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RESUMO

ARAUJO, Juliana Milani, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2008. Acédo in vitro dos fungos das espécies Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium  thaumasium, Pochonia chlamydosporia (syn.
Verticillium chlamydosporium) e Paecilomyces lilacinus sobre capsulas
ovigeras de Dipylidium caninum e ovos de Taenia saginata. Orientador:
Jackson Victor de Araujo. Co-orientadores: Artur Kanadani Campos e Laércio

dos Anjos Benjamin.

Com o objetivo de avaliar a acdo in vitro dos fungos nematéfagos
Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4), Paecilomyces lilacinus, Duddingtonia
flagrans (AC001) e Monacrosporium thaumasium (NF34), sobre ovos de Taenia
saginata e capsulas ovigeras de Dipylidium caninum, foram utilizados cento e
cinglenta mil ovos de T. saginata (ensaio experimental 1) e cento e cinglenta
mil capsulas ovigeras de D. caninum (ensaio experimental 2). Esses ovos
foram vertidos em placas de Petri contendo os isolados flngicos e sem fungo
(controle), em meio agar-agua 2% (AA2%), onde cresceram por 10 dias, sendo
feitas 25 repeticdes para cada grupo. Nos intervalos de cinco, 10 e 15 dias,
cerca de cem ovos foram retirados de cada placa e colocados em laminas de
vidro com uma gota de azul de Amam 1%, para serem avaliados de acordo
com 0s seguintes parametros: efeito do tipo 1: efeito fisioldégico e bioquimico
sem prejuizo morfoloégico a casca, onde sdo visualizadas as hifas aderidas a
casca do ovo; efeito do tipo 2: efeito litico com alteracdo morfoldgica da casca
e embrido; e efeito do tipo 3: efeito litico com alteracdo morfolégica do embrido
e da casca, além de penetracdo de hifas e colonizacdo interna do ovo. No
ensaio experimental 1, os isolados fungicos P. chlamydosporia (VC1 e VC4) e
P. lilacinus, apresentaram atividade ovicida para todos os efeitos dos tipos 1, 2
e 3 sobre ovos de T. saginata, enquanto os isolados fungicos D. flagrans
(ACO001) e M. thaumasium (NF34), s6 apresentaram efeito do tipo 1. No ensaio
experimental 2, os isolados fungicos D. flagrans (AC001) e M. thaumasium
(NF34), também sé apresentaram efeito do tipo 1, para todos os intervalos
analisados. J& os isolados fungicos do fungo P. chlamydosporia (VC1 e VC4) e

P. lilacinus, apresentaram efeitos do tipo 1, 2 e 3 nos intervalos de cinco, 10 e

Xi



15 dias. Ao final dos ensaios experimentais 1 e 2, ficou demonstrado que os
isolados P. chlamydosporia (VC1 e VC4) e P. lilacinus, agiram de forma
negativa sobre ovos de T. saginata e capsulas ovigeras de D. caninum, e desta
forma, podem ser considerados candidatos promissores no controle bioldgico

desses helmintos.
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ABSTRACT

ARAUJO, Juliana Milani, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2008. In
vitro action of the fungi Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
thaumasium, Pochonia chlamydosporia (syn. Verticillium
chlamydosporium) and Paecilomyces lilacinus on eggs capsules of
Dipylidium caninum and eggs of Taenia saginata. Adviser: Jackson Victor
de Araujo. Co-advisers: Artur Kanadani Campos and Laércio dos Anjos

Benjamin.

The in vitro action of the nematophagous fungi Pochonia chlamydosporia
(VC1 and VC4), Paecilomyces lilacinus, Duddingtonia flagrans (AC001) and
Monacrosporium thaumasium (NF34), on eggs of Taenia saginata and capsules
eggs of Dipylidium caninum was evaluated. A hundred fifty thousand eggs of T.
saginata (experimental assay 1) and a hundred fifty thousand eggs capsules of
D. caninum (experimental assay 2) were used. These eggs were maintained in
plates of Petri containing the isolated fungi and without fungi (controls), in
medium water-agar 2% (AA2%), where they grew for 10 days, being made 25
repetitions for each group. In of five, 10 and 15 days, about a hundred eggs
were removed of each plate and placed in glass sheets with a drop of Amam
blue 1%, and evaluated in agreement with the following parameters: type 1,
physiologic and biochemical effect without morphological damage to the
eggshell, with hyphae adhered to the eggshell; type 2, lytic effect with
morphological change of the embryo and eggshell, without hyphal penetration
through eggshell; and type 3, lytic effect with morphological change of the
embryo and eggshell, besides hyphal penetration and internal egg colonization.
In the experimental assay 1, the isolated fungi P. chlamydosporia (VC1 and
VC4) and P. lilacinus presented ovicidal activity for the effects of the types 1, 2
and 3 on eggs of T. saginata, while the isolated fungi D. flagrans (AC001) and
M. thaumasium (NF34) only presented effect of the type 1. In the experimental
assay 2, the isolated fungi D. flagrans (AC001) and M. thaumasium (NF34) only
presented effect of the type 1 for all the analyzed intervals. The isolated fungi of
the P. chlamydosporia (VC1 and VC4) and P. lilacinus, presented effects of the
type 1, 2 and 3 in the intervals of five, 10 and 15 days. At the end of the
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experiments 1 and 2, was demonstrated that the isolated P. chlamydosporia
(VC1 and VC4) and P. lilacinus acted in a negative effect on eggs of T. saginata
and capsules eggs of D. caninum, and the effect can be considered promising
candidates in the biological control of those helminths.
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1. INTRODUCAO

As zoonoses sdo doencas naturalmente transmissiveis entre 0os animais
e 0s seres humanos onde, na sua maioria, estao relacionadas ao modo de agir
inadequado no meio ambiente, passando a acometer a populacdo humana e
populacdes animais, em especial, 0s animais domésticos (REICHMANN et al.,
2000). Atualmente, sdo conhecidas cerca de 100 zoonoses, e algumas delas
possuem parte do seu ciclo bioldgico ocorrendo no ambiente, como € o caso da
infeccdo causada pelo Dipylidium caninum e o complexo teniase / cisticercose
causado pela Taenia sp. (NASCIMENTO, 2000).

O complexo teniase / cisticercose, caracterizado como uma zoonose de
grande importdncia para a saude publica em diversos paises do mundo
(JARDIM et al., 2006), ocorre sob duas formas: a teniase que infecta apenas o
ser humano e ocorre no final do ciclo biolégico do parasito, e a cisticercose que
pode infectar bovinos, suinos e seres humanos. Nos bovinos, 0 agente
etiolégico da cisticercose é a Taenia saginata (DIAS et al, 1991;
PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000), sendo de grande interesse
veterinario e econémico, pois o valor da carne contaminada é reduzido e
muitas vezes podem ser impréprias para o consumo humano (FERRER et al.,
2003). Segundo Lateef et al. (2007) em todo o mundo, aproximadamente 45
milhdes de pessoas sofrem de teniase.

Outro cestdide também considerado zoonadtico é o Dipylidium caninum,
um parasito do intestino delgado de canideos e felideos e outros carnivoros,
sendo um endoparasito muito comum no Brasil, podendo ocasionalmente
afetar o homem, causando a dipilidiose (MIQUEL et al., 1998).

Portanto, o papel de cédes e gatos como animais de companhia, embora
tragam beneficios para muitas pessoas também representam um risco
potencial para a saude, pois estes animais podem ser um transmissor de
infeccBes parasitarias, direta ou indiretamente (MARTINEZ-MORENO et al.,
2007).

Tanto para T. saginata como D. caninum, o principal fator envolvido na
transmissao é o ambiente, uma vez que o0s ovos eliminados pelo hospedeiro
definitivo vao contaminar o solo, a agua e os alimentos. Portanto, faz-se

necessario o desenvolvimento de um programa de sanidade animal para



controlar enfermidades que oferecem riscos a saude do ser humano e dos
animais (PEREIRA et al., 2006).

Estudos sobre os processos naturais de destruicdo dos ovos de
helmintos ainda se encontram em etapas iniciais, mas representam uma
alternativa interessante que, utilizada em combinacdo com outras medidas
profilaticas podera contribuir para o controle de espécies de importancia
epidemiolégica (LYSEK et al., 1982).

Atualmente, pesquisadores de todo mundo tém buscado medidas
alternativas para o controle de endoparasitoses de animais domésticos,
visando assim a diminuicio do emprego de quimioterapicos e,
consequentemente, a reducdo dos niveis de poluentes no ambiente e nos
produtos de origem animal (MOTA et al., 2003).

O controle biolégico realizado com fungos nematéfagos é uma
alternativa promissora que tem por finalidade o sinergismo com o controle
quimico (BRAGA et al., 2007). Na pratica, o controle biolégico ndo atua sobre
estagios internos do parasito. Os fungos nemat6fagos atuam sobre o0s
hospedeiros intermediarios, paraténico, vetores e estagios larvais de vida livre
diminuindo assim, a fonte de infeccdo aos hospedeiros finais, além de causar
menos efeitos negativos no ambiente que os métodos quimicos (ARAUJO et
al., 2004a). Esses fungos sdo antagonistas naturais de nematoéides, capazes
de promover a captura, a morte ou mesmo a destruicdo desses organismos
(BRAGA et al., 2007).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo in vitro dos
isolados fungicos Pochonia chlamydosporia, Paecilomyces lilacinus,
Duddingtonia flagrans e Monacrosporium thaumasium, sobre ovos de Taenia
saginata e Dipylidium caninum, buscando dessa forma, encontrar medidas

alternativas que sejam eficazes no controle dessas zoonoses.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Helmintos

Os helmintos constituem um grupo bastante numeroso, composto de
trés filos: Platyhelminthes, Aschelminthes e Acanthocephala, incluindo espécies
de vida livre e espécies parasitas (COSTA, 2000).

A ocorréncia desses organismos em seres humanos é muito comum. Os
flos de grande importdncia em termos zoonoticos englobam os
Platyhelminthes, do qual interessa as classes Trematoda e Cestoda, e o filo
Aschelminthes, do qual interessa a classe Nematoda, pois afetam o ser
humano e os animais (COSTA, 2000).

2.2 Classe Cestoidea

A classe Cestoda possui duas subclasses: Cestodaria e Eucestoda,
essa ultima possuindo vérias ordens, sendo de importancia meédico-veterinéria
as ordens, Pseudophyllidea (onde se encontra a familia Diphyllobotriidae) e
Cyclophyllidea (com as familias Teniidae, Dilepididae, Hymenolepididae e
Davaineidae, Anoplocephalidae) (REY, 2001; COSTA, 2000).

Os cestdodeos sdo endoparasitos, geralmente achatados dorso-
ventralmente, com o corpo em forma de fita seguida de véarias depressdes
transversais que o divide em segmentos, auséncia de tubo digestivo,
hermafroditas, desprovidos de cavidade geral, os 6rgdos de fixacao localizados
na por¢cdo anterior apresentando trés regifes distintas: escolex, regido mais
anterior; colo ou pescoco segunda regido, que suporta o escolex, e sendo o
elemento de ligagdo com a terceira regido, o estrobilo (FREITAS, 1980;
COSTA, 2000). Variam muito de tamanho, encontrando-se desde os que
medem apenas alguns milimetros de comprimento, até os que podem
ultrapassar os 10 metros (REY, 2001).



