reduz satisfatoriamente as formas pré-parasitarias do
nematoide alvo no ambiente (MACIEL, 2009).

Considerando os dados que indicam altos percentuais de contaminacéo
ambiental por Ancylostoma spp. em ambientes urbanos e a promissora atuacdo de
fungos nematofagos sobre nematoides, elaborou-se o presente estudo, cujos
objetivos séo:

1. Verificar a prevaléncia de ovos de helmintos veiculados em fezes de cées
encontradas em vias publicas da cidade de Pelotas/RS;

2. Avaliar a atividade ovicida in vitro de diferentes extratos enziméticos dos
fungos Trichoderma virens (isolado MICLAB 008), T. harzianum (isolado CG502),
Paecilomyces lilacinus (isolado CG193) e P. lilacinus (isolado MICLABO0Q9), sobre a

eclodibilidade de ovos de Ancylostoma spp.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Ancylostoma spp.

Ancylostoma esta classificado no Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe
Secernentea, Ordem Strongylidea, familia Ancylostomatidae (SOULSBY, 1982).

A familia Ancylostomatidae é caracterizada por nematoides que apresentam
capsula bucal bem desenvolvida, armada com dentes ou laminas quitinosas
cortantes em sua margem ventral. Parasitos desta familia apresentam um nitido
dimorfismo sexual, sendo os machos possuidores de uma bolsa copuladora bem
desenvolvida na regido posterior. A maioria das espécies parasita o intestino
delgado, alimentando-se do sangue de varios hospedeiros mamiferos, incluindo o
homem e excluindo os equinos (SOULSBY, 1982).

Dentre os nematoides que parasitam o intestino delgado de caes destacam-
Se Ancylostoma caninum € Ancylostoma braziliense.

Ancylostoma caninum possui trés pares de dentes na margem ventral da
capsula bucal. No fundo desta estrutura ha um par de dentes triangulares dorsais e
um par de dentes ventro-laterais. Como todos os parasitos desta familia, esta
espécie apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos possuidores de uma bolsa
copuladora bem desenvolvida na regido posterior (SOULSBY, 1982), gubernaculo e
espiculas que variam de 0,73 a 0,96 mm de comprimento. As fémeas apresentam a
abertura do aparelho genital localizada préxima a interface do segundo com o
terceiro terco do corpo e 0s ovarios encontram-se dispostos enrolados em torno do
tubo digestivo. O comprimento dos machos varia de 9 a 13 mm e o das fémeas de
14 a 20 mm. As fémeas apds a copula realizam a oviposicdo de milhares de ovos
por dia. Estes ovos séo elipticos, de casca fina, medem 55-77 ym de comprimento
por 34-44,7 um de largura e sdo eliminados com um embrido contendo seis células

(FORTES, 1997). Os ovos dos parasitos do filo Nematoda podem possuir de uma a
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trés camadas sendo a interna lipoproteica a intermediaria quitinosa e a externa
vitelinica (HOMERO, 1984).

Ancylostoma. braziiense € muito semelhante ao A. caninum podendo ser
diferenciado pela capsula bucal que apresenta um par de dentes laterais bem
desenvolvidos e na por¢cdo média um par de dentes rudimentares e também através
da bolsa copuladora. O comprimento dos machos varia de 5 a 7,5 mm e das fémeas
de 6,5 a 10,5 mm (FORTES, 1997).

2.1.1 Ciclo Biolégico

Ambas as espécies de Ancylostoma apresentam o ciclo biolégico similar. Os
vermes adultos localizam-se principalmente no intestino delgado dos hospedeiros
definitivos (cées), fixados a mucosa intestinal através de suas capsulas bucais. As
fémeas, apos a copula, ovipdem milhares de ovos por dia. Os ovos séo liberados
para o meio exterior juntamente com as fezes dos hospedeiros. Estes, em condi¢des
favoraveis de oxigenacédo, umidade e temperatura originam, num periodo de 24 a 48
horas, uma larva rabditéide de primeiro estadio conhecida como larva L1. A larva L1
ao eclodir do ovo alimenta-se de matéria organica e micro-organismos e sofre
posterior transformagdo em dois estadios larvais: larva L2 (rabditéide) e larva L3
(filariéide e infectante). A larva filaridide ndo se alimenta e apresenta maior
resisténcia que as demais formas, sendo capaz de sobreviver no ambiente por
varios dias (FORTES 1997).

A infeccéo dos hospedeiros ocorre por via passiva ou ativa, sendo ambas as
bem sucedidas (URQUHART, 1998).

Na infeccdo ativa por via cutanea, as larvas L3 atravessam a pele e atingem
a circulacdo sanguinea ou linfatica. Através dela migram ao coracdo direito e
pulmdes, perfuram os capilares dos alvéolos pulmonares e atingem a traqueia,
laringe e faringe. Na faringe as larvas podem ser deglutidas ou expectoradas.
Aquelas que forem deglutidas alcangam o trato digestorio e penetram nas glandulas
gastricas ou nas glandulas de Lieberkihn do intestino delgado. Apés um curto
periodo, migram para a luz do intestino onde mudam para larva L4, que atinge a
maturidade 15 a 26 dias apos a infeccao. A evolucdo da capsula bucal se completa,
surgindo o quinto estagio L5 (ARAUJO, 1988; FORTES, 1997).
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Quando a infeccdo ocorre por ingestéao (infeccdo passiva), as larvas podem
penetrar na mucosa bucal e sofrer a migracdo pulmonar j& descrita, ou passar
diretamente ao intestino e se desenvolver até L5 (FORTES, 1997).

Em cadelas infectadas uma parte das L3 de A. caninum que atingem o0s
pulmdes migra para os musculos esqueléticos permanecendo inativas até a cadela
estar prenhe. No periparto ocorre a reativagao das larvas, que atravessam a barreira
placentaria e migram para a glandula mamaria (RIBEIRO, 2004).

A eliminacdo de L3 no leite ocorre por um periodo de pelo menos trés
semanas apoés o parto. Os filhotes infectados passam a desenvolver anemia grave
em sua segunda ou terceira semana de vida. A fémea uma Unica vez infectada pode
transmitir a doenca via transmamaria ao menos por trés ninhadas. Esta reativacéo
de larvas no hospedeiro definitivo também pode ocorrer em casos de estresse,
enfermidades graves ou uso de grandes e repetidas doses de corticosteroides
(URQUHART, 1998).

2.1.2 Ancilostomose em caes

Esta enfermidade se caracteriza por anemia hemorragica aguda ou cronica.
A perda de sangue comeca aproximadamente no oitavo dia de infeccdo. Nesta fase
o0 adulto imaturo desenvolve as cdpsulas com dentes, o que lhe permite a fixacdo na
mucosa e ingestdo de grande quantidade de sangue (URQUHART, 1998).

Segundo Ribeiro (2004) o quadro clinico € mais severo em caes jovens,
sendo caracterizado por diarreia sanguinolenta e anemia. Os animais parasitados
tornam-se anoréxicos, desidratados, deprimidos e menos ativos. Em alguns casos
os filhotes podem vir ao o6bito.

Em infec¢cdes mais leves, comuns em céaes mais velhos, a anemia néo € tao
grave. Entretanto, em infec¢des prolongadas o céo pode se tornar deficiente de ferro
e desenvolver anemia hipocromica e microcitica. Em cées que ja desenvolveram
imunidade podem ocorrer reagdes cutdneas de eczema umido e ulceragdes nos
locais de infec¢do percutanea (URQUHART, 1998).

2.1.3 Larva migrans cutanea (LMC)

Além da ancilostomose, 0 Ancylostoma spp. pode causar a sindrome da larva

migrans cutanea (LMC), também conhecida como dermatite serpiginosa linear ou
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dermatite pruriginosa. O contato com solo contaminado por fezes de cées e gatos
infectados com ancilostomideos pode levar ao desenvolvimento da enfermidade,
que decorre da migracdo de larvas nos tecidos subcutaneos de hospedeiros néo
habituais (ARAUJO, 2000; ROBERTSON et al., 2000). A doenca apresenta
distribuicdo mundial, porém a maior frequéncia é observada em regifes de clima
tropical e subtropical (NEVES, 2007). Mesmo sendo uma parasitose ubiquitaria, a
maior prevaléncia é relatada em regides menos favorecidas de paises em
desenvolvimento, como Brasil e india. A enfermidade ocorre esporadicamente em
paises desenvolvidos relatada em turistas que visitaram os tropicos (HEUKELBACH
et al., 2004; JACKSON et al., 2006).

