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RESUMO

BRAGA, Fabio Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Acéo in vitro de fungos das espécies Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium sinense e Pochonia chlamydosporia sobre ovos de
Fasciola hepatica e Schistosoma mansoni. Orientador: Jackson Victor de
Araudjo. Co-orientadores: Artur Kanadani Campos e Laércio dos Anjos
Benjamin.

Avaliou-se, em dois ensaios experimentais (A e B), a acdo in vitro de quatro
isolados de fungos nematéfagos dos géneros Duddingtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4)
sobre ovos de Fasciola hepatica e Schistosoma mansoni. Ovos de F. hepatica
(ensaio A) e ovos de S. mansoni (ensaio B) foram vertidos em placas de Petri
com agar-agua 2% com os isolados fangicos crescidos, e em placas de Petri
sem fungo como controle. Ao completarem sete, 14 e 21 dias,
aproximadamente cem ovos foram removidos e classificados de acordo com os
seguintes parametros: efeito do tipo 1, efeito litico sem prejuizo morfolégico a
casca do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico com alteracdo morfolégica da casca
e embrido; e efeito do tipo 3, efeito litico com alteragdo morfoldégica do embrido
e da casca, além de penetracado de hifas e colonizacdo interna do ovo. No
ensaio A, os fungos D. flagrans (AC001) e M. sinense (SF53) apresentaram
resultados percentuais somente para o efeito do tipo 1 sobre os ovos de F.
hepatica, porém sem apresentar diferenca significativa (p>0,01) entre eles. O
fungo P. chlamydosporia (VC1 e VC4) demonstrou resultados percentuais de
atividade ovicida para os efeitos dos tipos 1, 2 e 3 sobre os ovos de F.
hepatica, com efeito do tipo 3 de 12,8% (VC1) e 16,5% (VC4); 14,4% (VC1) e
18,7% (VC4), 20,2% (VC1) e 21,5% (VC4), respectivamente aos sete, 14 e 21
dias. Ao final do ensaio experimental A, ndo foi observada diferenca na acéo de
VC1 e VC4 para os efeitos dos tipos 1, 2 e 3 ao longo dos trés periodos
estudados. No ensaio experimental B, os fungos D. flagrans (AC001) e M.
sinense (SF53) apresentaram somente resultados percentuais para o efeito do
tipo 1 sobre os ovos de S. mansoni, sem contudo apresentar diferenca
significativa (p>0,01) entre eles. P. chlamydosporia demonstrou atividade
ovicida sobre ovos de S. mansoni com resultados percentuais para os efeitos
dos tipos 1, 2 e 3 apresentando um efeito do tipo 3 de 26,6% (VC1) e 17,2%
(VC4); 25,6% (VCl1l) e 22,6% (VC4);, 26,3% (VC1l) e 23,0% (VC4)



respectivamente aos sete, 14 e 21 dias. Contudo ao final do ensaio
experimental B, também nao foi observada diferenca na acao entre os isolados
VC1 e VC4 para os efeitos dos tipos 1, 2 e 3. Os resultados dos ensaios
experimentais in vitro A e B demonstraram que P. chlamydosporia (VC1 e VC4)
influenciou de forma negativa os ovos de F. hepatica e S. mansoni, e assim
pode ser considerado como um potencial candidato a controlador biolégico

desses helmintos.



ABSTRACT

BRAGA, Fabio Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February,
2008. Action in vitro of fungi Duddingtonia flagrans, Monacrosporium
sinense and Pochonia chlamydosporia on eggs of Fasciola hepatica
and Schistosoma mansoni. Adviser: Jackson Victor de Araudjo. Co-
advisers: Artur Kanadani Campos and Laércio dos Anjos Benjamin.