2.2.1 Taenia saginata — complexo teniase/cisticercose

De acordo com Nascimento (2000), varias espécies de ténias causam
problemas a saude humana, sendo também responsaveis por perdas
econdmicas na atividade agropecuaria. A teniase € uma parasitose intestinal
humana causada pela presenca do verme adulto Taenia saginata (Goeze,
1782) ou Taenia solium (Lineu, 1758) adquirida através da ingestdo de carne
crua ou mal-cozida, (PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000) causando
também a cisticercose bovina pela T. saginata e suina pela T. solium, podendo
causar também cisticercose humana pela ingestdo de ovos de T. solium. O
género Taenia pertence a familia Taenidae, a classe Cestoidea e a ordem
Cyclophyllidea (REY, 2001).

As ténias sdo vermes achatados, em forma de fita, segmentados e de
cor branca. Sao constituidas de cabeca, (também chamada de rostro ou
escolex), colo ou pescoco e estrobilo ou corpo que € composto de uma cadeia
de segmentos chamados de anéis ou proglotes. O homem € o0 Unico
hospedeiro definitivo de ambas as ténias, que se alojam no intestino delgado,
enquanto que os hospedeiros intermediarios sdo os bovinos para T. saginata e
0S suinos para T. solium, podendo o homem agir como hospedeiro
intermediario para a T.solium, ao ingerir &gua ou alimentos contaminados por
ovos, adquirindo a cisticercose humana (NASCIMENTO, 2000; REY, 2001;
SASAKI & BRIOSCHI, 2004; SILVA, 2005). Existem, portanto, trés fases com
relacédo a populacao de parasitas: parasito adulto no hospedeiro definitivo, ovos
no ambiente e cisticercos (fase larval) no hospedeiro intermediario
(PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000).

Os ovos de ambas as ténias (T. saginata e T. solium) sdo esféricos,
indistinguiveis, medindo cerca de 30um de diametro e constituidos por uma
casca protetora, o embriéforo, sendo formado por blocos piramidais de quitina
unidos entre si por uma substancia resistente ao ambiente (provavelmente
protéica), e no interior encontra-se o embrido (oncosfera) provido de trés pares
de aculeos e dupla membrana (SILVA, 2005). Quando os ovos sao ingeridos
pelo hospedeiro intermediario, no caso o bovino, ocorre a eclosédo e ativacao
do embrido pela acdo dos sucos digestivos e da bile. Consequentemente, a
oncosfera penetra na mucosa intestinal, chega a circulagdo sanguinea e,

posteriormente ira desenvolver em cisticerco principalmente no tecido



conjuntivo dos musculos cardiacos e esqueléticos (REY, 1992 e 2001; SASAKI
& BRIOSCHI, 2004; SILVA, 2005). O homem adquire teniase ao ingerir carne
contaminada crua ou mal cozida contendo cisticercos, que sao liberados
durante a digestdo da carne, fixando no intestino delgado ap6s o escoélex
desinvaginar sob a ac&o da bile (REY, 1992; PFUETZENREITER & AVILA-
PIRES, 2000). A teniase é frequentemente assintomatica, onde o individuo se
torna consciente do parasitismo apenas depois de ter ele mesmo constatado a
expulsdo de proglotes. Em alguns casos mais tipicos, surgem algumas
perturbacdes gastrintestinais como dores abdominais e nauseas, podendo
ocorrer também outras manifestacdes clinicas como vertigens, diarréia e
prurido anal (REY, 2001).

Os ovos podem permanecer viaveis por periodos de aproximadamente
de 4 a 12 meses (PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000), dependendo
das condicbes ambientais que favorecem maior sobrevivéncia, como
temperaturas amenas (entre 24 a 30°C) e umidade. Reiff (1994) mencionou
ainda que os ovos sdo resistentes ao tratamento convencional de esgotos
como coagulacao, desinfeccdo (cloracdo) e decantacdo, favorecendo dessa
forma maior sobrevida e infectividade desses parasitos.

Fatores econdémicos, culturais e religiosos tendem a expor certos grupos
de individuos em maior ou menor grau, juntamente com habitos pouco
higiénicos das pessoas defecarem diretamente no ambiente, ou sanitérios pela
auséncia de fossas, muitas instaladas sobre cérregos e rios, contaminando o
ambiente, e assim contribuindo para agravar o problema. A dispersdo dos ovos
ainda pode ocorrer através do vento, aves, anelideos e artrépodes
(PFUETZENREITER & AVILA-PIRES, 2000).

A teniase ndo é apenas um problema de saude publica, mas também
um problema econémico importante em areas endémicas, principalmente em
paises subdesenvolvidos (LATEEF et al., 2007). O complexo teniase /
cisticercose causado por T. saginata apresenta distribuicAo cosmopolita,
estando amplamente ligada a maioria dos paises onde se tem criacdo bovina
(DORNY et al., 2000; PEREIRA et al., 2006).

A bovinocultura brasileira apresenta um cenario de maior rebanho

comercial do mundo, possuindo todas as condi¢des para o setor das industrias



de carne e derivados alcancarem maior participacdo no mercado internacional
(PEREIRA et al., 2006).

No estado de S&o Paulo, Ungar & Germano (1992), estudaram a
prevaléncia da cisticercose de bovinos, num periodo de Janeiro a Dezembro de
1986, em 572 municipios com um total de abate de 896.654 animais e
verificaram uma prevaléncia de 5,46% bovinos registrados com cisticercose.

Estado do Parana, Souza et al. (2007) estudaram a prevaléncia da
cisticercose bovina num periodo de Julho a Dezembro de 2000, em um
frigorifico inspecionado pelo SIF (Servico de Inspecéo Federal), localizado na
regido metropolitana de Curitiba, no municipio de Sdo José dos Pinhais, onde
foram inspecionados 26.465 bovinos. Os animais procediam de 137 municipios
do Estado do Parana. A avaliacdo desses animais permitiu identificar 1.014
animais positivos, apresentando uma ocorréncia de 3,83% animais com
cisticercose.

Ainda no Parana, Falavigna-Guilherme et al. (2006) realizaram um
estudo durante o periodo de Janeiro a Dezembro de 2004, no abatedouro de
Sabéaudia, onde foram encontrados 9,3% de bovinos infectados.

Pereira et al. (2006), determinaram a prevaléncia da cisticercose bovina,
sob inspecéo federal, no estado do Rio de Janeiro, no periodo de 1999 a 2003,
em 38 municipios, onde 494.620 animais foram abatidos sendo encontrados
1,95% destes animais infectados.

No estado da Bahia, municipio de Jequié, Santos et al. (2008),
verificaram a prevaléncia da cisticercose bovina em 142.579 animais abatidos
num periodo de Agosto de 2004 a Julho de 2006 em um matadouro-frigorifico,
que possui Servico de Inspecéo Federal.

No municipio de Minas Gerais, em Uberaba, Esteves et al. (2005)
realizaram um inquérito epidemiologico na populacdo que faz parte do grupo
Programa Saude da Familia, onde um total de 100.144 pessoas fizeram parte
da pesquisa registrando 0,2% de individuos com teniase.

Silva & Silva (2007) realizaram um estudo no municipio de Correia Pinto,
no Estado de Santa Catarina, num periodo de Dezembro de 2003 e janeiro de
2004, onde participaram deste estudo, 628 pessoas, onde foi observada a
ocorréncia de 2,5% dessas pessoas portadoras de teniase.



A prevaléncia da cisticercose bovina provém de dados dos servicos de
inspecdo veterindria em matadouros e frigorificos. No Brasil esses servicos
deveriam funcionar em todos os matadouros e frigorificos a recomendacéo da
Divisdo de Inspecado de Carnes de Brasilia e que, todavia até 0 momento ainda
nao concretizou essa realidade. As carcacas ou 0rgaos parasitados podem ter
destinos variados, dependendo do grau de infeccdo, seguindo a salga,
conserva (enlatados), congelamento ou perda total da carcacga, causando
graves prejuizos a quem cria, recria e/ou engorda o gado para abate. O preco
da carcaca estaria em torno de R$ 850,00 a R$ 1.000,00 e os prejuizos sao
estimados em casos de cisticercose viva numa gueda de até 30% no preco do
bovino abatido (DIAS et al., 1991; PEREIRA et al., 2006).

De acordo com Pereira et al. (2006), no Brasil é dificil quantificar os
valores decorrentes dessa perda com preciséo, devido ao fato dos estudos a
este respeito serem esporadicos e ndo atualizados e poucos sdo os Estados na
federacdo que conhecem a taxa de prevaléncia de cisticercose bovina no seu
rebanho.

Outro problema a ser considerado € o abate clandestino, que atinge
elevados percentuais, acarretando sério problema a saude publica e graves
danos a industria. Muitos casos positivos, mesmo no servigco de inspecéao,
podem passar despercebidos, principalmente onde a infeccdo é moderada. Ha
também restricdes, em termos comerciais, pois ndo é permitida incisdbes em
carnes nobres, isto depreciaria seu valor de mercado, mas nao excluiria a
possibilidade de se encontrarem infectadas, expondo o consumidor ao risco
(PEREIRA et al., 2006).

A ocorréncia da cisticercose pode ser representada como duplo
indicador: a situacdo da inspecao sanitaria e a ocorréncia da teniase humana,
pois 0s animais se infectam com os ovos de Taenia sp. que sao originarios das
fezes do homem, o hospedeiro definitivo (PEREIRA et al., 2006).

De acordo com Silva (2005), a prevaléncia do complexo teniase /
cisticercose € subestimada em virtude de varios fatores que dificultam o
diagnéstico humano e animal. Nos seres humanos, a pesquisa por teniase
pode ser feita por métodos rotineiros parasitolégicos como sedimentacéo,
Willis, Faust, ou pelo método de fita gomada, mas para um diagndstico mais

especifico, ha necessidade de se fazer a tamizacéo (lavagem em peneira fina),



mas nem sempre esses meéetodos detectam os ovos, uma vez que, 0 parasito
pode ndo ter proglotes maduras para serem liberadas pelo individuo. Ja o
diagnéstico da cisticercose animal é feito apenas no abate, que pode
apresentar falhas metodoldgicas ou nem mesmo serem realizadas.

A aplicacdo de medidas para o controle da teniase/cisticercose depende
das caracteristicas epidemioldgicas da regido, incluindo fatores culturais-socio-
econdmicos. A estratégia fundamental baseia-se em interromper o ciclo
biologico do parasito, evitando assim a infeccdo nos animais e
consequentemente na populacdo humana. As estratégias consistem no
melhoramento das condi¢cdes de saneamento do ambiente, tratamento de toda
populacdo, melhorar a criagdo de animais (evitar acesso dos animais com
fezes humanas), evitar abate e comércio clandestino de carnes, educagéo
sanitaria com énfase na adogdo de hébitos de higiene (PFUETZENREITER &
AVILA-PIRES, 2000).

2.2.2 Dipylidium caninum

Animais de companhia, em particular cdes e gatos, representam um
importante papel na sociedade em todo o mundo. Eles contribuem para o
desenvolvimento social e emocional das criangas, e principalmente de pessoas
idosas ou portadores de necessidades especiais, proporcionando um 6timo
bem-estar (ROBERTSON et al., 2000).