A larva de terceiro estadio dos ancilostomideos penetra ativamente na pele
do homem e migra pelo tecido subcutaneo durante semanas ou meses. A medida
que as larvas progridem ocasionam reacdes inflamatorias caracterizadas por prurido
intenso e erupgbes observadas mais frequentemente nos membros inferiores,
principalmente pés, nadegas e méaos (ALMEIDA, 2007) e menos comumente em
outras regides como couro cabeludo (GUIMARAES et al., 1999). O padrdo de les&o
é conhecido por bicho geogréfico ou bicho das praias (NEVES, 2007).

Embora ndo ocorra distingdo quanto a raca, sexo ou idade para a sindrome
de LMC, seu potencial zoon6tico € maior para crian¢as, uma vez que Sao mais
expostas por brincarem em solo de locais que podem estar contaminados, como
pracas e caixas de areia de parques de recreacdo (ACHA; SZYFRES, 1986). Nesse
contexto, dados de levantamento que abordam os indices de contaminagao
ambiental por Ancylostoma spp. demonstram que em diferentes regides do Brasil
(GENNARI et al., 1999; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002, BAZIUS et al., 2002;
SCAINI et al., 2003; CAPUANO; ROCHA, 2006; MORO et al., 2008) e do mundo
(ANDRESIUK et al., 2003; RAMIREZ-BARRIOS, 2004; RUBEL; WISNIVESKY, 2005;
SOMMERFELT et al., 2006; WANG et al., 2006; SOWERMIMO, 2009) as taxas de
contaminacgao dos ambientes séo elevadas.

No Brasil ndo ha dados exatos sobre a prevaléncia de LMC e o0s poucos
dados disponiveis se restringem ao relato de casos com apresentacdo clinica
excepcional (VELHO et al., 2003) ou surtos em grupos populacionais especificos
como escolas e creches (ARAUJO et al., 2000).

Alternativamente as larvas de terceiro estadio podem ser ingeridas e ao

atingirem o intestino migram através das visceras provocando a larva migrans
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visceral (LMV). Também podem ganhar acesso a circulacdo sanguinea, sendo
transportadas aos pulmdes. Assim, podem ser eliminadas em escarros ou deglutidas
completando o ciclo (NEVES, 2007).

2.2 Controle Biolégico

Como regra geral, todas as espécies de animais sdo reguladas por outros
organismos vivos (antagonistas) que ocorrem naturalmente e ndo estdo sob a
manipulagdo pelo homem (GRONVOLD et al.,, 1996). Assim, o termo controle
bioldgico se aplica a utilizacdo de antagonistas naturais disponiveis no ambiente,
cujo objetivo € reduzir a um limiar subclinico e economicamente aceitavel a
populacdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade pecuaria ou
agricola (GRONVOLD et al., 1996). Na pratica, o controle biolégico ndo atua sobre
estagios internos de parasitos, contudo, concentra suas acfes sobre os hospedeiros
intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre presentes nas
fezes e pastagens, diminuindo a fonte de infeccdo para os hospedeiros definitivos.
Além disso, causam menores efeitos negativos no ambiente que os métodos
quimicos (Graminha et al.,, 2001; Mota et al., 2003), uma vez que nao deixam
residuos e ndo sao toxicos aos animais e ao ambiente (FREITAS et al., 2006,
NAIME, 2009). Desta forma, suas vantagens incluem: facil aplicacdo, boa disperséo
ambiental, menor custo, efeito prolongado (podera afetar populacées subsequentes
de parasitos), diminuicdo do aparecimento de resisténcia e possibilidade de
associacdo com outros métodos de controle (ARAUJO et al., 2006a; FREITAS et al.,
2006; BRAGA et al., 2008).

Comumente o controle de nematoides é realizado por meio da utilizacao de
produtos quimicos nos hospedeiros. Entretanto, a ocorréncia de resisténcia dos
parasitos aos principios ativos, o alto custo dos farmacos e a possibilidade de
ocorréncia de residuos quimicos no ambiente e nos produtos animais tem
estimulado o desenvolvimento de métodos alternativos e integrados de controle das
parasitoses (GRAMINHA et al., 2001).

A utilizacdo de agentes biolégicos com atuacdo sobre ovos e larvas de
nematoides tem sido intensificada nos Uultimos anos, tendo por finalidade o

sinergismo com o controle quimico (BRAGA et al., 2008). Esses agentes constituem
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alternativa viavel para reduzir o potencial de inéculo de patégenos habitantes do
solo, sem trazer danos ao meio ambiente (MELLO et al., 2007).

Na literatura cita-se uma grande abundancia de antagonistas naturais dos
helmintos, entre eles protozoarios, bactérias, virus, acaros, besouros e fungos.
Destes, os fungos nematofagos tém demonstrando bons resultados como agentes
de biocontrole, podendo ser encontrados nos ambientes mais distintos (KERRY,
2000; MOTA et al., 2003; RIBEIRO, 2003). Esses fungos vivem na matéria organica
do solo, onde desenvolvem relacdes parasiticas ou predatdrias com 0s nematoides,
sendo classificados como ovicidas, endoparasitas e predadores (GRAMINHA et al.,
2005). Os mesmos se comportam como antagonistas naturais promovendo a
captura, a morte ou mesmo a destruicdo do parasito (BRAGA et al., 2008).

A utilizacdo de fungos no biocontrole de nematoides auxilia o controle
quimico pelo fato de menores quantidades de ovos e larvas se encontrarem
infectando o ambiente, diminuindo assim a infec¢do dos animais (ARAUJO, 1996).
Desta forma, o agente quimico atua sobre os helmintos adultos que estédo
parasitando o animal e o agente biolégico proporciona maior e abrangente atuacao

sobre as formas infectantes presentes nas fezes.

2.2.1 Fungos nematéfagos

Fungos antagonistas de nematoides constituem uma grande variedade de
microrganismos gue estabelecem relacdes predadoras, parasitas e bioquimicas com
estes organismos (MANKAU, 1980), estando catalogados em mais de 150 espécies
e classificados no filo Ascomycota (MOTA et al., 2003; ARAUJO, 2008).

Embora muitos fungos predadores tenham sido isolados e identificados
durante o fim do século XIX, somente em 2003, Mota et al., relataram informacdes
sobre as caracteristicas ecoldgicas, nutricionais e fisiolégicas destes organismos.
Estes fungos tém como principal fonte de nutrientes os nematoides, sendo
encontrados em todo o mundo em diferentes habitats ricos em matéria organica
(FERNANDES, 2011).

Conforme a estratégia e 0 modo de acdo sobre os nematoides, os fungos
podem ser divididos em predadores, endoparasitas e oportunistas (ovicidas)
(KERRY, 2000; MOTA et al., 2003; RIBEIRO, 2003).

Os fungos predadores formam estruturas especiais de captura, adesivas ou

nao, sobre o micélio e através delas os nematoides sao eficientemente capturados.
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Se constituem em estruturas em forma de anéis constritores e ndo constritores,
hifas, botdes e redes tridimensionais adesivas. O aprisionamento a armadilha é
seguido pela penetracdo das hifas na cuticula do nematoide. Dentro do mesmo,
ocorre o crescimento das hifas e a digestdo dos conteudos internos. A formacao de
armadilhas é uma resposta dos fungos predadores a presenca e migracdo de
nematoides ou de substancias deles derivadas (GRONVOLD et al., 1996). Nesse
grupo de fungos destacam-se 0s géneros Arthrobotrys, Duddingtonia € Monacrosporium. A
espécie D. flagrans, considerada a mais promissora, devido a abundancia de
clamiddsporos, é também a mais estudada no controle das helmintoses dos animais
domésticos. Possui acdo predatéria formando um tipo de armadilha que se
caracteriza por um sistema de hifas adesivas simples. Além disso, a presenca de
conidios e clamidésporos, intercalados por hifas maduras facilita a sua manutencgao
no ambiente e permite seu uso como agente bioldgico (BRAGA et al., 2008).

Dimander et al., (2003) e Araujo et al., (2004) mencionaram 0S géneros
predadores Duddingtonia € Monacrosporium COMO 0S mais estudados e utilizados no
controle biolégico de helmintos. Inimeras pesquisas tém demonstrado resultados
promissores com 0 uso desses fungos no controle de helmintos em animais
(WALLER et al., 1994; MELO et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a; BRAGA et al.,
2007). Dentre os helmintos, larvas infectantes de Ancylostoma spp. tém sido
eficientemente predadas quando expostas aos fungos Arthrobotrys, Duddingtonia €
Monacrosporium em experimentos in vitro e in vivo (MACIEL et al., 2006, 2010,
FERNANDES, 2011).