The in vitro effects of four isolates of the nematophagous fungi Duddingtonia
flagrans (ACO001), Monacrosporium sinense (SF53) and Pochonia
chlamydosporia (VC1 and VC4) on eggs of Fasciola hepatica and Schistosoma
mansoni was evaluated in two assays (A and B). Eggs of F. hepatica (assay A)
and S. mansoni (assay B) were incubated in Petri dishes with 2% water-agar
inoculated with the grown fungal isolates and a control without fungus. After
seven, 14 and 21 days post-inoculation, one hundred eggs were removed and
classified according to the following parameters: type 1, lytic effect without
morphological damage to eggshell; type 2, lIytic effect with morphological
alteration of embryo and eggshell; and type 3, Iytic effect with morphological
alteration of embryo and eggshell, with hyphal penetration and internal egg
colonization. In assay A, D. flagrans (AC001) and M. sinense (SF53) showed
results only for type-1 effect on F. hepatica eggs, but with no significant
difference (p>0.01) between them. P. chlamydosporia (VC1 and VC4) showed
percentage results for ovicidal activity of type-1, -2 and -3 effects on F. hepatica
eggs, with type-3 effect of 12.8% (VC1) and 16.5% (VC4); 14.4% (VC1) and
18.7% (VC4), 20.1% (VC1l) and 21.5% (VC4) at seven, 14 and 21 days
respectively. At the end of assay A no difference was found in the action of VC1
and VC4 for type-1, -2 and -3 effects over the three studied periods. In assay B,
D. flagrans (AC001) and M. sinense (SF53) showed percentage results only for
type 1 effect on S. mansoni eggs, with no significant difference (p>0.01)
between them. P. chlamydosporia showed ovicidal activity on S. mansoni eggs
with percentage results for type-1, -2 and -3 effects showing type 3 effect of:
26.6% (VC1) and 17.2% (VC4); 25.6% (VC1) and 22.6% (VC4); 26.3% (VC1)
and 23.0% (VC4) at seven, 14 and 21 days respectively. At the end of the
assay B, no difference was found in the action between the isolates VC1 and
VC4 for type-1, -2 and -3 effects as well. The results of the A and B in vitro
assays showed that P. chlamydosporia (VC1 and VC4) negatively affected F.

Xi



hepatica and S. mansoni eggs and can therefore be used as biological control

agent for these helminths.
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1. INTRODUCAO

Dentre os fatores que interferem no desenvolvimento pleno da atividade
pecuéria, as helmintoses gastrintestinais ocupam lugar de destaque, uma vez que,
sao responsaveis por agir no desenvolvimento animal proporcionando retardo no
crescimento, morte e gastos excessivos com o manejo (Araujo, 2006a).

No Brasil, grande parte da criacdo ainda é feita em regime de pasto, o que
leva as constantes infeccfes por parasitos presentes nas pastagens. As perdas
econdbmicas mundiais anuais causadas por helmintos parasitos gastrintestinais sao
estimadas em milhdes de ddlares, devido ao impacto que causam na producéo de
carne e leite e aos altos custos das medidas de controle (Anualpec, 2003).

A maioria dos animais € susceptivel as infec¢bes vermindticas, principalmente
0s mais jovens. Os varios prejuizos ocasionados por essas infeccbes estdo
relacionados com a queda na producao, retardo no crescimento do animal, custos
com tratamento médico veterinario, com 0S recursos terapéuticos a serem
empregados e, em algumas situacdes com 0s prejuizos advindos com da morte
desses animais (Araujo, 2006a). Algumas dessas infec¢cdes vermindticas podem
parasitar o homem que, em alguns casos, serve de hospedeiro acidental, como € o
caso da fasciolose, ou como hospedeiro principal no caso da esquistossomose
(Guimaraes, 2005).

A fasciolose é uma zoonose de importancia para a saude publica, é causada
pelo trematdide digenético Fasciola hepatica, que acomete o figado e os canais
biliares de muitas espécies de animais domésticos e mamiferos selvagens,
ocasionando grande prejuizo econémico a pecuaria mundial (Echevarria, 2004).

A esquistossomose mansbnica € uma antropozoonose causada pelo
trematdide digenético Schistosoma mansoni, que esta entre os mais abundantes
agentes de infeccfes em seres humanos, parasitando aproximadamente duzentos
milhdes de pessoas em todo o mundo (Loukas et al., 2007).

Atualmente, pesquisadores de todo mundo buscam medidas alternativas para
o controle destas e de outras endoparasitoses de animais domésticos, visando a
diminuicdo do emprego de quimioterapicos e, consequentemente, a reducdo dos
niveis de poluentes no ambiente e nos produtos de origem animal (Mota et al.,
2003). Dentre as diversas propostas que tém sido trabalhadas com o intuito de
melhorar esse controle, sugere-se o controle biolégico, como uma alternativa viavel

e promissora que reduz as infeccbes causadas por helmintos parasitos



gastrintestinais, e cuja acao se da por meio de organismos vivos que atuam como
antagonistas naturais no ambiente (Araujo et al., 2004b). Entre esses antagonistas
estdo os fungos nematdfagos que possuem a capacidade predatéria sobre os
helmintos parasitos gastrintestinais de animais domeésticos, destacando-se os fungos
predadores dos géneros Duddingtonia e Monacrosporium e o fungo ovicida do
género Verticillium denominado recentemente de Pochonia, jA comprovados como
agentes em potencial para o controle biolégico (Gams e Zaire, 2001; Ciarmela et al.,
2002; Araujo et al., 2007).