Os parasitos gastrintestinais de animais domésticos exercem um papel
relevante como espoliadores de nutrientes, atuando como um fator considerado
no retardo do desenvolvimento do animal, e algumas espécies de parasitos sdo
de grande interesse para a saude publica como agentes causadores de
zoonoses (ALVES, 2005).

O Dipylidium caninum (Lineu, 1758) € um cestoéide pertencente a familia
Dilepididae. Este é parasito comum de cdes e gatos, podendo também
parasitar o homem. E uma espécie muito comum em nosso pais. Habita o
intestino delgado de céaes, gatos e, embora no ser humano esse parasitismo
seja raro, ocorre principalmente em criancas de idade pré-escolar, sendo
encontrada habitando também o intestino delgado destas (NEVES et al., 2000
e 2005).



O parasito adulto vive no intestino delgado de canideos, felideos e,
acidentalmente, do homem. Esses sdo os hospedeiros definitivos do parasito.
O D. caninum mede cerca de 15-20cm de comprimento e possui rostro retrétil
armado de quatro fileiras de ganchos. Os ovos ficam contidos dentro de uma
capsula ovigera, que alberga cerca de 20 ovos (NEVES et al., 2000,2005). A
capsula ovigera é uma modificacdo celular da parede uterina. Quantidades de
material vitelinico, &cido mucopolissacarideo-positivo dentro do Utero, formam a
capsula. Este material cimenta as capsulas para formar os agrupamentos de
ovos. A capsula contém uma lamina fina que separa o material exterior de uma
camada interior homogénia de PAS-positivo. A estrutura da capsula é
composta por polissacarideos ou glicoproteinas. A capsula ovigera possui de
120 a 200um, enquanto os ovos quase esféricos, possuem cerca de 26 a 50um
(PENCE, 1967).

Assim como a T. saginata, o D. caninum também possui trés estagios de
vida com relacdo ao parasito, sendo o parasito adulto no hospedeiro definitivo,
ovos no ambiente e larva cisticercoide no hospedeiro intermediério.

As proglotes gravidas séo eliminadas para o meio ambiente juntamente
com as fezes ou espontaneamente disseminando as capsulas ovigeras
contendo os ovos. Os ovos liberados séo ingeridos por larvas de pulgas
(Ctenocephalides sp., Pulex sp.), piolhos (Trichodectes canis) ou coledpteros
(Tribolium sp., Tenebrium sp.), que sdo os hospedeiros intermediarios. O
embrido hexacanto ou oncosfera eclode no tubo digestivo do inseto, atravessa
a parede do trato digestivo atingindo a homocele. A oncosfera entdo se
transforma em larva cisticercéide e, a medida que o hospedeiro intermediario
passa pela fase de pupa e adulto, a larva cisticercéide se torna infectante ou
madura. O hospedeiro definitivo (caes, gatos e, acidentalmente humanos) se
contamina ao ingerir 0 hospedeiro intermediéario infectado. A larva cisticercoide
entdo sofre desinvaginamento no intestino delgado originando o cestodide adulto
(URQUHART et al., 1990; FORTES, 1993; NEVES et al., 2000 e 2005).

Desde a ingestéo do ovo pelo artropode, até larva cisticercéide madura,
o0 tempo necessario é cerca de 30 dias, e no intestino dos hospedeiros
definitivos a maturacdo dos vermes € alcancada 30 dias apo6s a infecgdo
(NEVES et al., 2000 e 2005).



Os cées sdo susceptiveis aos parasitos ao longo da sua vida, mas o
nivel de infeccdo tende a ser mais alto em animais jovens devido ao sistema
imune imaturo desses animais (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).

Embora a maioria dos helmintos parasitos gastrintestinais de cées seja
cosmopolita, a prevaléncia varia de uma regido para outra e também ao longo
do tempo, como resultado de alteracdes culturais além do desenvolvimento e
do uso de vermifugos e técnicas de diagndstico (ROBERTSON et al., 2000;
OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2002).

E importante ressaltar que para ocorrer o desenvolvimento do D.
caninum no hospedeiro definitivo, € necessario o hospedeiro intermediario, no
caso as pulgas e piolhos, ficando claro que as vezes o controle desses insetos
é ineficaz (LABARTHE et al., 2004).

No Brasil, Estado de Sao Paulo, Silva et al. (2001), analisaram a
ocorréncia de helmintos parasitos em 28 cdes e 11 gatos, provenientes dos
canis municipais de Araraquara, Cosmorama, Jaboticabal, Pontal, Sertdozinho
e Tailva. Foram observados que 42,86% dos caes, e 54,54% dos gatos,
estudados neste trabalho, se encontravam parasitados por D. caninum.

No municipio de Guarulhos — S.P., Santos & Castro (2006), no periodo
de Setembro de 2002 a Outubro de 2004, analisaram 166 amostras fecais de
caes, e observaram uma frequéncia de 2,41% animais infectados com D.
caninum.

Na cidade do Rio de Janeiro, Labarthe et al. (2004), encontraram uma
prevaléncia de 52% de gatos infectados com D. caninum, em 135 animais
pesquisados.

Mundim et al (2004), analisaram a frequéncia de helmintos parasitos em
50 gatos, no municipio de Uberlandia — Minas Gerais, hum periodo de Agosto
de 2000 a Dezembro de 2001, onde foram observados 14% dos animais que
foram necropsiados estavam infectados por D. caninum.

No periodo de Agosto de 2001 a Marco de 2002, Alves et al. (2005)
analisaram 434 amostras de fezes de caes, no municipio de Goiania, e
encontraram 0,26% cdaes infectados com D. caninum.

O conhecimento mais acurado sobre a epidemiologia e a profilaxia dos
parasitas mais importantes de cées e gatos, particularmente sobre as suas

10



incidéncias e prevaléncias, sdo fundamentais para a adocdo de medidas
profilaticas adequadas para a protecdo humana (SANTOS & CASTRO, 2006).

Considerando-se os aspectos relacionados a saude publica e animal, o
estudo da prevaléncia desses parasitos em relacdo as infeccées causadas,
deveria ser um trabalho continuo, com medidas de controle (OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al., 2002).

2.3 Fungos nematéfagos

A grande maioria dos fungos nematéfagos € mitospérico e eram
classificados na divisdo Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem
Hyphomycetales e familia Moliniaceae. A maioria dos fungos era classificada
como pertencentes aos géneros Arthrobotrys, Dactylaria, Dactyella e
Trichothecium, até 1964. Posteriormente, novos géneros de fungos foram
descritos, incluindo  Monacrosporium, Duddingtonia, Genicularia e
Dactylariopsis. Foi observada reproducéo sexuada de algumas espécies destes
fungos que estdo sendo reconhecidas como pertencentes ao filo Ascomycota
(MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a).

Os fungos nematéfagos sédo organismos saproéfitas mundialmente
estudados, com capacidade de predar nematoides produzindo armadilhas ao
longo de suas hifas (MOTA et al., 2002) exibindo reducéo efetiva na populacao
de nematoides em experimentos laboratoriais e também promovendo grande
eficacia em experimentos a campo (ARAUJO et al., 1998). Sdo encontrados
em todo o mundo em diferentes habitats, sendo frequentemente encontrados
em ambientes ricos de material organico (LARSEN, 2000).

Os fungos nematofagos, também chamados de fungos destruidores de
nematoides, sédo divididos em trés grupos, e estdo catalogados em mais de 150
espécies (MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a).

O primeiro grupo de fungos é classificado como predadores de
nematoides, e sdo a maioria. Estes produzem estruturas em forma de anéis
constritores e ndo constritores, hifas, botdes e redes tridimensionais adesivas
ao longo do micélio. Apdés o aprisionamento pela armadilha, ocorre a
penetracdo das hifas na cuticula do nematdide, seguido de crescimento das

hifas no interior do nematéide e digestdo dos conteudos internos (MORGAN-
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JONES & RODRIGUEZ-KABANA, 1988; MOTA et al., 2003; ARAUJO et al.,
2004a). No grupo dos fungos predadores destacam-se 0s géneros
Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium, como 0s mais estudados
(DIMANDER et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a). Na espécie do género
Arthrobotrys o tipo mais comum de estruturas de captura sdo as redes
tridimensionais, podendo também ser capazes de produzir clamidésporos.
Possui também, conidiéforo ereto podendo ter em sua extremidade até seis
conidios (BARRON, 1977; MOTA et al., 2003). No Brasil, Araujo et al. (1992,
1993 e 1994) foram os pioneiros no estudo e demonstraram a acao in vitro de
fungos do género Arthrobotrys, sobre larvas infectivas de Haemonchus placei.
A espécie D. flagrans, considerada a mais promissora, é a mais estudada no
controle das nematodioses dos animais domésticos e produz varios conidios na
extremidade dos conidioforos, produzem grande quantidade de clamidésporos
em matéria seca, e suas hifas adesivas servem para capturar nematoides
(MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a). As espécies do género
Monacrosporium sdo caracterizadas por produzirem apenas um unico conidio
em cada clamidésporo, e sdo capazes de predar nematdides por meio de hifas
adesivas (BARRON, 1977; ARAUJO et al., 2004b).

O segundo grupo de fungos € chamado de endoparasitos, capazes de
infectar os nematdides através de esporos, que uma vez ingeridos,
desenvolvem hifas responsaveis pela absorcdo do conteuddo interno do
nematoide. Estes ndo produzem hifas vegetativas fora do corpo do hospedeiro,
mas hifas férteis ou conidi6foros contendo esporos (MORGAN-JONES &
RODRIGUEZ-KABANA, 1988; MOTA et al.,, 2003; ARAUJO et al., 2004a).
Alguns pesquisadores sugerem que este grupo de fungos, pode ser um
candidato melhor ou mais forte no controle biolégico de nematdides, mas
apenas algumas espécies, como Drechmeria coniospora e Harposporium
anguillulae, foram testadas contra nematéides gastrintestinais (LARSEN, 2000).
Santos & Charles (1995), analisando a acédo do fungo Drechmeria coniospora
contra larvas de Haemonchus contortus, enquanto Charles et al., (1996) em
estudos laboratoriais observaram a acdo do fungo Harposporium anguillulae
também sobre larvas de H. contortus.