De acordo com Mota et al., (2003), um segundo grupo de fungos,
denominado fungos endoparasitas, € capaz de infectar os nematoides através de
esporos, que uma vez ingeridos desenvolvem hifas responsaveis pela absor¢cédo do
contetdo interno do nematoide. Grande parte dos fungos endoparasitas sao
parasitos obrigatérios e por isso possuem uma faixa restrita de hospedeiros. Devido
a esse fato, a sua utilizacdo e producao in vitro € menor. Além disso, ndo possuem
capacidade de crescimento no solo, 0 que torna impossivel ser proposto como
indculo para o controle ambiental de nematoides (RIBEIRO, 2003).

Por ultimo, os fungos oportunistas desempenham sua funcdo ovicida pela
penetracdo das hifas & casca do ovo, através dos pequenos poros existentes na
camada vitelinica, causando alteracdo na permeabilidade da casca e expandindo

seu volume. A hifa aumenta de tamanho ao passar pela camada vitelinica e
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atravessa a camada adjacente quitinica e lipidica (BRAGA et al., 2008). Como
consequéncia do processo, a camada vitelinica se divide, a camada de quitina se
torna vacuolizada e a camada de lipidios se torna dispersa. Hifas enddgenas
emergem do ovo e produzem conidiéforos, funcionando como fonte de conidios.
Estes fungos colonizam o contetdo do ovo ou a larva em desenvolvimento no seu
interior (MORGAN-JONES; RODRIGUEZ-KABANA, 1988).

De acordo com Braga et al. (2008), as espécies de fungos ovicidas ou
oportunistas tém sido utilizadas com sucesso no controle in vitro de ovos de
helmintos parasitos gastrintestinais de animais, podendo ser potenciais agentes de
controle biolégico de geohelmintos, principalmente pelo fato de serem saprofiticos
(ndo dependem da presenca do nematéide) e por seu facil crescimento in vitro
(NUNES et al., 2010). O efeito que o fungo causa sobre o ovo € classificado
segundo os parametros estabelecidos por Lysek (1978), os quais sao: tipo 1, efeito
fisioldgico, bioquimico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas séo
observadas aderidas a casca; tipo 2, efeito litico com alteracdo morfologica da casca
e embrido do ovo, sem penetracdo de hifas através da casca; e tipo 3, efeito litico
com alteracdo morfoldégica do embrido e da casca, além de penetracao de hifas e
colonizacéo interna do ovo. Um fungo é caracterizado como ovicida se durante o
processo de infec¢do dos ovos apresentar o efeito do tipo 3 (BRAGA et al., 2007).

Dentre os fungos oportunistas destaca-se a atividade ovicida in vitro as
espécies, Pochonia clamydospora € Paecilomyces lilacinus sobre ovos de Taenia saginata,
Ascaris summ, Eurytrema coelomaticum € Toxocara canis (BRAGA et al., 2008; ARAUJO et
al., 2008; BRAGA et al., 2009; CARVALHO et al., 2009).

Estudos sugerem que o mecanismo de infec¢cdo dos fungos ovicidas pode
ser mecanico, enzimatico ou ambos (BONANTS et al.,1995).

Segundo Dackman et al. (1989), a habilidade de uma espécie para parasitar
ovos esté diretamente relacionada com sua atividade enzimatica litica, podendo ser
de natureza quitinolitica e proteolitica. Ja, Basualdo et al. (2000) acreditam que o
mecanismo de atuacdo desses fungos esteja baseado na decomposi¢do enziméatica
e biossintese de toxinas. Segundo Araujo et al. (2004a), a hifa penetra no ovo
através de pequenos poros existentes na camada vitelinica da casca, provocando
com isso uma alteragdo na sua permeabilidade e, em consequéncia disso, uma

expansdo em seu volume com coloniza¢do do conteudo do ovo.



21

Estudos ultraestruturais em ovos e juvenis de Meloidogyne arenaria
demonstraram que o fungo ovicida penetra no ovo de forma direta, através de
pequenos poros (aberturas) existentes na sua camada vitelinica (FREIRE; BRIDGE,
1985). Estas aberturas sdo produzidas pela pressdo das hifas intumescidas, uma
vez que em ovos de helmintos ndo existem aberturas naturais.

A espécie P. chlamydosporia produz enzimas extracelulares do tipo proteases
que desempenham um importante papel na infeccdo e destruicdo dos ovos de
geohelmintos (ARAUJO et al., 2009). De maneira similar, foi comprovado que o
fungo P. lilacinus foi capaz de degradar a casca do ovo do fitonematoide Meloidogyne
spp. por meio de sua acao enzimética (DUNN et al., 1982).

Ciarmela et al. (2000) demonstraram 0 quao promissor é esse grupo de
fungos no controle biolégico de helmintos, principalmente porque reduzem em cerca
de 70 a 90% os niveis de ovos viaveis no solo. Todavia, muitas vezes o0 que impede
sua plena eficacia € a estratégia desenvolvida pelos parasitos. A maioria desses
helmintos parasitos gastrintestinais produz ovos que rapidamente originam larvas, o
que dificulta o processo de interacdo com os ovos (JANSSON; NORDBRING-
HERTZ, 1988).

Paecylomices lilacinus (Thom, 1910) € um anamorfo de ascomiceto da ordem
Eurotiales, encontrado em diferentes regides do mundo, com maior frequéncia em
regides quentes (FREITAS et al., 1999). No Brasil, existem registros de P. lilacinus em
diferentes tipos de hospedeiros e solo, cultivados ou ndo, em profundidades
variaveis de 0-40cm (CARNEIRO, 1986). Este fungo tem se mostrado efetivo no
biocontrole de espécies de Meloidogyne. (KERRY, 1990) e sua acdo caracteriza-se
por penetrar nos ovos dos nematoides destruindo o embrido (DUNN et al., 1982).

Bonants et al. (1995) realizaram um trabalho onde foi caracterizada e
purificada uma protease de serina de P. lilacinus que age sobre ovos do fitonematoéide
Meloidogyne hapla. Neste estudo ficou demonstrado que quando 0s ovos de M. hapla
eram infectados pelo fungo a casca dos mesmos era parcialmente dissolvida
formando vacuolos, 0 que sugere acdo de enzimas liticas na patogénese de
infeccéo pelo fungo.

As espécies de Trichoderma correspondem a fase anamorfica do género
Hypocrea, filo Ascomycota (AGRIOS, 1997). Estes fungos sdo de grande importancia

econbmica para a agricultura, uma vez que sao capazes de atuarem como agentes
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de controle de doencas de vérias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas (MOHAMED; HAGGAG, 2006).

Trichoderma harzianum € um fungo de solo que atua impedindo o
desenvolvimento de fitopatdgenos através de um ou mais mecanismos, que Sao
basicamente a antibiose (antibidticos, toxinas e enzimas que afetam o
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos), parasitismo e competicdo (LOHMANN
et al., 2009). E um agente de controle biolégico eficaz sobre Fusarium spp. em varias
culturas como tomate, algodéao, melédo e trigo (SIVAN,1987; DANTOFF et al.,1995;
SIVAN; CHET,1996).

De La Cruz et al. (1992) descreveram pela primeira vez a caracterizacao e
purificacdo de trés quitinases de T. harzianum demonstrando a atividade litica destas
enzimas no antagonismo de fungos patogénicos. Estudos realizados por Inbar e
Chet, (1995) e Schickler et al. (1998) demonstraram que a producao de quitinase por
T. harzianum pode ser induzida no momento do reconhecimento do hospedeiro.

Trichoderma virens, previamente Gliocladium virens, possui grande arsenal de
mecanismos de acao e producdo de compostos antimicrobianos que permitem acgéo
contra diferentes patdégenos e o controle de véarias doencas de plantas (HOWELL,
2006).

A contribuicdo de enzimas quitinoliticas para a atividade de T.virens € menos
compreendida, todavia, estas enzimas sdo consideradas como componentes-chave
de controle bioldgico realizado por espécies de Trichoderma. (ROMAO-DUMARESQ et
al., 2012).

Embora o mecanismo exato da patogenicidade dos fungos nemat6fagos
contra nematoides ndo esteja completamente elucidado, observa-se que maior
atencdo tem sido dispensada a compreensdo dos aspectos de infeccdo e
identificacdo de fatores de viruléncia dos fungos nematéfagos, dentre eles as
enzimas extracelulares, incluindo as proteases de serina, quitinases e colagenases
(YANG et al., 2007).