Trabalhos realizados com D. flagrans e M. sinense relatam sua acdo sobre
larvas infectantes de helmintos parasitos gastrintestinais de animais domésticos com
resultados promissores. Entretanto, existe uma caréncia de trabalhos desses fungos
sobre ovos de helmintos. Por outro lado, a espécie Pochonia chlamydosporia tem
sido utilizada com sucesso sobre ovos de helmintos parasitos gastrintestinais (Braga
et al., 2007; Araujo et al., 2008).

Medidas alternativas de controle que sejam eficientes e ndo prejudiciais ao
meio ambiente sdo de grande importancia no combate a F. hepatica e ao S. mansoni
no Brasil (Coelho et al., 2004; Echevarria, 2004).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve historico

O primeiro fungo nematofago a ser estudado foi o Arthrobotrys oligospora, por
Fresenius, em 1852, que, por ventura, nessa época nao percebeu sua capacidade
predatoria, 0 que somente foi proposto por Zopf em 1888. Pouco entdo se conhecia
a respeito desses fungos, até que em 1937 Drechsler publicou um extenso trabalho
gue continha informacdes bem detalhadas sobre algumas espécies que haviam sido
descritas e mais 15 outras ainda desconhecidas (Mota et al., 2003).

Os trabalhos de Duddington, de 1950 a 1972, e Barron a partir de 1969,
contribuiram para que fosse iniciado o desenvolvimento na area de controle
biolégico de helmintos, referindo-se em especial ao isolamento e descricdo de novas
espécies (Gray, 1988). A maioria das espécies de fungos descritas era antigamente
classificada na classe Fungi imperfecti (com reproducéo assexuada ou imperfeita),
com divisdo Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomicetales e
familia Moliniaceae. Mais recentemente, estagios de reproducdo sexuada, dita
“perfeita”, foram verificados em algumas espécies que estdo sendo recolocadas
como pertencentes a classe Ascomycota (Griffin, 1994; Mota et al., 2003).

Até a década de 60, grande parte dos fungos ainda era classificada como
pertencentes aos géneros Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo, Dactyella Grove
e Trichothecium Link; mas, posteriormente, varios novos géneros foram descritos,
incluindo Duddingtonia, Monacrosporium, Genicularia e Dactylariopsis (Araujo et al.,
2004a).

No Brasil, as primeiras pesquisas com fungos nematofagos foram iniciadas
com o isolamento de algumas espécies a partir de helmintos infectados (Alcantara e
Azevedo, 1981) e, a partir disso, muitos trabalhos comprovando sua agdo como
agentes de biocontrole sobre helmintos e fitonematéides foram realizados com
sucesso. Em estudo in vitro, Freire e Bridge (1985) demonstraram a capacidade
predatéria de duas espécies de fungos nematéfagos ovicidas, Paecilomyces lilacinus
e Verticillium chlamydosporium sobre ovos de Meloidogyne incognita, um
fitonematdéide, com taxas de infeccdo em torno de 50,7% e 43,7%, respectivamente.



Posteriormente, Carneiro (1987) trabalhando com um filtrado de isolado
oportunista observou uma reducdo na taxa de eclosdo de ovos de Meloidogyne
arenaria.

Silva (1990) conseguiu isolar fungos endoparasitas na regido de Lavras e S&o
Sebastido do Paraiso — Minas Gerais, demonstrando sua ocorréncia, caracterizacao
e potencial para o controle biolégico.

Santos (1990) observou pronunciado efeito antagonista de Monacrosporium
ellypsosporum sobre o fitonematdide Meloidogyne incognita Chitwood, raca 3. Mitsui
e Sharma (1991) detectaram varias espécies de fungos como o Monacrosporium,
Arthrobotrys e Dactyella em solos do cerrado do Distrito Federal.