O terceiro grupo de fungos sé@o os oportunistas, parasitos de ovos. De

acordo com a descricdo de Mizobutsi et al. (2000), os fungos que impedem o
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desenvolvimento de ovos, sdo provavelmente mais promissores como
biocontroladores, pois quando comparados com fungos endoparasitos e
predadores, o efeito do fungo ovicida € mais acentuado na redugcdo da
populacdo de nematdide. Lysek & Nigenda (1989) propéem que os fungos
predadores de ovos sejam agrupados de acordo com sua forma de acéo. Parte
desses fungos utiliza metabdlitos proprios atuando negativamente no embrido,
sem alterar o aspecto morfolégico da casca do ovo, e 0 outro grupo, atua por
meio de suas hifas, penetrando ativamente nos ovos atingindo o embrido. O
fungo age através de pequenos poros existentes na camada vitelinica da casca
do ovo, onde as hifas penetram causando alteracdo na permeabilidade da
casca e expandindo seu volume. A hifa aumenta seu tamanho ao passar pela
camada vitelinica e atravessa a camada adjacente quitinica e lipidica. Como
resultado desse processo, a camada vitelinica se divide, a camada de quitina
se torna vacuolizada e a camada de lipidios se torna dispersa. Do ovo
emergem, entdo, hifas enddégenas que produzem conidiéforos, funcionando
como fonte de conidios. Estes fungos colonizam o conteudo do ovo, como
também a larva em desenvolvimento no interior do ovo (MORGAN-JONES &
RODRIGUEZ-KABANA, 1988; MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a).
Neste grupo, destacam-se os fungos Pochonia chlamydosporia (syn V.
chlamydosporium) (Goddard), e o Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson
(MANKAU, 1980; GRAMINHA, 2001). A atividade ovicida é seguida por trés
principais tipos medidos através de alguns parametros estabelecidos na
literatura: Sem alteracdo; efeito tipo 1: efeito fisioldgico e bioquimico sem
prejuizo morfolégico a casca, onde sao visualizadas as hifas aderidas a casca
do ovo; efeito do tipo 2: efeito litico com alteracdo morfolégica da casca e
embrido do ovo, sem penetracdo das hifas através da casca; e efeito do tipo 3:
efeito litico com alteracdo morfoldégica da casca e embrido do ovo, com
penetracdo de hifas e colonizacéo interna do ovo (LYSEK, 1976; 1978).

Os estudos se iniciaram na Franca, no come¢o do século XX, onde
utilizaram fungos nematéfagos como controladores biolégicos de parasitos
gastrintestinais de animais. Recentemente, estes estudos foram retomados,
utilizando diferentes espécies de fungos no combate a diversas espécies de
parasitos de animais domeésticos, sendo observado interagcbes em placas de
Petri com meio de cultura (MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a).
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Os fungos nematofagos apresentam esporos bastante diversificados no
tamanho, coloracdo, forma e resisténcia no ambiente. A maioria apresenta
esporos secos que emergem dos conidiéforos, que sdo essenciais na
dispersdo aérea dos conidios. Podem ser produzidas também estruturas
denominadas clamidosporos, que sdo esporos de parede espessa,
diferenciados a partir das hifas, aparecendo em condicdes de estresse extremo
podendo dar origem a hifas, conidioforos e conidios (BARRON, 1977).

Estes fungos s&o o0s organismos que tém sido mais amplamente
estudados no controle biologico de nematbides parasitos de animais
domésticos e, na sua maioria agem efetivamente na reducdo da populacéo
desses parasitos tanto em laboratérios como também nas pastagens (ASSIS &
ARAUJO, 2003; ARAUJO et al., 2004c; ARAUJO et al., 2004d).

Experimentos in vitro e in vivo vém demonstrando o potencial de agao
que estes fungos predadores tém sobre parasitos gastrintestinais,
comprovando assim, sua potencialidade como controlador biolégico (ARAUJO
et al., 2004d).

2.3.1 Monacrosporium thaumasium

Diversos géneros de fungos nematofagos, dentre eles o género
Monacrosporium, tém sido utilizados no controle bioldgico das helmintoses
(ARAUJO et al., 2007). Este fungo predador do género Monacrosporium foi
classificado por Cooke & Godfrey em 1964, como pertencendo a divisdo
Deuteromycotina (BARRON, 1977; ARAUJO et al., 2004a, 2004b).

O fungo Monacrosporium thaumasium é capaz de predar nematodides
por meio de hifas adesivas e produzir apenas um unico conidio na extremidade
do conidiéforo (BARRON, 1977). Seus conidios medem cerca de 27-49 um de
comprimento por 15-23 um de largura e a predacao dos nematdides acontece
por meio de nodulos e redes adesivas ou anéis constritores (ARAUJO &
RIBEIRO, 2003; ARAUJO et al., 2004a). Ele é capaz de sobreviver a passagem
pelo trato gastrintestinal de ruminantes sem perder sua acao predatdria, sendo
isto primordial no controle bioldgico das helmintoses (MELO et al., 2003;

ARAUJO et al., 2007), além de possuir acdo comprovada sobre nematoides
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gastrintestinais, sendo um candidato promissor a ser empregado no controle
biolégico desses organismos (ARAUJO et al., 2004a, ARAUJO et al., 2006b).
Estudos realizados com bovinos, por Aradjo & Ribeiro (2003), Araujo et
al. (2004b), Araujo et al. (2004c), Araujo et al., (2006b) demonstraram a
eficacia do fungo Monacrosporium thaumasium sobre larvas infectantes de
Cooperia sp. e Oesophagostomum sp. Melo et al. (2003) demonstraram a acéo
deste fungo, sobre larvas de Haemonchus contortus, em caprinos, e Araujo et
al. (2007), observaram também a acdo deste fungo sobre larvas de
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis, Trichostrongylus axei,
Oesophagostomum columbianum e Strongyloides papilosus. Em 2003, Assis &
Araljo, analisaram a ag¢do desse mesmo fungo em equinos, comprovando
também sua eficacia sobre ciatostomineos. Experimento in vitro com larvas
infectantes de Ancylostoma spp. de cdes, demonstraram também que este

fungo tem acéo predatoéria sobre estes parasitos (MACIEL et al., 2006).

2.3.2 Duddingtonia flagrans

O género Duddingtonia é caracterizado por produzir varios conidios na
extremidade dos conidiéforos. Os conidios tém formato que varia entre eliptico
e ovoide, apresentando um septo mediano, de 25-50 um de comprimento por
10-15 um de largura, e produzem grande quantidade de clamidésporos em
matéria seca. O fungo Duddingtonia flagrans € a espécie mais estudada no
controle das helmintoses gastrintestinais de animais domésticos na Europa,
mas isso ndo significa que seja a mais promissora (MOTA et al., 2003;
ARAUJO et al., 2004a).

A capacidade do fungo Duddingtonia flagrans em predar nematoides é
por meio de hifas adesivas que sao induzidas ap6s o contato fisico e migracao
dos nematoides (GRONVOLD et al., 2004).

E importante ressaltar ainda, que este fungo tem capacidade de
sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal de ruminantes, sendo uma
caracteristica importante na condicdo de um controlador biolégico (WALLER, et
al., 2001).
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De acordo com Sanyal et al. (2004), D. flagrans € empregado com
sucesso no controle biolégico das helmintoses gastrintestinais em razao da
grande producao de clamiddsporos e a sua resisténcia a condi¢des adversas.

No Brasil, varios estudos com esta espécie de fungo tanto in vitro como
in vivo, tem mostrado a eficiéncia em destruir larvas de nematdéides. Araujo et
al. (2006b) em estudos laboratoriais, demonstraram a ac¢do do fungo D.
flagrans sobre larvas infectantes de Cooperia sp. e Oesophagostomum sp.
obtidas de fezes de bezerros, e Araujo et al. (2006a) também comprovaram a
acdo deste fungo sobre larvas infectantes de Haemonchus contortus e
Strongyloides papillosus de caprinos.

Na Suécia, Waller et al. (2004), avaliaram a ac¢do do fungo em parasitos
de ovelhas e concluiram que o controle alternativo com este fungo pode ser
eficaz. Paraud et al. (2006), avaliaram a acdo do mesmo em parasitos
gastrintestinais de ovelhas na Franca, e verificaram também sua agédo contra
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus

colubriformis.

2.3.3 Pochonia chlamydosporia

O fungo Pochonia chlamydosporia, antes conhecido como Verticillium
chlamydosporium (GAMS & ZARE, 2001), foi registrado pela primeira vez,
segundo descrito por Mo et al. (2005), parasitando um nematéide de planta,
Heterodera schachtii, por Willcox e Tribe em 1974. A partir de entdo, estudos
vém demonstrando a acdo desse fungo em fémeas, ovos e cistos de
fitonematdides (VERDEJO-LUCAS et al, 2003, MONFORT et al., 2005).

Esse fungo da classe Deuteromiceto, € parasito facultativo de ovos de
nematoides, formadores de cistos em raizes e galhas, e como outros fungos
nematéfagos, possuem uma fase sapréfita sendo frequentemente isolado do
solo e também encontrando-se associado com varios substratos (GAMS &
ZAIRE, 2001; MONFORT et al., 2005; MONFORT et al., 2006).

O fungo parasita os ovos de nematdides, formando um apressorio
através de hifas indiferenciadas que colonizam a parede dos ovos e sua
penetracdo € devido a uma presséao fisica e mecénica, e atividade enzimatica

provocada pela enzima VCP1 (protease-serino-alcalina), caracterizada pela
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remocao in vitro da membrana vitelinica da casca do ovo (LOPEZ-LLORCA &
ROBERTSON, 1992), que ocorre pelas alteracbes ultra-estruturais,
enfraquecendo assim a camada vitelinica através de enzimas, hidroliticas,
quitinases e proteases, que promovem essa remocao da camada mais externa
e degradam a quitina (KERRY, 2000).

Os conidios variam de formato podendo ser eliptico, globoso e as vezes,
bacilar. Apresenta conidi6foro pequeno e hifas diferenciadas que podem ser
eretas (GAMS & ZAIRE, 2001).

No Brasil, estudos recentes vém demonstrando a capacidade de
destruicdo deste fungo sobre ovos de helmintos gastrintestinais, como Ascaris
lumbricoides (BRAGA et al., 2007), Fasciola hepatica (BRAGA et al., 2008a),
Schistosoma mansoni (BRAGA et al., 2008b), Ascaris suum (ARAUJO et al.,
2008). Desta forma, este fungo pode ser considerado como um potencial

agente no controle bioldgico de helmintos parasitos gastrintestinais.

2.3.4 Paecilomyces lilacinus

E fungo Deuteromiceto, da familia Moniliales, um hifomiceto, saprdfita e
distribuido por toda parte do mundo, sendo encontrado com maior freqiéncia
em regides quentes, e sdo encontrados no solo em profundidades variaveis de
0-40cm ou mais. O Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson é um dos fungos
mais estudados a campo, e tem demonstrado um controle efetivo em espécies
de fitonematoides do género Meloidogyne (SANTIAGO et al., 2006).

Possuem conidiéforos bem desenvolvidos. Os conidios séo elipticos,
cilindricos ou oblongos, medindo cerca de 2 x 4 um, e ocorrem em cadeias
longas nado ramificadas. As hifas sdo hialinas, septadas e muito ramificadas, e
clamidésporos também podem ser produzidos (NEUFELD, 1998).

Assim como P. chlamydosporia, esse fungo possui como caracteristica a
penetracdo nos ovos de nematodides e destruicdo do embrido, colonizando e
posteriormente, destruindo também fémeas (SANTIAGO et al., 2006). A
atividade ovicida acontece pela atividade mecanica, enzimatica ou por ambas
(CIARMELA et al., 2005). De acordo com a descrigdo feita por Aradjo et al.

(1995), uma vez que a hifa entra em contato com os ovos de nematoides, uma
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série de mudancas ultraestruturais acontece no seu envoltorio. Isso € devido ao
efeito dos metabdlitos exdgenos e a atividade quitinolitica do fungo.