Evidéncias demonstram que enzimas hidroliticas extracelulares (proteases
de serina, quitinases e colagenases) podem estar envolvidas na penetracdo tanto da
casca do ovo, como na cuticula do nematoide. Através de microscopia eletronica foi
evidenciado que a acdo das proteases de serina provocou a esfoliagdo das camadas
externas do ovo ou da cuticula dos nematoides. Desta forma, a ocorréncia de falhas

nestas estruturas, apds o tratamento com proteases de serina, comprovou que
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essas enzimas podem destruir a integridade tanto da casca do ovo, quanto da
cuticula do nematoide, auxiliando na penetragcédo dos fungos (HUANG, 2004).

Pesquisas demonstraram que proteases e quitinases quando aplicadas
individualmente ou em combinacédo alteram drasticamente as estruturas da casca do
ovo de nematoides. Além disso, estudos ultraestruturais evidenciam a producéo de
quitinases em fungos patogénicos (TIKHNOV et al., 2002., KHAN et al., 2004). Ovos
tratados com quitinase a camada vitelinica se divide e perde a integridade, o que
leva ao desenvolvimento de vacuolos na camada de quitina (KHAN, 2004).

Estudos sobre a producdo de colagenases por fungos nematéfagos ainda
sao raros (SCHENCK et al., 1980; TOSI et al., 2001). Como estas enzimas catalisam
a hidrélise de coldgeno (MACLENNAN et al.,, 1953) acredita-se que podem
desempenhar importante funcéo na infeccédo por parasitos, uma vez que o colageno
€ o principal componente estrutural da cuticula dos nematoides.

Na ultima década, alguns estudos tém avaliado a atividade enzimética de
extratos de fungos nematéfagos sobre larvas e ovos de helmintos gastrointestinais
de animais domeésticos. Nesse sentido, Braga et al. (2011a) obtiveram 71,3% de
reducdo de L1 de Angiostrongylos vasorum utilizando extrato enzimatico do fungo
Duddigtonia flagrans. Quando avaliada a atividade enzimatica de uma serina protease
proveniente de Monacrosporium thaumasium a reducdo do numero de larvas desse
mesmo nematoide foi de 23,9% (SOARES et al., 2012). Ja a acdo de extratos
enzimaticos do fungo P. clamydosporia sobre ovos de ciastostomineos (BRAGA et al.,
2010) e Ancylostoma spp. (BRAGA et al.,, 2011b) reduziu em 72,8% e 76,8%,
respectivamente, a eclodibilidade dos ovos em 24 horas.

Estas informacdes fornecem novas abordagens, estimulam novas linhas de
estudo e incrementam a eficacia dos fungos nematéfagos no controle biolégico de
helmintos (YANG et al., 2007).



3 ARTIGO 1: Ocorréncia de ovos de helmintos em fezes de caes da area
urbana de Pelotas, RS, Brasil
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3.1 Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de ovos helmintos em
fezes de cédes coletadas em vias publicas de Pelotas, RS. No periodo de janeiro a
marco de 2012 foram coletadas aleatoriamente 15 amostras em 14 pontos da
cidade, totalizando 210 amostras, submetidas a exames coproparasitologicos. A
prevaléncia geral foi 57,6% tanto em mono (67,8%) como em multi-infecgbes
(32,2%). Ancylostoma spp. apareceu em maior frequéncia (88,4%), seguido de Trichuris
vulpis (38,8%). As infeccbes enteroparasitarias em cées enfatizam o risco de
zoonoses e a necessidade de acdes educativas para conscientizacdo da populacao
e adocédo de medidas de controle e prevencéo.

Palavras-chave: caes, Ancylostoma spp., zOOnoses, nematoide

3.2 Abstract

The aim of this study was to determine the prevalence of helminthes in dog
feces collected in public areas in Pelotas, RS, Brazil. From January to March of 2012,
15 samples were randomly collected from each of 14 locations in this county. A total
of 210 samples were submitted to fecal examinations. The overall prevalence was
57.6%, including both single (67.8%) and multi-infections (32.2%). Ancylostoma spp.
had the highest frequency (88.4%), followed by Trichuris vulpis. (38.8%). The infection
of dogs with intestinal parasites emphasizes the potential risk of zoonotic diseases
and the need for educational, control and prevention programs for at-risk populations.

Keywords: dogs, Ancylostoma spp., zoonoses, nematodes
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3.3 Introducédo

Os cées, como animais de companhia, desempenham relevante papel na
vida do homem, uma vez que proporcionam inumeros beneficios de natureza
psicoldgica e social. Por outro lado, podem constituir risco a saude humana, por
transmitir agentes infecciosos como parasitos, bactérias, fungos e virus (ARAUJO,
2006; CAPUANO; ROCHA, 2006).

O papel do cdo como um hospedeiro definitivo de véarias parasitoses com
potencial zoondtico tem sido amplamente estudado e reconhecido como importante
problema de saude publica. Dentre as parasitoses destacam-se as infeccbes
causadas por Toxocara canis (larva migrans visceral), Ancylostoma caninum € Ancylostoma
braziliense (larva migrans cutanea), Echinococcus granulosus (Cisto hidatico), Trichuris vulpis
€ Dipylidium caninum (GUIMARAES et al., 2005; ARAUJO, 2006;: LABRUNA et al.,
2006).

O aumento da populacdo de cées de estimacdo, assim como de caes
errantes, € o fator determinante da contaminacdo ambiental por ovos e larvas de
parasitos patogénicos em centros urbanos (CAPUANO; ROCHA, 2006). Os caes
errantes, pelo fato de serem excluidos dos programas de controle de verminoses e
por terem livre acesso a areas publicas, assumem papel epidemiolégico importante
na contaminacao do ambiente. Por outro lado, essa contaminacdo € incrementada
por cdes domiciliados que sdo levados para passear e cujos donos ndo tém como
hébito o recolhimento das fezes (CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et al., 2006).
Estudos avaliando a contaminacao ambiental e/ou a infec¢do de parasitos intestinais
em cades domiciliados e errantes em diversas cidades do Brasil, demonstram que 0s
animais encontram-se parasitados por varias espécies de parasitos com potencial
zoonoGtico. Entre eles, Ancylostoma. tem sido o género mais frequente, com
prevaléncias em torno de 73,7%(CORTES et al., 1988; :SCAINI et al., 2003;
GUIMARAES et al., 2005; ARAUJO, 2006; CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et
al., 2006;. KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; COELHO et al., 2011).

Considerando-se 0 numero de cédes existentes no municipio de Pelotas, a
falta de recolhimento das fezes em vias publicas e a caréncia de trabalhos que
avaliem o grau de contaminacdo ambiental do municipio, o presente estudo teve
como objetivo realizar um levantamento da prevaléncia de parasitos veiculados em

fezes de cédes encontradas nas vias publicas.
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3.4 Materiais e Métodos

O este trabalho foi realizado em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. O
municipio corresponde a uma &rea territorial de 1.610,091 km?, com populacdo de
328.275 habitantes (www.ibge.gov.br). Esta localizado na latitude 31°46'19"S e
longitude 52°20'33"0. Encontra-se a sete metros acima do nivel do mar, com clima
subtropical umido, temperatura média anual de 17,5°C, 1.379 mm de chuvas/ano e
umidade relativa do ar de 80%. A populacéao estimada de cées é de 66.842 animais,
sendo 46.789 semidomiciados (70%), 6.684 errantes (20%) e 13.368 domiciliados
(10%). A relagéo populagéo canina e humana € de um céo para, aproximadamente,
cinco habitantes, segundo Secretaria Municipal da Saude, 2011.

No periodo de janeiro a marco de 2012 foram selecionados 14 pontos da
cidade, que incluiram o centro da cidade (n=4), bairros da periferia (n=8), balneario
do laranjal (n=1) e canil municipal (n=1).De cada ponto foram coletadas
aleatoriamente 15 amostras de fezes de cées, ndo ressecadas, que se encontravam
nas vias publicas, totalizando 210 amostras.

As fezes foram processadas de acordo com método de flutuacdo de Willis
com algumas modificacBes (SCAINI et al., 2003) e posteriormente avaliadas ao
microscopio 6ptico. A identificacdo dos ovos foi baseada nas suas caracteristicas
morfométricas (ANDERSON et. al., 2009).