Ferraz et al. (1992) e Maia e Ferraz (1993) deram prosseguimento a alguns
levantamentos para a deteccdo de fungos nematéfagos em solos brasileiros,
encontrando P. lilacinus, conseguindo posteriormente o seu isolamento. No trabalho
de Pria (1992), estudou-se o controle biolégico de fungos nematéfagos sobre
fitonematodide, demonstrando a necessidade da combinacéo de isolados predadores
e oportunistas. Santos et al. (1995) utilizando conidios de A. oligospora e D. flagrans
reduziram o numero de larvas de ciatostomineos de equinos.

Aradjo et al. (1992, 1993, 1994, 1995) desenvolveram trabalhos pioneiros no
Brasil, utilizando fezes de animais domésticos, nas quais determinaram o efeito
antagonico dos fungos predadores do género Arthrobotrys e Monacrosporium sobre
larvas de Haemonchus placei, e posteriormente P. lilacinus sobre ovos de Toxocara
canis. Araujo (1996) administrou dois milhdes de conidios de um isolado de A.
robusta, por via oral, duas vezes por semana, durante quatro meses em bezerros
naturalmente infectados, conseguindo resultados promissores (p<0,05) na contagem
de ovos por grama de fezes (OPG) com indices de reducéo em torno de 53,81 % e
70, 45 % de reducdo na recuperacao de vermes durante a necropsia dos animais
tracadores.

A partir de entdo, em ensaios preliminares Araugjo et al. (1998) testaram a
viabilidade de um isolado de A. robusta em helmintos parasitos de bovinos,
observando uma reducdo de 73,81% no OPG e 70,45% no numero de vermes
recuperados da necropsia dos animais, nos ultimos trés meses de experimento.

Posteriormente, Araudjo et al. (1999) e Araujo e Sampaio (2000) conseguiram
a passagem de fungos nematéfagos do género Arthrobotrys e Monacrosporium pelo
trato gastrintestinal de bovinos e, com isso, o controle significativo da contaminacéo

das pastagens por helmintos parasitos gastrintestinais nesses animais.



Em estudo mais amplo, contudo sobre fitonematoéides, Mizobutsi et al. (2000)
avaliaram cerca de 64 isolados de 25 espécies fungicas quanto a capacidade
predatéria sobre ovos de Heterodera glycines e Meloydogine javanica,
demonstrando em seus respectivos resultados taxas de infeccdo em torno de 82%.

Aradjo (2001) registrou indicios da existéncia da interacdo entre lectinas
encontradas na superficie das armadilhas de fungos do género Arthrobotrys com
carboidratos de superficie de larvas de Cooperia punctata.

Assis e Araujo (2003) em trabalho com M. sinense e M. appendiculatum
notaram reducdo do numero meédio de larvas infectantes de ciatostomineos
recuperadas das placas de Petri e das coproculturas em torno de 70%,
demonstrando a eficacia desses isolados frente a essa helmintose.

Castro et al. (2003) em trabalho in vitro, testaram o controle de larvas
ciatostomineos em distintas faixas de temperaturas, demonstrando o potencial dos
fungos do género Arthrobotrys e Monacrosporium com resultados de 86,3% e 95,
59% respectivamente, para faixa maxima em torno de 30°C de temperatura.

Nos trés ultimos anos, outros trabalhos utilizando fungos nematéfagos foram
realizados e os resultados ainda demonstram a viabilidade do controle biologico
frente as helmintoses gastrintestinais dos animais domésticos. Com o trabalho de
Campos et al. (2004) foi verificada a capacidade predatéria de fungos nematéfagos
do género Monacrosporium previamente submetidos a diferentes métodos de
preservacgao, sobre larvas de Cooperia sp. e Haemonchus sp., observando que sua
capacidade predatéria ndo foi afetada, possibilitando, com isso um maior
conhecimento sobre meios alternativos de preservacao in vitro. Aradjo et al. (2006b)
testando a passagem do isolado fungico D. flagrans em trato gastrintestinal de
caprinos, observaram uma reducado significativa (p<0,05) no numero de larvas
recuperadas de Strongyloides papillosus e H. contortus apos os tratamentos com
esse isolado em relacdo aos animais do grupo controle. Aradjo et al. (2007)
avaliaram a viabilidade de M. thaumasium sobre larvas infectantes de nematoéides
gastrintestinais de caprinos em campo, no Semi-arido Cearense, observando que o
grupo de animais tratados com esse fungo apresentou reducdo no OPG, menor

carga parasitaria e maior ganho de peso frente aos animais nao tratados.