Alguns trabalhos realizados no Brasil, com ovos de helmintos
gastrintestinais de animais domeésticos, vém demonstrando a a¢&o ovicida in
vitro desse fungo. Araujo et al. (1995), estudaram o efeito em ovos de Toxocara
canis, onde analisaram resultados promissores, demonstrando assim sua
atividade ovicida. Braga et al., (2008c), avaliaram a acao deste isolado sobre
ovos de Moniezia expansa e também obtiveram resultados promissores. Outros
trabalhos com ovos de Toxocara canis (BASUALDO et al.,, 2000) e Taenia
hydatigena (CIARMELA et al.,, 2005) também vém ressaltando a atividade
ovicida do fungo P. lilacinus comprovando seu potencial como controlador

biologico de ovos de helmintos gastrintestinais.
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2.4 Controle biolégico

Na procura por métodos ndo quimicos, pesquisas vém sendo realizadas
visando a utilizacdo do controle biolégico com o uso de inimigos naturais
(Barron, 1977). De acordo com Larsen (2000), a pesquisa nessa area vem
aumentando nos ultimos anos. A principal estratégia do controle biolégico néo
€ eliminar o organismo parasito, e sim diminuir e manter a sua populacéo
abaixo de um limiar sub-clinico e economicamente aceitavel, evitando assim
efeitos severos na populacdo hospedeira. Segundo descrito por Araudjo et al.
(2004a), o controle biolégico atua como um regulador de toda populacdo por
meio de antagonistas, onde na auséncia desses controladores naturais, haveria
um aumento indiscriminado na populagéo de um determinado organismo.

Na pratica, o controle biolégico ndo atua sobre formas internas dos
parasitos, mas sim sobre 0s hospedeiros intermediérios, paraténicos, vetores e
estagios larvais de vida livre, como seus ovos, diminuindo dessa forma a fonte
de infeccdo para os hospedeiros finais, além de causarem menos efeitos
negativos no ambiente que os métodos quimicos (ARAUJO et al., 2004a).

Os microorganismos selecionados para atuarem como controladores
bioldégicos devem possuir especificidade de acéo, alta capacidade reprodutiva e
suportar condicdes ambientais no local onde o controle é realizado (MOTA et
al., 2003).

O controle de helmintos gastrintestinais de animais domésticos €
realizado principalmente por meio de anti-helminticos. Contudo, esse método
vem apresentando algumas desvantagens, como residuos quimicos na carne e
no leite, contribuicdo no impacto ambiental, e desenvolvimento de resisténcia
por parte dos parasitos, devido ao uso continuado e, muitas vezes,
inconveniente, com indmeras classes quimicas que contribuem para a
contaminacdo das pastagens (WALLER & FAEDO, 1993; GRAMINHA et al.,
2001). Devido a esses problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade,
h& uma necessidade de integracdo de programas preventivos que possam
diminuir a freqiéncia de tratamentos quimicos, reduzindo dessa forma a
dependéncia dos anti-helminticos (ARAUJO et al., 2004a).

Programas de controle parasitarios eficientes sdo baseados em
informacgdes sobre a disposicédo de larvas no ambiente, deteccéo de fontes de

infeccdo, exigéncias climaticas para eclosdo de ovos e viabilidade larvar. Os
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requisitos mais importantes no estabelecimento de um controle efetivo sdo: o
conhecimento epidemiolégico dos parasitos e as interacbes destes com o0s
hospedeiros em um determinado ambiente e sistema produtivo, onde a falta de
tais informacdes pode levar a utilizacdo inadequada de tratamentos anti-
helminticos, conduzindo assim a um rapido desenvolvimento de resisténcia,
aumentando os casos clinicos e perdas reprodutivas (MOTA et al.,, 2003;
ARAUJO et al., 2004a; ARAUJO et al., 2006b).

Dessa forma, o controle biol6gico sobre nematdides gastrintestinais vem
sendo uma alternativa eficaz, com resultados satisfatorios (BRAGA et al.,
2007). Dentre os mais variados antagonistas de nematdides, encontram-se
organismos como fungos, bactérias, protozoarios, virus, entre outros, sendo 0s
fungos nematofagos aqueles que apresentam melhores desempenhos em
pesquisa de controle bioldgico de nematdides (ARAUJO et al., 1998; ARAUJO
et al., 1999; MOTA et al., 2003). A vantagem do sinergismo entre o controle
biolégico realizado com esses fungos e o controle quimico € a atuacao
promissora sobre as formas infectantes presentes nas fezes assim como 0s
nematoéides que estdo parasitando o animal (BRAGA et al., 2007). De acordo
com Stirling (1991), os fungos sdo mais promissores para o controle biolégico
em relacdo a outros organismos, pois estdo em abundancia no solo e podem
utilizar varios substratos organicos e micro-habitats que promovem
oportunidades para a interacdo com nematoides.

Como observado, a grande maioria dos estudos sobre controle biologico
de helmintos gastrintestinais tem sido direcionados apenas para a utilizacéo
dos fungos nematéfagos predadores de larvas infectantes (L3) (MENDONZA-
DE-GIVES et al, 1999). No entanto, alguns trabalhos recentes relatam a acao
de fungos que impedem a evolucéo de ovos de helmintos, demonstrando sua
capacidade de acdo como sendo uma alternativa promissora e viavel que vem
se destacando (CIARMELA et al., 2002; CIARMELA et al., 2005; BRAGA et al.,
2007; BRAGA et al., 2008a).

Mota et al. (2003) mencionam que a administracdo de fungos
nematofagos em animais domésticos é uma proposta promissora e viavel, em
razdo de que esses fungos vém apresentando resultados satisfatorios no
controle dos nematdides em pastagens, reduzindo o niumero de infestacées e

reinfestacoes.
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Uma caracteristica importante para que um fungo seja estudado como
controlador biolégico, € a resisténcia deste a passagem pelo trato
gastrintestinal ap6s a administragcdo oral, sem perder sua capacidade
predatoria, colonizando o bolo fecal e capturando as larvas parasitas antes que
estas migrem para a pastagem (ARAUJO & RIBEIRO, 2003). De acordo com
Kerry (2000), algumas espécies de fungos ovicidas produzem clamidésporos
gque sao resistentes a passagem gastrintestinal de animais domésticos e
poderiam dessa forma ser empregados no controle das populacbes de
helmintos gastrintestinais.

Segundo alguns autores, a aplicacdo do fungo como controlador
biolégico de nematdides vem ajudar no controle quimico e deveria ser
administrado ndo somente quando ha um prognéstico de uma grande
infestacdo da pastagem por ovos e larvas de helmintos, mas também, quando
ha condicbes melhores para o crescimento do fungo no meio ambiente,
prevenindo, dessa maneira, 0 parasitismo clinico e perdas na produtividade,
além de fornecer um namero suficiente de larvas a permitir que esses animais

desenvolvam uma imunidade adquirida naturalmente (GRAMINHA, 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Avaliar a agdo in vitro de isolados fungicos sobre ovos de Taenia

saginata e capsulas ovigeras de Dipylidium caninum.

3.2 Objetivos especificos

= Avaliar in vitro a ac¢ao ovicida dos fungos P. lilacinus, P. chlamydosporia,
(isolados VC1 e VC4), D. flagrans (isolado AC001) e M. thaumasium
(isolado NF34), sobre de ovos de Taenia saginata e capsulas ovigeras
de Dipylidium caninum; e

= Observar em qual intervalo de tempo a acao dos isolados fungicos foi

mais eficaz sobre ovos de T. saginata e cépsulas ovigeras de D.

caninum e quais foram os percentuais de atividade ovicida observados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo dos isolados fungicos

Cinco isolados de fungos nematofagos, sendo dois de P.
chlamydosporia (VC1 e VC4), um de Paecilomyces lilacinus, um de D. flagrans
(AC 001), um de M. thaumasium (NF 34), foram mantidos em tubos de cultivo a
4° C contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%) no escuro e durante 10 dias.
Estes isolados foram extraidos de solo brasileiro, localizado no Municipio de
Vicosa, Minas Gerais, Brasil, latitude 20°4520” e longitude 42°52’40", de
acordo com a técnica de Duddington (1955), e encontram-se armazenados no
laboratorio de Parasitologia do Departamento de Veterinaria (DVT) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais.

Discos de cultura de 4 mm de diametro foram extraidos de isolados
fungicos mantidos em tubos de cultivo contendo CMA 2% e transferidos para
placas de Petri de 9,0 cm de diametro contendo 20 mL de batata-dextrose-agar
2% (BDA 2%) mantidos a 26° C no escuro e durante 10 dias. Apds o
crescimento dos isolados, novos discos de cultura de 4 mm de diametro foram
transferidos para placas de Petri de 9,0cm diametro contendo 20 mL de agar-
agua 2 % (AA 2%) e mantidas no escuro durante 10 dias sob temperatura de
26° C.

4.2 Obtencao dos ovos de Taenia saginata

Os ovos de T. saginata foram analisados morfologicamente quanto a sua
integridade em microscépio de luz utilizando-se objetiva de 10X. Esses ovos
foram recuperados a partir da dissecacdo de proglotes gravidas de um
exemplar adulto doado espontaneamente por um paciente humano

diagnosticado para teniase.

4.3 Obtencao das capsulas ovigeras de Dipylidium caninum
Os ovos encapsulados de Dipylidium caninum foram analisados
morfologicamente quanto a sua integridade em microscopio de luz utilizando-se

objetiva de 10x. Esses ovos encapsulados foram recuperados a partir da
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dissecacdo de proglotes gravidas coletados em fezes de cdes naturalmente

infectados, no canil da clinica do Departamento de Veterinaria (DVT-UFV).

4.4 Ensaios experimentais

O presente trabalho foi realizado a partir de dois ensaios experimentais
in vitro, realizados em etapas distintas, com intervalos de cinco, 10 e 15 dias,
sendo utilizado nos dois ensaios os isolados dos fungos P.chlamydosporia
(VC1 e VC4), P. lilacinus, D. flagrans (AC001) e M. thaumasium (NF34) e o
grupo controle (sem fungo). No ensaio 1, avaliou-se a acdo dos isolados
fungicos sobre ovos de T. saginata, e no ensaio 2, a acdo destes isolados

fungicos sobre capsulas ovigeras de D. caninum.

4.4.1 Ensaio experimental 1

Os ovos de T. saginata foram vertidos sobre a superficie de placas de
Petri de 9,0 cm de diametro contendo o meio AA 2% e cada um dos isolados
fungicos, P. chlamydosporia (VC1 e VC4), P. lilacinus, D. flagrans (AC001) e M
thaumasium (NF34). Estes isolados cresceram sobre este meio 10 dias em
temperatura constante de 26° C, tomando toda a superficie das placas. Foram
formados cinco grupos tratados com os isolados fungicos e um controle, sendo
feitas 25 repeticbes por grupo.

Nos tratamentos, cada placa continha mil ovos de T. saginata com
apenas um dos isolados fungicos, e no grupo controle as placas continham mil
ovos com apenas 0 meio AA 2%, sem isolado fungico. Apdés intervalos de
cinco, 10 e 15 dias, cem ovos foram retirados de cada placa contendo um
isolado fangico e do controle (sem fungo), colocados sobre uma lamina de
vidro e corados com uma gota de azul de Aman, de acordo com a técnica
descrita por Araujo et al. (1995). Os ovos foram entédo avaliados em objetiva de
40X de acordo com os parametros estabelecidos por Lysek et al. (1982): efeito
do tipo 1: efeito fisioldgico e bioquimico sem prejuizo morfolégico a casca, onde
sdo visualizadas as hifas aderidas a casca do ovo; efeito do tipo 2: efeito litico
com alteracdo morfolégica da casca e embrido do ovo, sem penetracdo das

hifas através da casca; e efeito do tipo 3: efeito litico com alteracdo morfologica
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da casca e embrido do ovo, com penetracdo de hifas e colonizac&o interna do

ovo.