3.5 Resultados

Das 210 amostras analisadas, 57,6% (121/210) apresentaram-se positivas
para um género de parasito ou associacfes. Foi observada mono-infeccdo em
67,8% (82/121) e multi -infeccdo em 32,2% (39/121) das fezes avaliadas. Em 36
(29,7%) a presenca de ovos de dois géneros de parasito foi evidente, sendo a
associacao Ancylostoma .e Trichuris. @ mais frequentemente encontrada (25,6%). Ja a
associacao de trés parasitos foi observada em apenas 2,5% das fezes. Ancylostoma.
foi o género que apareceu em maior frequéncia perfazendo 88,4% (107/121) das
amostras, seguido de Trichuris (38,8%; 47/121) e Toxocara (7,4%; 9/121) ( Figura 1).
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Figura 1:Prevaléncia de ovos de helmintos encontrados em fezes de c8es em vias publicas
na cidade de Pelotas, Brasil, no periodo janeiro-margo 2012

Dentre as areas selecionadas para o estudo, em cinco pontos, que
abrangeram o centro (ponto 1), bairros (pontos 2, 3 e 4) e balneario do laranjal(ponto
5), a frequéncia de positividade das fezes foi de 33,3% a 40%. Ja nos demais
pontos, com excecdo do canil municipal, essa frequéncia variou de 53,3 a 80%.
Coincidentemente, essas areas corresponderam a bairros de baixa condi¢cdo socio-
econdmica. No canil municipal 100% das fezes analisadas continham ovos de

elmintos (Figura 2).
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1- Centro (33,3%)
2- Fragata (33,3%)
e 3- Guabiroba (40%)
A 4- Navegantes (33,3%)
5- Laranjal (40%)
6- Ceval (66,7%)
1"7-VilaGovernago (73,3%)
8- Bom Jesus (80%)
9- Getulio Vargas (60%)
10- Pestano (73,3%)
11- Sitio Floresta (53,3%)
| 12-Lindéia (53,3%)
13- Santa Terezinha (73,3%)

+ 14- Canil municipal (100%)

P

Figura 2: Pontos coletados e frequéncia de amostras de fezes positivas para ovos de helmintos na
cidade de Pelotas, RS, Brasil

3.6 Discussao

A amostragem do presente trabalho foi determinada de modo aleatério,
priorizando a coleta de fezes nas vias publicas. Desta forma, ndo houve tendéncias
para busca de animais positivos ou negativos e tampouco para idade, raca, sexo e
origem dos caes. A prevaléncia global foi de 57,6%, o que é similar aos demais
estudos realizados nos ultimos 20 anos no Brasil (CORTES et al., 1988; SCAINI et
al., 2003; GUIMARAES et al., 2005; ARAUJO, 2006; CAPUANO; ROCHA, 2006;
LABRUNA et al.,, 2006; KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; COELHO et al.,
2011). A prevaléncia de 88,4% para Ancylostoma spp. em caes de Pelotas esta entre
as mais altas relatadas no Pais (CORTES et al., 1988; SCAINI et al., 2003;
GUIMARAES et al., 2005; ARAUJO, 2006; CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et
al., 2006; KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; COELHO et al., 2011), indicando
grande contaminac¢do ambiental na area urbana estudada. Este helminto tem sérias
implicagbes em saude publica, uma vez que causa larva migrans cutédnea no

homem, uma importante zoonose que decorre da penetracdo de larvas, presentes
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no solo contaminado por fezes de caes, na epiderme de hospedeiros suscetiveis
(DAMANTE et al., 2011; CRIADO et al., 2012).

Diferente de outros autores (CORTES et al, 1988; GUIMARAES et al., 2005;
ARAUJO, 2006; CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et al., 2006; KATAGIRI;
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008), no presente relato, Trichuris vulpis. foi detectado em
38,8% das amostras de fezes analisadas. Entretanto, resultado similar foi descrito no
Balneario do Cassino/RS (SCAINI et al.,, 2003), distante 54 Km da cidade de
Pelotas. Estas similaridades podem ser atribuidas ao tipo de metodologia adotada e
a regido geografica onde foram desenvolvidos ambos os estudos. Fatores como
protocolo de amostragem, técnica de diagndstico, distribuicdo geografica e idade
dos animais podem explicar os resultados entre as pesquisas realizadas
(GUIMARAES et al., 2005). E possivel que as frequéncias mais elevadas para
Trichuris vulpis. estejam relacionadas as condi¢cdes de vida de cdes de rua, que séo
excluidos de tratamentos antihelminticos. Desta forma, esses animais tornam-se
importantes fontes de infeccdo para os cdes domiciliados, uma vez que ovos de
T.vulpis se mantém infectantes por varios meses no ambiente (LABRUNA et al.,
2006). Além disso, esse parasito também assume importancia em saude publica, ja
que foi identificado como agente de infec¢do entérica e larva migrans visceral no
homem (SAKANO et al., 1980 DUNN et al., 2002).

E provavel que o encontro de baixos indices de Toxocara spp. (7,4%), 0 que
difere de outros estudos (CORTES et al., 1988; GUIMARAES et al., 2005; ARAUJO,
2006; CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et al, 2006; KATAGIRI; OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2008), tenha ocorrido porque a maioria das fezes examinadas foi
proveniente de cdes adultos. Embora, ndo tenha sido levado em consideracdo a
idade dos animais, foi observada a predominancia de cées adultos com livre acesso
as areas estudadas.

Verificou-se uma maior prevaléncia de ovos de helmintos em fezes de caes
provenientes dos bairros localizado na periferia da cidade, onde estdo localizados
conjuntos habitacionais destinados a populacdo de baixo poder aquisitivo. Dados
similares foram previamente relatados (CAPUANO; ROCHA, 2006). Entretanto,
chama-se atencao para as frequéncias encontradas nos pontos do centro da cidade
(33,3% a 40%), onde ha melhor padrao sécio-econdmico. Nessas areas observou-se
gue grande numero de cades circulava livremente pelas vias publicas, sendo a

maioria deles acompanhados por pessoas, provavelmente seus donos. Além disso,
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notou-se a presenca de fezes no ambiente, pois grande parte dos individuos néo
tem o hébito de recolher os dejetos de seus animais. Assim, contaminam o solo com
varios tipos e formas parasitarias potencialmente causadoras de zoonoses. Estas
observacdes sdo corroboradas tanto pelo numero de cdes vadios como semi
domiciliados, que representam 90% de todos os cdes do municipio. Essas
observacdes sugerem que a populacdo desconhece ou negligencia os riscos de
transmissdo de doencas, bem como as medidas de controle e prevencdo das
parasitoses. Katagiri e Oliveira-Sequeira (2008) afirmaram que a principal razao para
a aparente negligéncia na desvermifugacdo dos cdes em Ribeirdo Preto, SP, é a
falta de conhecimento sobre o potencial zoon6tico dos parasitos intestinais de caes.
O alto indice de positividade das amostras provenientes do canil municipal pode ser
explicado pelo fato deste estabelecimento albergar cédes oriundos de diferentes
regides da cidade.

A alta frequéncia de infeccbes enteroparasitarias em caes neste trabalho e
em prévios estudos (CORTES et al., 1988; SCAINI et al., 2003; GUIMARAES et al.,
2005; ARAUJO, 2006; CAPUANO; ROCHA, 2006; LABRUNA et al., 2006;
KATAGIRI; OLIVEIRA- SEQUEIRA, 2008; COELHO et al., 2011) aliada a falta de
conhecimento ou negligéncia da populacdo sobre o potencial zoonético dos
parasitos intestinais, bem como dos métodos para o seu controle e profilaxia
(KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008), enfatizam o risco de disseminacdo de
zoonoses e sugerem a necessidade de acdes educativas urgentes para a
conscientizacdo dos responsaveis pelos cdes e adocdo de medidas de prevencao
dessas enfermidades.