2. 2 Fungos nematofagos

Os fungos nematéfagos tém atraido a atencdo de pesquisadores desde que
sua funcdo como predador de nematéides foi reconhecida no final do século XIX por
Zopf, em 1888 (Gray,1988).

Uma grande abundéancia de antagonistas naturais dos helmintos, entre eles
protozoarios, bactérias, virus, acaros, besouros e fungos ja sdo descritos como
controladores bioldgicos. Os fungos nematdéfagos se apresentam como inimigos
naturais de helmintos parasitos gastrintestinais, podendo ser encontrados nos
ambientes mais distintos e, atualmente tém demonstrando bons resultados como
agentes de biocontrole (Kerry, 2000; Ribeiro, 2003).

Fungos nematofagos compreendem diferentes tipos de fungos, sdao
cosmopolitas, ocorrendo em solos naturais, solos agricultaveis e em todos os tipos
de matéria organica em decomposicdo. No ambiente esses fungos sao
biologicamente muito importantes, desempenhando um papel na reciclagem de
carbono, nitrogénio e outros elementos que sdo originados a partir da degradacao
do nematodide (Graminha, 2004).

Segundo Carter (1988), um fungo nematéfago pode coexistir no ambiente sob
duas formas: como um agente saproéfita ou como um parasita. Além disso, ainda sao
descritos como organismos imoveis e possuidores de parede celular bem
semelhante a parede celular dos vegetais, principalmente quanto a composicao
quimica e estrutural. Ja em relacdo a sua suplementacdo, por serem também
parasitos obrigatérios, esses fungos podem se alimentar de uma variedade de
helmintos de vida livre ou mesmo viverem sobre a matéria organica, nutrindo-se
assim como sapréfitas (Waller e Faedo, 1996; Larsen et al.,1999).

De acordo com Barron (1977) e Mota et al. (2003), mais de 150 espécies de
fungos nematodfagos ja foram catalogados. Esses fungos também s&o conhecidos
como fungos destruidores de helmintos, mas por apresentarem caracteristicas
ovicidas podem também predar ovos de helmintos. Dessa forma, comportando-se
como antagonistas naturais, sdo capazes de promover a captura, a morte ou mesmo
a sua destruicdo, contribuindo para que os problemas relacionados a resisténcia e
ecotoxicidade diminuam e se enfatize a necessidade da empregabilidade dos
programas integrados de controle parasitario, selecdo de animais mais resistentes e
confeccdo de vacinas, associado ao controle bioldégico com a utilizacdo desses
fungos (Araujo et al., 1998, 2004a).



Os fungos nematdéfagos sdo divididos em trés grupos: endoparasitas,
predadores e oportunistas, que sao parasitas de ovos, cistos e fémeas. Essa divisao
também equivale a sua morfologia e as caracteristicas funcionais que estéo
associadas com a producdo de estruturas especializadas para a captura de
helmintos. Existe ainda um quarto grupo conhecido como fungos produtores de
metabolitos toxicos, que embora pouco estudados também séo classificados como
fungos nematdéfagos (Araujo et al., 2004b).

Os fungos endoparasitas persistem principalmente como esporos, mas
algumas vezes como clamidosporos (esporos resistentes) que sao liberados no
momento da desintegracdo do nematoide. Sdo encontrados em varias classes
taxondmicas, sendo subdivididos em trés grupos: que seguem: grupo |,
correspondente as espécies que encistam, Chytridiomyces (Catenaria Sorokin) e
Oomycetes (Myzocytium Schenk, Haptoglossa Drechsler e Lagenidium Schenk).
Grupo Il correspondente as espécies produtoras de conidios adesivos,
Deuteromycotina (Verticillium Nees, Cephalosporium Corda, Drechmeria conospora
Gans e Jansson, Hirssutella rhossiliensis Minter e Brady, Harposporium subuliforme
Drechsler) e de Zygomycotina (Meristacrum asterosporium  Drechsler,
Zygnemomyces Miura e Gonimochaete Drechsler); e o grupo Il correspondente as
espécies que também produzem conidios adesivos referente a Basidiomycotina
(Gray, 1988; Araujo et al., 2004a).

Apenas quatro espécies de fungos endoparasitas sao cultivadas em
laboratorio: Drechmeria coniospora, Hirssutella rhossiliensis, Nematoctonus
concurrens e Nematoctonus haptocladus (Jatala, 1986). Alguns trabalhos realizados
por Kerry e Mullen (1981) e Jatala et al. (1979) demonstraram que a acao de fungos
endoparasitas sobre os fitonematdides Heterodera avenae e Meloidogyne sp foi
significativa, diminuindo suas populacgdes.