4.4.1.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada
para os ovos de T. saginata, do grupo controle (sem fungo) e do grupo com o
fungo P. chlamydosporia. O isolado fangico de P. chlamydosporia cresceu
sobre uma fina camada de agar-agua 2% (AA 2%), e sobre ela foi colocada
uma membrana de dialise. Apds o crescimento do isolado sobre a membrana
de dialise, foram adicionados os ovos de T. saginata, e para o0 grupo controle,
os ovos foram colocados em membrana de dialise sem fungo. Depois do
periodo de leitura, foram retirados 2 cortes da membrana de didlise com a
ajuda de uma lamina de bisturi, e coletados com pinca de ponta. O material foi
fixado em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4 por 24 he a
seguir, lavado seis vezes no mesmo tampdo. Em seguida, o material foi
desidratado pela passagem por uma série de etanol (30, 60, 70 e 95%),
durante 10 minutos em cada concentracdo, e por ultimo, passado por trés
séries de etanol 100% de 10 minutos. Logo apds a desidratacdo, o material foi
colocado em secador de ponto critico BALZERS® utilizando diéxido de
carbono. Em seguida, foi recoberto com ouro em metalizador e elétron-

microgafados em microscopio eletronico de varredura LEO-VP a 10-15kV.

4.4.2 Ensaio experimental 2

Os ovos encapsulados de D. caninum foram vertidos sobre a superficie
de placas de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo o meio AA 2% e cada um
dos isolados fungicos, P. chlamydosporia (VC1 e VC4), P. lilacinus, D. flagrans
(AC001) e M thaumasium (NF34). Estes isolados cresceram sobre este meio
10 dias em temperatura constante de 26° C, tomando toda a superficie das
placas. Foram formados cinco grupos tratados com os isolados fungicos e um
controle, sendo feitas 25 repeti¢des por grupo.

Nos tratamentos, cada placa continha mil capsulas ovigeras de D.

caninum com apenas um dos isolados fangicos, e no grupo controle as placas

25



continham mil ovos com apenas o0 meio AA 2%, sem isolado fungico. Nos
intervalos de cinco, 10 e 15 dias, cem capsulas ovigeras foram retiradas de
cada placa contendo um isolado fungico e do controle (sem fungo) colocados
sobre uma lamina de vidro e corados com uma gota de azul de Aman, de
acordo com a técnica descrita por Araujo et al. (1995). As capsulas ovigeras
foram entdo avaliadas em objetiva de 40x de acordo com 0s parametros
estabelecidos por Lysek et al. (1982): tipo 1: efeito do tipo 1: efeito fisioldgico e
bioquimico sem prejuizo morfologico a casca, onde sdo visualizadas as hifas
aderidas a casca do ovo; efeito do tipo 2: efeito litico com alteragcdo morfolégica
da casca e embrido do ovo, sem penetracdo das hifas através da casca; e
efeito do tipo 3: efeito litico com alteracdo morfologica da casca e embrido do

ovo, com penetracao de hifas e colonizagao interna do ovo.

4.5 Anédlises estatisticas

Os dados dos ensaios experimentais 1 e 2 foram submetidos ao teste
ndo paramétrico de Friedman com 5% de probabilidade (AYRES et al., 2003).
As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Bioestat
3.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio experimental 1

Os resultados percentuais dos efeitos dos tipos 1, 2 e 3 apresentados
pelos fungos P. chlamydosporia (VC1 e VC4), P. lilacinus, M. thaumasium
(NF34) e D. flagrans (AC001) sobre ovos de T. saginata ao longo do ensaio
experimental 1, nos intervalos de cinco, 10 e 15 dias est&o representados na
tabela 1.

O isolado VC1 apresentou os efeitos dos tipos 1, 2 e 3 no decorrer dos
intervalos de cinco, 10 e 15 dias. Para o efeito do tipo 1 os valores percentuais
encontrados foram 23,9%; 24,0% e 22,3%. Para o efeito do tipo 2 os
percentuais encontrados foram 21,7%; 24,2% e 22,2%, e para o efeito do tipo 3
esse isolado apresentou 12,8%; 18,2% e 9,7% respectivamente. Ja o isolado
VC4 no decorrer destes intervalos demonstrou para o efeito do tipo 1 os
percentuais de 18,4%; 17,5% e 17,2%. No efeito do tipo 2, esse isolado
apresentou os percentuais de 9,9%; 12,3% e 17,2%, e para o efeito do tipo 3
os valores foram de 2,3%; 7,0% e 8,0% nos dias cinco, 10 e 15 dias. Por meio
da microscopia de luz, foram observadas hifas do fungo P. chlamydosporia na
superficie dos ovos (Figura 1 a 3), caracterizando o efeito tipo 1, hifas desse
fungo no interior ovos (Figuras 4 a 9) e rompimento destes (Figuras 12 a 19).
Utilizando-se a microscopia eletronica de varredura, pode-se observar ovos
sendo colonizados pelo fungo (Figuras 10 e 11) e ovos sendo destruidos pelo
fungo (Figuras 20 e 21), caracterizando os efeitos do tipo 2 e efeito do tipo 3
(LYSEK, 1976).
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Tabela 1 — Percentuais e desvios-padrao da atividade ovicida (efeitos do tipo 1, 2 e 3) dos
fungos nematdfagos Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34),
Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4), Paecilomyces lilacinus, e o grupo controle sem
fungos sobre ovos de Taenia saginata nos intervalos de cinco, 10 e 15 dias de interacao.

Efeito aos cinco dias

Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
AC001 65,0+ 15,3 0%+ 0 0°+0
NF34 72,42+ 16,0 0%+ 0 0°+0
VC1 23,9°%+6,3 21,77+ 17,9 12,8+ 11,6
VC4 18,4 %+ 6,0 9,9+54 2,3%+19
P. lilacinus 24,8 %+ 10,8 26,5%+9,5 23,8°+11,8
Controle 0°t0 0%+ 0 0°+0
Efeito aos 10 dias
Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
AC 001 68,1 "+ 15,0 08+ 0 0%+ 0
NF34 7445159 0°+0 0°+0
Vel 24,05+ 8,3 2427485 18,2+ 93
vC4 1758+4.9 12,3+ 5.4 7.0%+3,8
P. lilacinus 242% 78 255 7.8 254+ 81
Controle 0% 0 08+ 0 0% 0
Efeito aos 15 dias
Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
ACO001 72,6 "+ 16,3 08+ 0 0°+0
NF34 77,37+ 17,2 0%+ 0 0°+0
VC1 223%+8.4 222"+ 8,4 9,7%+5,7
VC4 17,28+ 57 17,2+ 6,3 8,07+ 4,0
P. lilacinus 25,3 %+ 11,2 29,07+ 8,7 24,8 %+ 8,0
Controle 0°t0 08+ 0 0°+0

Percentuais seguidos pela mesma
estatisticamente (P>0,05) — teste de Friedman. *efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca

letra mailscula na mesma coluna nao diferem

do ovo, onde as hifas sdo observadas aderidas a casca. **efeito litico com alteracéo
morfolégica da casca do ovo e do embrido, sem penetracdo de hifas através da casca.
***afeito litico com alteragdo morfolégica da casca e do embrido, além da penetragdo de hifas
e colonizagédo interna do ovo.
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Em relacdo ao efeito do tipo 1 a acéo do isolado VC1 foi maior do que a
acao do isolado VC4 ao longo dos trés intervalos estudados. Entretanto, nao foi
observada diferenca (P> 0,05) entre eles. J4 em relacao efeito do tipo 2, a acéo
do isolado VC1 foi maior que o isolado VC4, sendo observada diferenca
estatistica (P<0,05) em todos os intervalos de tempo. Para o efeito do tipo 3, a
acdo do isolado VC1, foi maior que isolado VC4, apresentando diferenca
estatistica (P<0,05) nos intervalos do quinto e do décimo dias, sendo que no
décimo quinto dia, ndo houve diferenca estatistica (P>0,05) entre eles. No
presente trabalho as acdes dos isolados VC1 e VC4 mostraram eficiéncia em
relacéo ao efeito do tipo 3 que classifica um fungo como potencialmente ovicida
(LYSEK, 1976). Em trabalho semelhante, Braga et al. (2008a) avaliaram a
eficacia dos isolados VC1 e VC4 sobre ovos de Fasciola hepatica e néo
observaram diferenca significativa (P> 0,01) nos resultados percentuais do
efeito do tipo 3 entre eles. Da mesma forma esses autores em outro trabalho
avaliaram a acdo desses isolados sobre ovos de Schistosoma mansoni e
também nao registraram nenhuma diferenca (P> 0,01) para o efeito do tipo 3
ao longo dos intervalos estudados (BRAGA et al., 2008b). Por outro lado,
quando se comparam os intervalos estudados de cinco, 10 e 15 dias do
presente trabalho, com os intervalos estudados de sete, 14 e 21 dias dos
trabalhos de Braga et al. (2008a; 2008b), nota-se que no presente trabalho a
acao ovicida do fungo P. chlamydosporia (VC1 e VC4) foram bem semelhantes
em curto intervalo de tempo, demonstrando com isso que esse fungo possui
eficacia em qualquer intervalo de tempo.

O fungo ovicida Paecilomyces lilacinus, como pode ser observado na
tabela 1, apresentou os seguintes percentuais ao longo dos dias avaliados:
para o efeito do tipo 1, 24,8%, 24,2% e 25,3%. Para o efeito do tipo 2: 26,5%,
25,5% e 29,0%, e para o efeito do tipo 3: 23,8%, 25,4% e 24,8%, nos intervalos
de cinco, 10 e 15 dias respectivamente. E possivel observar, através de
microscopia de luz, a acdo desse isolado fungico, sobre os ovos de T. saginata.
Nas figuras 22, 23 e 24, é evidente os ovos sendo colonizados e destruidos
pelo fungo, onde é caracterizado o efeito do tipo 3, que classifica esse fungo

como sendo ovicida.
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O fungo P. lilacinus, foi comparado com os outros dois isolados fungicos
da espécie P. chlamydosporia (VC1 e VC4), e foram analisados seus
resultados estatisticamente. Quando comparados em relagédo ao efeito do tipo
1, ambos ndo apresentaram diferenca estatistica (P>0,05), mas quando foram
comparados em relacédo ao efeito do tipo 2, o isolado P. lilacinus apresentou
diferenca (P<0,05) em relacédo ao isolado VC4 em todos os dias observados,
onde o P. lilacinus obteve maior eficacia, diferente do que foi analisado com o
isolado VC1, que ndo apresentou diferenca estatistica (P>0,05) para o isolado
P. lilacinus. Com relacéo ao efeito do tipo 3, o fungo P. lilacinus, apresentou
diferenca (P<0,05) para o isolado VC1 nos cinco e 15 dias, ndo sendo
observada diferenca no décimo dia de leitura. Para o isolado VC4, o fungo P.
lilacinus apresentou diferenca estatistica (P<0,05) ao longo de todos os dias de
leitura.