3.7 Conclusao

A contaminacdo do ambiente urbano da cidade de Pelotas, particularmente
por Ancylostoma spp., que apresentou uma prevaléncia de 88,4% demonstra que o
padrao de contaminacdo ambiental por parasitos com potencial zoonético € similar
ao encontrado em outros estudos realizados no Brasil. Espera-se que as
informacdes geradas sirvam de subsidios para auxiliar as autoridades
governamentais na implementacdo de programas de educacdo sanitaria e de posse

responsavel dos céaes.
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4.1 Resumo
O objetivo desta pesquisa foi avaliar a acao in vitro de quatro diferentes

preparacdes de extratos enzimaticos dos isolados fungicos Paecilomyces lilacinus
CG193; P. lilacinus MICLABOOQ9; Trichoderma harzianum CG502 e T. virens MICLABOO8 na
eclodibilidade de ovos do geohelminto Ancylostoma. Os fungos foram cultivados em
meio minimo liquido. As preparacdes fungicas consistram do meio liquido
sobrenadante sem filtracdo (extrato bruto) e filtrado (extrato filtrado), do micélio
macerado (macerado bruto) e micélio macerado submetido a filtracdo (macerado
filtrado). Os ovos de Ancylostoma foram obtidos a partir de fezes de cdes naturalmente
parasitados. Os ensaios in vitro consistiram em quatro tratamentos e um grupo
controle. Todas as placas foram 25°C, durante 24 horas incubadas a. Cada ensaio
foi constituido de cinco repeticbes. Observou-se que as diferentes formulacdes
fungicas avaliadas em cada fungo diferiram (p<0,05) do grupo controle,
evidenciando relevante atividade ovicida. Quando calculado o percentual de reducéo
de eclosdo dos ovos, foi observado que o maior valor de redugcédo ocorreu quando
utilizada a preparacdo macerado bruto, com percentual de reducdo de 68,43% e
47,05% em P. lilacinus MICLABO0O9 e CG193, respectivamente, e 56,43% em T.
harzianum. Apenas no isolado T. virens 0 percentual de reducdo do macerado bruto
(52,25%) foi levemente inferior ao macerado filtrado (53,64%). Os resultados
mostram que independente do extrato fungico testado, as espécies de fungos
avaliadas foram eficazes em reduzir a eclodibilidade de ovos de Ancylostoma. E
provavel que o efeito ovicida tenha sido causado pela acdo de enzimas hidroliticas
secretadas pelos fungos.

Palavras-chave; ovicida, nematoide, controle biolégico, fungos nematofagos,

enzimas.

4.2 Abstract:
The objective of this research was to evaluate the in vitro effect of four

different preparations of enzyme extract of fungal isolates Paecilomyces lilacinus CG193;
P.lilacinus MICLABOQ9, Trichoderma harzianum CG502 and T. virens MICLABOO8 in
hatchability of eggs geohelminth Ancylostoma. The fungi were grown in minimal
medium liquid. The preparations consisted of fungal supernatant liquid medium
without filtration (crude extract) and filtered extract (filtered extract), the mycelium
macerated (crude macerate) and macerated mycelium subjected to filtration (filtered
macerate). The eggs of Ancylostma were obtained from naturally infected dog faeces.
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The in vitro tests consisted of four treatments and a control group. All plates were
incubated at 25°C for 24 hours. Each test consisted of five replicates. It was
observed that the different formulations fungal evaluated of each fungus differ
(p<0,05) in the control group, showing significant ovicidal activity. When we
calculated the percentage reduction of hatching eggs, it was noted that the higher
value of reduction occurred when used the crude macerate, with percentage
reduction of 68.43% and 47.05% by P. lilacinus MICLAB009 and CG193, respectively,
and 56.43% for T. harzianum. Only in isolated T. virens the percentage of reduction of
crude macerate (52.25%) was slightly lower than the filtered macerate (53.64%). The
results show that regardless of fungal extract tested the fungi species evaluated were
effective in reducing the hatchability of eggs from Ancylostoma. It is likely that the
ovicidal effect was caused by the action of hydrolytic enzymes secreted by fungi.
Keywords: Ovicidal, nematodes, biological control, nematophagous fungi,

enzymes.

4.3 Introducgao
Os caninos sédo hospedeiros de uma ampla variedade de helmintos. Entre

eles, Ancylostoma spp. € Toxocara canis certamente sdo 0s mais ubiquos e prevalentes.
A grande tolerancia dos estagios de vida livre as diferentes condi¢ées ambientais € a
mais provavel explicacdo para a ampla distribuicdo geogréfica desses parasitos
(KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007).

Ancylostoma caninum € Ancylostoma braziliense tem requerido consideravel
atencdo devido o seu potencial zoonético que estad diretamente relacionado a
contaminacgao dos solos com fezes de animais parasitados (CARVALHO et al., 2009;
BRAGA et al.,, 2011a). Estudos de prevaléncia realizados em diversos paises
apontaram taxas consideraveis de contaminacdo ambiental por formas infectantes
desses parasitos (LABRUNA et al.,, 2006; SOMMERFELT et al., 2006; WANG et al
.,2006; KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; HOLYOAKE, 2008; SOWERMIMO
2009; MAHDY et al., 2012).

Em caes e gatos pode causar anemia, perda de peso, enterite hemorragica,
depressdo e mesmo a morte (ROBERTSON et al., 2000). A estreita convivéncia
entre esses animais e o homem tem aumentado o risco de aquisicdo de helmintoses
e zoonoses, assim como larva migrans cutanea. Essa enfermidade caracteriza-se

pela migracédo de larvas (L3) . nos tecidos subcutaneos, adquirida pelo contato com
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solo contaminado por fezes de cdes e gatos infectados com ancilostomideos
(ROBERTSON et al., 2000).

Embora, o uso de anti-helminticos nos animais seja o método usual para
prevenir a contaminacdo ambiental por ovos e larvas de Ancylostoma spp., O
desenvolvimento e implementacdo de medidas alternativas para prevencao e
controle de geohelmintos sao cruciais para reduzir a contaminagdo ambiental por
formas infectantes do parasito (CARVALHO et al., 2009). Além disso, o aumento
expressivo no numero de relatos de nematoides resistentes aos diversos farmacos
disponiveis e a crescente tendéncia por produtos que nao agridam o meio ambiente
incrementam a procura por métodos alternativos (GRONVOLD et al., 1996).

Neste contexto, os fungos nematéfagos, um dos principais inimigos naturais
de nematoides, tém sido amplamente empregados no controle biolégico devido a
sua capacidade em apreender e digerir as formas livres (HUANG et al., 2004).
Assim, estes fungos podem ser utilizados em associacdo em situacdes em que 0
ambiente ja estd contaminado. Com isso auxiliam na reducdo das re-infecgées,
evitam parasitismo clinico mantendo o grau de infeccdo (CARVALHO et al., 2009).

Fungos ovicidas ou oportunistas, assim como Paecilomyces lilacinus € Pochonia
clamydosporia, tém sido utilizados com sucesso no controle in vitro de ovos de
helmintos gastrointestinais de animais (ARAUJO et al.,, 1995; ARAUJO, 2008;
BRAGA et al., 2008; CARVALHO et al., 2010; FRASSY et al., 2010). Estudos
mostram que o mecanismo de infeccdo por esses fungos ovicidas pode ser
mecéanico, enzimatico ou ambos (BONANTS et al., 1995). No entanto, na ultima
década, a identificacdo de numerosas enzimas extracelulares tem confirmado o seu
envolvimento como um importante fator de viruléncia associado ao processo de
infeccdo (HUANG et al., 2004). Expressiva atividade enzimatica foi relatada quando
culturas filtradas de P. lilacinus e Trichoderma spp. foram utilizadas sobre fitonematoéides
(BONANTS et al., 1995; KHAN et al., 2004; SHARON et al., 2007; SANTIN, 2008;
FREITAS et al.,, 2012) e quando extrato bruto enzimatico de P. clamydosporia €
Duddingtonia flagrans foi empregado em ovos e larvas de nematoides de animais
(BRAGA et al., 2010; BRAGA et al., 2011a,b).

Contudo, extratos brutos enzimaticos dos fungos P. lilacinus € Trichoderma spp.
ainda ndo foram testados sobre ovos de geohelmintos que eclodem em curto
intervalo de tempo no ambiente, assim como Ancylostoma spp. O objetivo deste

trabalho foi avaliar a agédo in vitro de quatro diferentes preparagfes de extratos
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brutos enzimaticos dos fungos P. lilacinus, T. harzianum e T. virens sobre ovos do

geohelminto Ancylostoma spp.

4.4 Materiais e Métodos

4.4.1 Culturas fangicas
Foram utilizados quatro isolados fangicos: P. lilacinus CG193 e Trichoderma

harzianum CG502, gentilmente cedidos pelo Cenargen (Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia) e P. lilacinus MICLABOQ9 e Trichoderma virens MICLAB 008 obtidos da
colecdo de fungos do Laboratério de Micologia, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, RS, Brasil, devidamente identificados por sequenciamento de
DNA.

As culturas mantidas em tubos de ensaio contendo &gar batata (PDA) a 4°C,
foram subcultivadas para placas de Petri com PDA e incubadas a 25°C, durantel0
dias. A seguir, discos de 4mm de cultura de cada isolado fangico foram transferidos
para frascos tipo Erlenmeyer contendo 150 mL de meio minimo liquido
[glicose(1,8g/L); NH4NO3(0,4g/L); MgSO47H,0 (0,12g/L); Na,HPO,4 7H,0 (3,18g/L),
KH,PO, (0,269/L), extrato de levedura (0,3g/L) e gelatina bacteriologica (2g/L)]. A
gelatina foi filtrada por meio de filtro Millipore (45um) e adicionada ao meio
autoclavado. Os frascos foram incubados a 28°C em agitador rotatério a 120 rpm,

durante cinco dias.

4.4.2 Producéo dos extratos fungicos
A partir das culturas em meio minimo liquido, quatro diferentes extratos dos

fungos foram obtidos, os quais foram denominados: extrato bruto (EB), constituido
pelo liquido sobrenadante; extrato filtrado (EF), obtido pela passagem do
sobrenadante através de papel filtro Whatman n°l. Para obtencdo do macerado
bruto (MB), primeiramente o micélio foi separado do meio sobrenadante através de
tamis. Em seguida o micélio fangico foi macerado em 3 banhos de nitrogénio liquido
até a obtencdo de um po, o qual foi ressuspendido ao meio liquido sobrenadante.
Por ultimo, o macerado filtrado (MF) foi obtido da mesma maneira que o macerado
bruto, porém, foi submetido a filtracdo em papel filtro Whatman n°l. Todos os

extratos foram preparados e utilizados no mesmo dia.

4.4.3 Amostras fecais
As amostras de fezes foram coletadas no canil municipal da cidade de

Pelotas, RS, Brasil e no canil da Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
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Pelotas. Para obtencdo dos ovos de Ancylostoma spp., um pool de aproximadamente
5009 de fezes frescas de cées naturalmente infectados eram coletadas a cada dia
de experimento. Imediatamente apds coleta, os ovos eram obtidos seguindo o
protocolo de recuperacdo de ovos de nematoideos gastrointestinais preconizado
pela Embrapa Pecuéaria Sudeste, Brasil (2009). Inicialmente, as fezes foram diluidas
e maceradas em agua morna, filtradas em peneiras com reticulacdes de 1mm,
105um, 55um e 25um. O residuo da peneira de 25um foi lavado com agua destilada
e a suspensdo obtida foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado suspendido em solucdo salina supersaturada, sendo
novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. Posteriormente, o sobrenadante foi
fitrado em peneira de 25um, a qual foi lavada com agua destilada para obtencéao
dos ovos que ficaram retidos. Os ovos foram suspendidos em agua destilada estéril,

contados em camara de Neubauer e utilizados no mesmo dia.

4.4.4 Ensaios experimentais
Os ensaios in vitro consistiram em quatro tratamentos e um grupo controle.

Em placas de Petri de 60x15mm foram vertidos 4 mL dos extratos fangicos, EB, EF,
MB e MF, preparados conforme item 4.4.2. A esse volume foi acrescido 1 mL de
uma suspensao contendo aproximadamente 10° ovos de Ancylostoma spp. Esses
grupos constituiram-se nos tratamentos. Nas placas correspondentes ao grupo
controle verteu-se 1 mL de uma suspenséo contendo aproximadamente 10° ovos de
Ancylostoma spp. acrescido de 4 mL de agua destilada estéril. Todas as placas foram
incubadas a 25°C, durante 24 horas. Cada tratamento foi constituido de cinco
repeticoes.

Apos 24 horas, a leitura foi realizada em lupa estereoscopica e considerando
0 numero total de larvas de Ancylostoma spp. presentes em cada placa dos grupos

tratados e controle.

4.4.5 Andlise estatistica
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco

tratamentos e cinco repeticbes. Como a varidvel resposta ndo apresentou
normalidade, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis. Quando encontradas diferencas entre os tratamentos as médias foram
comparadas pelo teste de Bonferroni. As analises foram efetuadas com auxilio do
programa estatistico SAS (SAS, 2001) considerando uma probabilidade de 5%.
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Também foi calculado o percentual de reducdo da média de larvas utilizando-se a
seguinte equacéo, conforme citado por Braga et al. (2010, 2011):

% de reducao = (média de larvas do grupo controle — média de larvas do grupo tratado) x 100

média de larvas do grupo controle
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4.5 Resultados
Apés 24 horas de interacdo observou-se que as diferentes formulacfes

fungicas avaliadas (EB, EF, MB e MF) de P. lilacinus CG193, P. lilacinus MICLABOOQ9, T.
harzianum e T. virens foram capazes de reduzir, em algum percentual, a eclodibilidade
dos ovos de Ancylostoma spp. quando comparados ao controle (Tabela 1). A analise
estatistica mostrou diferenca (p<0,05) no numero de larvas entre as formulacbes
fungicas de cada fungo e o grupo controle. Além disso, evidenciou que EB, EF, MB e
MF né&o tiveram o mesmo comportamento em cada fungo testado (tabela 1).
Entretanto, quando analisado o percentual de redugcédo na eclosdo dos ovos de
Ancylostoma spp. foi evidenciado que o maior valor de reducdo de eclodibilidade
ocorreu quando utilizado MB, observando-se um percentual de reducéo de 68,43% e
47,05% em P. lilacinus MICLABO0O9 e CG193, respectivamente, e 56,43% em T.
harzianum CG502. Apenas no isolado T. virens 0 percentual de reducédo do MB
(52,25%) foi levemente inferior ao MF (53,64%) (Tabela 1).
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Tabela 1. Média de Contagem de larvas e percentual de reducéo de eclosdo de ovos
de Ancylostoma spp.em 24 horas submetidos ao tratamento com diferentes extratos
fungicos de Paecilomyces lilacinus, Trichoderma virens € Trichoderma harzianum.

Extrato fungico Média de larvas Percentual de reducéo (%)
P. lilacinus (CG 193)

MB 369,2°¢ 47,03
MF 524,28 24,79
EB 522,28 25,07
EF 385,2°¢ 44,73
Controle 6974

P.lilacinus (MICLAB 009)

MB 119,4° 68,32
MF 208,28 44,77
EB 152,6° 59,52
EF 215,28 42,91
Controle 3777

T. virens (MICLAB 008)

MB 446,0¢ 52,24
MF 433,6° 53,57
EB 472,0¢ 49,46
EF 527,08 43,57
Controle 9344

T.harzianum (CG 502)

MB 159,4° 56,35
MF 204,8° 43,92
EB 269,8° 26,12
EF 199,8° 45,29
Controle 365,2"

MB= macerado bruto; MF=macerado filtrado; EB= extrato bruto; EF=extrato filtrado.
Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferiram estatisticamente (p<0,05)
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4.6 Discusséo
Nos ultimos anos fungos nematoéfagos vem sendo amplamente empregados

no controle biolégico devido a sua capacidade para capturar e infectar nematoides
utilizando sua agéo enzimatica (HUANG et al., 2004; KHAN et al., 2004.). Embora os
mecanismos de patogenicidade dos fungos nematéfagos ndo estejam
completamente elucidados, evidéncias mostram que enzimas hidroliticas
extracelulares, incluindo proteases, colagenases e quitinases podem estar
envolvidas na penetracdo e digestdo da cuticula dos nematoides (HUANG et al.,
2004.; MORTON et al., 2004; YANG et al., 2007).

Os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que a atividade
ovicida dos fungos avaliados sobre ovos de Ancylostoma spp. foi decorrente da acdo
de enzimas hidroliticas. P. lilacinus tem sido amplamente estudado e tem se mostrado
efetivo no biocontrole de espécies do fitonematdide Meloidogyne (BONANTS et al.,
1995; KHAN et al., 2004). Kahn et al. (2004) ao avaliar o efeito deste fungo sobre
ovos de Meloidogyne javanica mostraram que a desintegracdo da camada vitelinica,
quitinica e lipidica dos ovos foi causado unicamente pela degradacédo enzimatica de
proteases e quitinases. Além disso, concluiram que as enzimas podem facilitar a
penetracdo fisica do fungo e melhorar a eficiéncia da infeccdo. Similarmente,
Bonants et al. (1995), demonstraram que uma serina protease de P. lilacinus foi
responsavel pela lesdo a casca e vacuolizacdo de ovos de M. hapla, desempenhando
papel fundamental na patogenicidade do fungo. Além de serina protease, atividade
de quitinase também foi observada em sobrenadantes de cultura de P. lilacinus
(KHAN et al., 2004). Neste estudo, os dois isolados de P. lilacinus avaliados foram
capazes de reduzir a eclosdo dos ovos de Ancylostoma spp. evidenciando atividade
ovicida. Estudos prévios demonstraram o efeito ovicida desta espécie de fungo
sobre ovos de Toxocara canis (Araujo et al., 1995), Taenia saginata (Braga et al., 2008), e
capsulas ovigeras de Dipilidyum caninum (Araujo, 2008). Entretanto, nesses
experimentos, ndo foram utilizados extratos enzimaticos, mas o fungo crescido em
placas de Petri sobre ovos dos geohelmintos.