No Brasil, em trabalho de Braga et al., (2008c), a acdo do fungo P.
lilacinus sobre ovos de Moniezia sp. foi semelhante ao encontrado neste
trabalho com T. saginata, assim como o trabalho de Araujo et al., (1995), com
ovos de Toxocara canis, evidenciando dessa forma a acdo ovicida desse
isolado fungico.

Na Argentina, Basualdo et al. (2000) trabalhando com o fungo P.
lilacinus sobre ovos de Toxocara canis, também puderam avaliar a acéo
ovicida deste fungo, assim como Ciarmela et al. (2005), trabalhando com ovos
de Taenia hydatigena, que também comprovaram o potencial de acdo deste
fungo.

Para os isolados NF34 e AC001 foram encontrados apenas percentuais
para o efeito do tipo 1 ao longo de cinco, 10 e 15 dias. No quinto dia os
resultados percentuais do isolado NF34 foram de 72,4%, e no 10° e 15° dias os
percentuais registrados foram de 74,4% e 77,3%. Para o isolado AC001, no
quinto dia a eficacia foi de 65,0%; no 10° dia de 68,1% e no 15° dia de 72,6%.
O isolado NF34 apresentou no decorrer dos intervalos estudados um maior
efeito do tipo 1 em relacdo ao isolado ACO001, contudo sem diferenca
significativa (P> 0,05) entre eles.

O fungo D. flagrans (ACO001) foi estudado sobre ovos de Ascaris
lumbricoides (BRAGA et al., 2007), Schistosoma mansoni (BRAGA et al.,
2008b), Fasciola hepatica (BRAGA et al., 2008a), no decorrer de sete, 10 e 14
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dias, e Ascaris suum (ARAUJO et al., 2008), no decorrer de cinco, 10 e 15 dias,
entretanto, para todos os trabalhos avaliados, este fungo apresentou apenas o
efeito do tipo 1 sobre esses ovos. Em trabalho de Braga et al. (2007), o fungo
M. thaumasium (NF34), foi verificado a sua eficacia sobre ovos de Ascaris
lumbricoides, nos intervalos de sete, 14 e 21 dias, sendo observado também
apenas o efeito do tipo 1. Nos trabalhos de Braga et al. (2008a, 2008b), com
ovos de F. hepatica e S. mansoni, e Araujo et al. (2008), com ovos de A. suum,
testou-se a capacidade da espécie M. sinense registrando-se apenas
percentuais para o efeito do tipo 1, em todos os intervalos de tempo
analisados, assim como apresentou o fungo M. thaumasium, no presente
trabalho.

Aratjo et al. (2007) trabalhando com M. thaumasium registraram eficacia
significativa (p<0,05) sobre nematdides gastrintestinais de caprinos no semi-
arido nordestino, Brasil. Em outro trabalho Araudjo et al. (2006a) testou a
eficacia de D. flagrans quanto a capacidade de passagem pelo trato
gastrintestinal de caprinos, observando que houve reducdo significativa
(P<0,05) no numero de larvas recuperadas de Strongyloides pappillosus e
Haemonchus contortus. No presente trabalho, esses fungos apenas
apresentaram hifas aderidas a casca dos ovos de T. saginata, sem, contudo
provocar o rompimento destes, por isso ndo sendo classificados como fungos
ovicidas de acordo com os critérios de Lysek (1976).

Os ovos de T. saginata sdo bem resistentes quando presentes no meio
ambiente, pois possuem uma casca protetora chamada de embriéforo (SILVA,
2005). Ainda, segundo Reiff (1994) os ovos de T. saginata podem permanecer
vidveis no meio ambiente por periodos de aproximadamente 4 a 12 meses e
sao resistentes ao tratamento convencional de esgoto. Nas figuras 25, 26 e 27,
€ possivel observar através de fotos de microscopia de luz e microscopia
eletrdnica de varredura de ovos de T. saginata integros, do grupo controle.

Braga et al. (2008a) observaram que o fungo P. chlamydosporia
apresentou eficacia in vitro sobre os ovos de F. hepatica, mas, por serem
também resistentes no meio ambiente, segundo os autores, essa eficacia foi
baixa. Portanto, nagueles ovos com casca espessa e mais resistente no meio
ambiente a acdo ovicida do fungo P. chlamydosporia podem ser mais baixa

devido a este fator.
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O mecanismo de penetracdo dos fungos ovicidas nos ovos parasitados
ainda ndo esta totalmente elucidado. Entretanto, admite-se que a atividade
fisica e mecéanica, seguida pela atividade enziméatica € um dos principais
componentes no processo de ataque e penetracdo através dos ovos (LYSEK &
STERBA, 1991).

Dessa forma, medidas alternativas que possam ser empregadas no
combate a disseminacdo ambiental, deste, e de outros parasitos
gastrintestinais e suas formas infectantes sdo importantes, e dentre essas o
controle biolégico por meio de fungos antagonistas naturais de helmintos
parasitos gastrintestinais que se propagam no ambiente fecal (MOTA et al.,
2003).

5.2 Ensaio experimental 2

Os resultados percentuais dos efeitos dos tipos 1, 2 e 3 apresentados
pelos fungos P. chlamydosporia (VC1 e VC4), P. lilacinus, M. thaumasium
(NF34) e D. flagrans (AC001) ao longo do ensaio experimental de cinco, 10 e
15 dias estdo representados na tabela 2. E importante ressaltar que, neste
ensaio experimental, a acdo dos fungos ocorreu sobre capsulas ovigeras de
Dipylidium caninum.

Assim como no ensaio experimental 1, os isolados fungicos, AC001 e
NF34, s6 apresentaram efeito do tipo 1, ndo sendo observado efeitos do tipo 2
e do tipo 3 ao longo dos intervalos de cinco, 10 e 15 dias, demonstrando assim
que esse fungos predadores nédo apresentaram acéo ovicida sobre D. caninum.

Para o isolado AC001, os percentuais encontrados para o efeito do tipo
1, ao longo dos cinco, 10 e 15 dias foi de: 12,8%, 25,3% e 16,1%. Para o
isolado fungico NF34, os percentuais ao longo do ensaio experimental para o
efeito do tipo 1 foi de: 23,5%, 19,1% e 15,5% respectivamente. Nao foi
observada nenhuma diferenca (P>0,05) entre esses isolados ao longo dos dias
analisados, assim como também ndo ocorreu no ensaio experimental 1,
demonstrando dessa forma, que ambos isolados obtiveram o mesmo o
potencial de acdo com relacdo ao efeito do tipo 1, mas isso nao os classifica
como fungos ovicidas, de acordo com os critérios estabelecidos por Lysek

(1976). Devido ao fato desses isolados fungicos demonstrarem apenas efeito
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do tipo 1, onde as hifas sdo observadas apenas aderidas a capsula ovigera dos
OoVvOS e, por isso, hdo provocam hecessariamente a destruicdo das mesmas,
ficou evidente que esses isolados ndo sédo ovicidas, pois de acordo com a
literatura de Lysek et al. (1982), sé é considerado ovicida, o fungo que tem a
capacidade de demonstrar o efeito do tipo 3, do qual provoca efeito litico na
morfologia do ovo, seguido de penetracdo e destruicdo dos mesmos.

Comparando a agéo dos fungos NF34 e AC001 com trabalhos recentes
de Braga et al. (2007), com o presente trabalho, nota-se que apenas o efeito do
tipo 1 foi apresentado em ambos, uma vez que, sobre ovos de A. lumbricoides,
0S percentuais para esse tipo de efeito apresentados foram de: 48,0% e 30,0%
(NF34 e AC001); 42,0% e 52,0% (NF34 e ACO001) e 62,0% e 68,0% (NF34 e
ACO001) aos sete, 10 e 14 dias, respectivamente, enquanto que, sobre capsulas
ovigeras de D. caninum, os percentuais para o efeito do tipo 1 foram de: 23,5%
e 12,8% (NF34 e AC001); 19,1% e 25,3% (NF34 a AC001) e 15,5% e 16,1%
(NF34 e AC001), aos cinco, 10 e 15 dias, respectivamente.

O isolado VC1 apresentou os seguintes resultados ao longo dos cinco,
10 e 15 dias: para o efeito do tipo 1 foi observado os percentuais de 23,0%, 5%
e 10,7%; efeito do tipo 2: 19,6%, 32,9% e 32,3%; e para o efeito do tipo 3:
19,6%, 44,2% e 49,2%, respectivamente. JA4 o isolado VC4 apresentou 0s
seguintes resultados: 18,4%, 15,7% e 11,5%, para o efeito do tipo 1; 28,4%,
30,3% e 35%, para o efeito do tipo 2; e 20%, 31,5% e 41,9% para o efeito do
tipo 3, ao longo dos intervalos estudados.

Em relacdo ao efeito do tipo 1, os isolados VC1 e VC4, apresentaram
diferenca estatistica (P<0,05) apenas no décimo dia de leitura, onde o isolado
VC4, obteve maior percentual de acdo. Para os efeito do tipo 2 e efeito do tipo
3, esses isolados ndo apresentaram diferenca (P>0,05) entre eles.

Os resultados desse trabalho podem ser ainda comparados com 0s
trabalhos de Braga et al. (2007, 2008a, 2008b) sobre ovos de A. lumbricoides,
F. hepatica e S. mansoni, e de Araujo et al. (2008) sobre ovos de A. suum,
comprovando o potencial de acdo desses isolados sobre ovos de helmintos,

classificando esses isolados como ovicidas, pois apresentaram efeito do tipo 3.
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Tabela 2 — Percentuais e desvios-padrdo da atividade ovicida (efeitos do tipo 1, 2 e 3) dos
fungos nemat6fagos Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34),
Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4), Paecilomyces lilacinus e o grupo controle sem fungos
sobre capsulas ovigeras de Dipylidium caninum nos intervalos de cinco, 10 e 15 dias de
interacao.

Efeito aos cinco dias

Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
AC001 12,8"+16,4 0%+ 0 0°+0
NF34 235"+ 8,3 0%+ 0 0%+0
VC1 23,0 %+ 33,5 19,6"%+ 23,7 19,6 "+ 25,6
VC4 18,4 °+ 24,1 28,4%+ 238 20,0+ 26,6
P. lilacinus 9,9°+ 10,6 11,7%+ 13,7 28,47+ 18,2
Controle 0°%0 0%+ 0 08+0
Efeito aos 10 dias
Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
AC 001 253"+ 7,4 0%+ 0 080
NF34 19,1+ 5,7 0°:0 080
Vel 5,0+ 16,5 32,9+ 36,6 44,2 "+ 412
ve4 15,7+ 22,8 30,3"£ 26,6 31,5%£ 32,0
P. lilacinus 9,45+ 128 10,45+ 12,9 37,1%+ 19,5
Controle 0%+ 0 0%+ 0 08+ 0
Efeito aos 15 dias
Isolados
Efeito do tipo 1* Efeito do tipo 2** Efeito do tipo 3***
AC001 16,1 %+ 8,3 0%0 0°%+0
NF34 15,5 "+ 6,6 0%0 0°%+0
VC1 10,7 ®+ 20,3 32,3%+26,0 49,2 *+ 36,5
VC4 11,5 %+ 21,4 35,0"+ 26,6 41,9%+ 36,4
P. lilacinus 6,4°+9,5 9,9 P+12,8 42,77+ 32,8
Controle 00 0%0 0°%+0

Percentuais seguidos pela mesma letra mailscula na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente (P>0,05) — teste de Friedman. *efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca
do ovo, onde as hifas sdo observadas aderidas a casca. **efeito litico com alteracédo
morfologica da casca do ovo e do embrido, sem penetracao de hifas através da casca. ***efeito
litico com alteracdo morfolégica da casca e do embrido, além da penetracdo de hifas e
colonizacgéo interna do ovo.
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Ao longo do ensaio experimental 2, foram observadas, hifas dos isolados
VC1 e VC4 colonizando a superficie das capsulas ovigeras de D. caninum
(Figuras 28 a 31), demonstrando o efeito do tipo 1, hifas na superficie e interior
das capsulas ovigeras (Figuras 32 a 37), demonstrando o efeito do tipo 2, e
capsulas ovigeras comecando a romper, demonstrando o efeito do tipo 3
(Figuras 38 a 41). Nas figuras 42 e 43, observam-se capsulas ovigeras de D.
caninum sem fungo (controle).