Espécies do fungo Trichoderma sdo extensivamente utilizadas no controle
biolégico de inimeros fungos fitopatégenos (ETHUR et al., 2005; PATRICIO et al.,
2007) e, na ultima década, estudos tem relatado o seu potencial no controle de
diferentes espécies do fitonematoide Meloidogyne (SHARON et al., 2007, FERREIRA
et al., 2008, SANTIN, 2008). Em 2013, Filho et al. ao avaliar a capacidade ovicida de
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fungos isolados de solo brasileiro sobre ovos de T. canis identificaram um isolado de
Trichoderma spp. com promissora atividade ovicida. A utilizacdo de diferentes extratos
brutos enzimaticos de T. harzianum e T. virens No presente estudo comprovam o
potencial ovicida destas espécies fungicas sobre ovos de Ancylostoma spp. Segundo
Santin (2008) o potencial de Trichoderma spp. ho controle de fitonematdide deve-se a
producdo de metabdlitos volateis inibitérios e producdo de enzimas liticas que
degradam a quitina dos ovos. Similarmente, Morton et al. (2004) e Romé&o-
Dumaresq et al. (2012) afirmam que a atividade quitinolitica destes fungos é
provavelmente a mais relevante para a lesdo da bainha do ovo.

Embora os autores ndo tenham identificado e purificado as enzimas
presentes nos extratos dos fungos avaliados neste estudo, acreditam que o efeito
ovicida observado tenha sido decorrente da degradacdo enzimatica de proteases e
quitinases secretadas. Como os ovos dos parasitos do filo Nematoda podem
apresentar de uma a trés camadas, uma interna lipoproteica, uma intermediaria
quitinosa e uma externa vitelinica (Homero, 1984), é possivel que sejam suscetiveis
a essas enzimas. Em estudos prévios foi demonstrado o efeito litico de proteases e
quitinases purificadas sobre ovos de Haemonchus contortus (MANSFIELD et al., 1992).
Porém, o desenvolvimento de estudos futuros que visem a identificacdo e
caracterizacdo das enzimas e suas respectivas atividades sobre ovos de helmintos
patdgenos de animais sdo imprescindiveis para a continuidade das pesquisas e
utilizacao desses fungos no controle biolégico de parasitos.

Mesmo que a maioria dos estudos tenha avaliado culturas filtradas de
fungos sobre ovos de fitonematdides e nematoides gastrointestinais de animais
domésticos (BONANTS et al.,, 1995; KHAN et al.,, 2004; SHARON et al., 2007;
SANTIN, 2008; BRAGA et al., 2010; BRAGA et al., 2011a, b; FREITAS et al., 2012),
optou-se por testar diferentes formulages de extratos fungicos, envolvendo culturas
filtradas e maceradas, no intuito de verificar possiveis diferencas na presenca de
enzimas dependente da maneira de preparacdo do extrato. Foi observado que,
independente da forma como os extratos fungicos foram preparados, sempre houve
algum grau de atividade ovicida, a qual foi evidenciada pelos percentuais de reducao
na eclosdo dos ovos e pelas diferencas observadas com o grupo controle (p<0,05).
Embora, as formulacdes utilizadas tenham se comportado de maneira diferente em
cada fungo testado, cabe chamar atencdo aos maiores percentuais de reducéo de

eclodibilidade observados com a preparacdo macerado bruto, particularmente no
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isolado P. lilacinus MICLABO09, que mostrou diferenca (p<0,05) com as demais
preparacgdes fangicas. Os autores sugerem que tal atividade poderia ser decorrente
da presenca de enzimas intracelulares liberadas durante o processo de maceracgéao e
gque somadas a acdo das enzimas extracelulares incrementariam a eficacia do
fungo. Todavia, ndo podem afirmar tal achado sem o desenvolvimento de estudos
gue avaliem a acao isolada e combinada das enzimas envolvidas. Por outro lado, na
altima década, alguns trabalhos tém avaliado a atividade enzimatica de culturas
filtradas ou enzimas purificadas de fungos nematéfagos sobre larvas e ovos de
helmintos gastrointestinais de animais. Avaliando os resultados dessas pesquisas
observa-se que quando testada a atividade enzimatica isolada de uma serina
protease proveniente de Monacrosporium haumasium a reducdo do numero de larvas de
Angiostrongylos vasorum foi de apenas 23,9% (SOARES et al.,, 2012). Ja, quando
utilizado a extrato bruto enziméatico do fungo D. flagrans sobre larvas do mesmo
nematoide, os percentuais de reducéo foram de 71,3% (BRAGA et al., 2011b), o que
sugere que a combinacdo de enzimas hidroliticas incrementa a atividade ovicida.
Similarmente, outros estudos que utilizaram extratos brutos enzimaticos do fungo P.
clamydosporia sobre ovos de ciastostomineos (BRAGA et al., 2010) e Ancylostoma spp.
(BRAGA et al., 2011b) reduziram em 72,8% e 76,8%, respectivamente, a
eclodibilidade dos ovos em 24 horas. Em estudos prévios, Huang et al. (2004)
detectaram que o sinergismo de proteases e quitinases de P. lilacinus foram capazes
de reduzir significativamente o desenvolvimento e a eclosdo de ovos de M. javanica.
Da mesma forma, Tikhonov et al. (2002) afirmamaram que a acdo combinada de
proteases e quitinases destr6i as camadas lipidicas do ovo, provoca hidrélise da
quitina e altera a camada vitelinica.

Os percentuais de reducéo de eclodibilidade encontrados com o macerado
bruto de P. lilacinus MICLABOO9 no presente estudo foram similares aos relatados por
Braga et al. (2010, 2011a). Por outro lado, os demais isolados testados também
apresentaram significativa atividade ovicida sobre ovos de Ancylostoma spp.

As caracteristicas do ciclo de vida de Ancylostoma spp.com o desenvolvimento
de ovos que eclodem em curto intervalo de tempo no ambiente, faz com que a
maioria dos trabalhos que avaliam a acdo de fungos nematofagos sobre este
parasito sejam desenvolvidos com fungos predadores sobre larvas infectantes de
terceiro estadio (CARVALHO et al.,, 2009; MACIEL et al.,, 2009; MACIEL et al.,

2010). Concordando com Braga et al., (2011a), que indicam o uso de P. clamydosporia
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no controle de ovos de Ancylostoma spp., 0S resultados aqui apresentados permitem
sugerir o emprego de P. lilacinus, T. harzinum € T. virens N0 controle de ovos deste

parasito no ambiente.

4.7 Conclusao
O emprego de extratos brutos enziméticos dos fungos P. lilacinus, T. harzinum €

T. virens reduz significativamente a ecloséo de ovos de Ancylostoma spp. em 24 horas
de exposicao. Contudo, posteriores investigacdes sdo requeridas para identificar e
caracterizar as moléculas responsaveis pelos efeitos observados. Este € o primeiro
relato de utilizacdo de extratos enzimaticos dessas espécies fangicas sobre
nematoides de animais. Assim, os isolados de P. lilacinus, T. harzinum € T. virens
testados se somam aos demais fungos nematofagos ja conhecidos e se constituem
em promissores agentes de controle biolégico de ovos de geohelmintos no

ambiente.
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5 CONCLUSAO GERAL

Diante das condi¢cfes experimentais do presente estudo, conclui-se que:

O padrao de contaminacdo ambiental por parasitos com potencial zoonético
na cidade de Pelotas/RS evidencia uma prevaléncia geral de 57,6%. Ancylostoma spp.
€ o0 parasito de maior prevaléncia (88,4%), sendo seguido por Trichuris vulpis
(38,8%). O grau de infeccOes enteroparasitarias em caes observado neste estudo
enfatiza o risco de zoonoses e a necessidade de acdes educativas para
conscientizacdo da populacdo e adocao de medidas de controle e prevencéao.

O emprego dos extratos enzimaticos (macerado bruto, macerado filtrado,
extrato bruto e extrato filtrado) dos fungos P. lilacinus, T. harzinum € T. virens reduz
significativamente a eclosdo de ovos de Ancylostoma spp. em 24 horas de exposicao.
Assim, os isolados fangicos testados se constituem em promissores agentes de

controle biologico de ovos de geohelmintos no ambiente.
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