O fungo P. lilacinus (Tabela 2) manifestou os seguintes resultados ao
longo dos intervalos de cinco, 10 e 15 dias: 9,9%, 9,4% e 6,4%, para o efeito
do tipo 1; 11,7%, 10,4% e 9,9%, para o efeito do tipo 2, e 28,4%, 37,1% e
42,7% para o efeito tipo 3. Com o auxilio da microscopia de luz, é possivel
observar a interacdo desse fungo sobre capsulas ovigeras de D. caninum,
demonstrando o efeito do tipo 1 (Figura 44), interacdo na superficie e interior
das capsulas, demonstrando o efeito do tipo 2 (Figura 45) e rompimento das
capsulas ovigeras, demonstrando o efeito do tipo 3 (Figuras 46 a 49).

O fungo P. lilacinus foi comparado com os isolados VC1 e VC4 do fungo
P. chlamydosporia, ao longo dos intervalos estudados. Com relagéo ao efeito
do tipo 1, ambos isolados ndo apresentaram diferenca estatistica (P>0,05)
entre eles. Para o efeito do tipo 2, o fungo P. lilacinus e o isolado VC1 né&o
apresentaram diferenga (P>0,05) no intervalo de cinco dias, mas foi observada
diferenca (P<0,05) nos intervalos de 10 e 15 dias, onde agéo do isolado VC1
foi maior. Para o isolado VC4, quando comparado com o isolado P. lilacinus, foi
possivel observar diferenca estatistica (P<0,05) ao longo de todos os intervalos
de tempo, sendo que acdo do isolado VC4 foi maior para todos dos dias
analisados. Para o efeito do tipo 3, quando os isolados foram comparados, n&o
houve diferenca (P>0,05) entre eles.

A capacidade de acdo do fungo P. lilacinus foi evidenciada nos trabalhos
de Araujo et al. (1995) sobre ovos de T. canis, em um intervalo de sete dias,
apresentando percentuais de 45% para o efeito do tipo 1; 15% para o efeito do
tipo 2 e, 16% para o efeito do tipo 3. No trabalho de Braga et al (2008c), sobre
ovos de Moniezia sp. avaliando os efeitos com intervalos de cinco, 10 e 15
dias, o fungo P. lilacinus, apresentou percentuais de 29%, 33% e 32% para o
efeito do tipo 1; 25%, 25% e 26% para o efeito do tipo 2, e 19%, 20% e 23%

para o efeito do tipo 3, respectivamente.
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Nos trabalhos de Braga et al. (2007, 2008a, 2008b) e de Araujo et al.
(2008), as espécies de fungos predadoras, s6 manifestaram interacdo, para o
efeito do tipo 1. Nos ensaios experimentais 1 e 2, do presente trabalho,
também foi observado apenas o efeito do tipo 1, tanto para T. saginata como D.
caninum, ndo sendo observada nenhuma hifa no interior dos ovos. Ja os
isolados VC1, VC4 e P. lilacinus, apresentaram os efeitos do tipo 2 e 3, que de
acordo com Lysek et al. (1982), caracteriza o fungo como ovicida.

Assim como os ovos de T. saginata, os ovos de D. caninum também séo
bastante resistentes no ambiente, e isso demonstra que €& possivel utilizar
esses isolados ovicidas (VC1, VC4 e P. lilacinus) no controle biolégico desses
cestoides, pois sendo isolados de fungos nematéfagos, possivelmente eles
agirdo no ambiente fecal. Os isolados fungicos P. lilacinus, VC1 e VC4, podem
representar uma alternativa de controle biol6dgico, diminuindo a contaminacao
ambiental por esses ovos.

E importante ressaltar que acéo dos isolados fangico P. lilacinus, VC1 e
VC4, para o efeito do tipo 3, que evidenciam esses isolados como ovicidas,
acontecem desde o primeiro intervalo observado de cinco dias, para ambos os
ensaios realizados neste trabalho.

O presente trabalho pode ainda ser comparado ao trabalho de Mizobutsi
et al. (2000), onde foram avaliados a acdo de 64 isolados fungicos sobre ovos
dos fitonematéides Heterodera glycines e Meloidogyne javanica, dos quais as
espécies Pochonia chlamydosporia e Paecilomyces lilacinus, foram
promissores atuando sobre esse ovos, comprovando a atividade ovicida destes
fungos em relag&o a outros fungos estudados por estes autores. O mesmo fato
ocorreu nos ensaios experimentais 1 e 2 deste trabalho, quando foi comparada
a atividade ovicida destes isolados fungicos com M. thaumasium e D. flagrans.

De acordo com Lysek (1978), a primeira atividade de um fungo ovicida é
a atividade mecéanica. Ap0s essa acado, ocorre a atividade enzimatica, sobre a
casca do ovo, aumentando sua permeabilidade e facilitando a passagem de
toxinas, que causam efeito direto sobre o desenvolvimento do embrido
(STIRLING & WEST, 1991).

De acordo com Lysek & Sterba (1991), os fungos ovicidas sao capazes
de produzir um 6rgdo de penetracdo chamado apressorio. Este 6rgédo de

penetracdo pdde ser observado no trabalho de Braga et al. (2008b). De acordo
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com Lysek & Sterba (1991), este 6rgdo ndo seria pré-requisito para penetracéo
do fungo no interior dos ovos, uma vez que a atividade enzimatica provocada
pelo fungo representa um papel importante no processo de ataque e
penetragdo nos ovos. Esses autores ainda relatam que, no caso de acontecer
penetracdo nos ovos por hifas simples, somente uma hifa ndo sera capaz de
produzir uma presséo forte o bastante para perfurar a camada de quitina e
proteina dos ovos.

Segundo O’Hara & Jatala (1985), citado por Mizobutsi et al (2000), a
freqUéncia e o sucesso da penetragcdo em ovos por fungos sdo aparentemente
dependentes da composicao da cuticula do ovo. Provavelmente, devido a esse
fato, a acdo do fungo ovicida pode ser mais rapida em alguns ovos do que em
outros, como pode ser visto no presente trabalho com ovos de T. saginata e
capsulas ovigeras de D. caninum, quando comparados com outros trabalhos,
como, por exemplo, os trabalhos de Braga et al. (2007, 2008a, 2008c) com
ovos de Ascaris lumbricoides, Fasciola hepatica e Moniezia sp., demonstrando
um percentual diferente de ovos predados, para cada um dos trabalhos.

Neste trabalho foi possivel evidenciar a acdo de fungos nematofagos no
controle in vitro de ovos de T. saginata e capsulas oviferas de D. caninum. Foi
verificado que os isolados de fungos predadores M. thaumasium e D. flagrans
interagiram com 0s ovos desses cestoides durante os intervalos avaliados
apresentando apenas o efeito do tipo 1, enquanto o isolados do fungo ovicida
P. chlamydosporia (VC1 e VC4) e P. lilacinus, apresentaram os trés tipos de
efeitos, demonstrando sua acdo de destruicao.

Diante disso, € importante ressaltar que o controle bioldgico utilizando
fungos nematéfagos pode se tornar uma estratégia viavel e de suma

importancia no controle de helmintos parasitos gastrintestinais.
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6. CONCLUSOES

Os isolados AC001 do fungo Duddingtonia flagrans e NF34 do fungo
Monacrosporium thaumasium ndo sdo isolados ovicidas, pois nao
apresentaram efeito do tipo 3 sobre ovos de Taenia saginata e capsulas
ovigeras de Dipylidium caninum nos intervalos de cinco, 10 e 15 dias de

interacao.

Os isolados VC1 e VC4 do fungo Pochonia chlamydosporia séo isolados
ovicidas, com efeito do tipo 3 sobre os ovos de Taenia saginata e
capsulas ovigeras de Dipylidium caninum apresentado durante os
intervalos de cinco, 10 e 15 dias de interagao.

O fungo Paecilomyces lilacinus € ovicida, apresentando efeito do tipo 3

sobre os ovos de Taenia saginata e capsulas ovigeras de Dipylidium

caninum durante os intervalos estudados.
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8. ANEXO (FIGURAS)

Figuras 1-3 — Hifas e clamidosporo de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de
Taenia saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 1. Barras: 1 e 2 (10um); 3 (20pm).
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Figuras 4 - 9 — Hifas e clamidésporo de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de
Taenia saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 2. Barras: 4 a 7 (10um); 8 e 9
(20um).
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Figuras 10 e 11 — Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de Taenia
saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 2. Barras: 10 e 11 (5um).

Figuras 12 - 15 — Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de Taenia
saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 12 a 15 (10um).
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Figuras 16 a 19 — Hifas e clamidésporo de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de
Taenia saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 16 a 19 (10um).

Figuras 20 e 21 — Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos de Taenia
saginata (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 20 (10um) e 21 (5um).
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Figuras 22 - 24 — Hifas de Paecilomyces lilacinus (seta branca) e ovos de Taenia saginata (seta
preta), demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 22 a 24 (10um).
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Figuras 25 e 26 — Ovos de Taenia saginata (seta preta), sem fungo (controle). Barras: 25
(20um) e 26 (5um).

Figura 27 — Ovos de Taenia saginata (seta preta), sem fungo (controle). Barra: 27 (10um).
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Figuras 28 - 31 — Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e capsulas ovigeras de
Dipylidium caninum (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 1. Barras: 28 a 31 (30um).
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Figuras 32 a 37 — Hifas e clamidésporos de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e
capsulas ovigeras de Dipylidium caninum (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 2.
Barras: 32 a 37 (30um).
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Figuras 38 - 41 — Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e cdpsulas ovigeras de
Dipylidium caninum (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 38 a 41 (30um).

i

—

Figuras 42 e 43 — Cépsulas ovigeras de Dipylidium caninum (seta preta), sem fungo

(controle). Barras: 42 e 43 (100um).
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Figura 44 — Hifa de Paecilomyces lilacinus (seta branca) e capsulas ovigeras de Dipylidium
caninum (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 1. Barra: 44 (50um).

Figura 45 — Hifa de Paecilomyces lilacinus (seta branca) e cépsulas ovigeras de Dipylidium
caninum (seta preta), demonstrando o efeito do tipo 2. Barra: 45 (50um).

58



Figuras 46 a 49 — Céapsulas ovigeras de Dipylidium caninum rompidas (seta preta),
demonstrando o efeito do tipo 3. Barras: 46 a 49 (50um).
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