Segundo Mota et al. (2003) e Araujo et al. (2004a) fungos endoparasitas nao
produzem micélio extenso, mas sdo capazes de infectar os nematdides através da
producédo de tubos de liberacdo de esporos, conidiéforos ou conidios, que ingeridos
desenvolvem hifas responséaveis pela absorcdo do conteddo interno do nematdide.
Grande parte dos fungos endoparasitas é parasita obrigatorio e por isso possuem
uma faixa restrita de hospedeiros. Devido a esse fato, a sua utilizagao e producéo in
vitro é menor, pois tendem a ter mercados mais limitados e a ser onerosos quanto a
sua producdo em escala industrial. Além disso, ndo possuem capacidade de

crescimento no solo, o que o torna impossivel de ser proposto como inéculo para o



controle ambiental do nematoide-alvo (Ribeiro, 2003). De acordo com Stirling e West
(1991), a dependéncia de agua livre para a atividade dos fungos endoparasitas é o
principal fator de limitagdo para a sua eficiéncia como controladores biol6gicos de
organismos.

A grande maioria dos fungos nematéfagos esta incluida dentro do grupo dos
predadores, e produzem até seis tipos de armadilhas: hifas adesivas néo
diferenciadas; ramificagdes de hifas que sofrem anastomose, formando redes
adesivas tridimensionais; ramificagdes adesivas, onde em algumas vezes podem se
unir formando redes adesivas simples bidimensionais; nddulos adesivos; anéis
constritores; e anéis ndo constritores. Entretanto, o tipo de armadilha mais
encontrado em fungos predadores sdo as redes adesivas. A hifa é usada como
armadilha e a presa é capturada por adesao (Mota et al. 2003). Este grupo de
fungos € o mais estudado e, por conseguinte, o mais utilizado no controle biolégico
de nematoides que parasitam animais domésticos, reduzindo de forma efetiva a sua
populacdo tanto em condi¢ces laboratoriais quanto em condicfes a campo. Além
disso, possuem a vantagem de apresentar maior potencial de industrializacao
(Larsen, 1999).

A divisao dos fungos predadores foi proposta por Cooke em 1963, baseando-
se na velocidade de seu crescimento micelial. Dessa forma, os fungos de
crescimento mais rapido formardo armadilhas tipo redes tridimensionais; jA 0s
fungos de crescimento intermediario formar&o as armadilhas tipo nédulos; e aqueles
com crescimento mais lento, formardo anéis constritores. Fungos formadores de
redes sdo reconhecidos como 0s mais competitivos em relacdo a microbiota do solo
(Mota et al., 2003).

As espécies de fungos predadores variam em sua capacidade de capturar 0s
helmintos parasitos gastrintestinais. Eles sdo os organismos mais estudados e que
apresentam maior potencial de serem comercializados, principalmente pelo seu
maior isolamento e facilidade de cultivo em laboratério (Gronvold et al., 1996).

Segundo Waller e Faedo (1993), o uso de fungos predadores de helmintos
parasitos gastrintestinais auxilia o controle quimico desses parasitos e deveria ser
feito ndo somente em condigcdes em que ocorrer previsdo de maior infestacdo de
pastagens por ovos e larvas de terceiro estagio, mas também quando houver
melhores condi¢des para o crescimento dos fungos no meio ambiente, prevenindo

assim o parasitismo clinico e a consequente perda de produtividade.



Castro et al. (2003) mencionam que os fungos nematofagos vém sendo
pesquisados como uma alternativa vidvel e promissora para que possam ser
utilizados no controle biolégico das diversas espécies de helmintos parasitos
gastrintestinais dos animais domésticos. Esses fungos apresentam fases saprofitica
e parasitica; entretanto, a transicdo de uma para a outra ocorrera no momento da
formacdo de armadilhas, momento esse influenciado por fatores bi6ticos e abidticos.

Algumas espécies de predadores desenvolvem estruturas de captura com
resultado de estimulos externos, enquanto outras as desenvolvem
espontaneamente, sendo as mais dependentes de nematodides como fonte primaria
de nutrientes. As espécies formadoras espontdneas de armadilhas sdo mais
abundantes em solo que dispde de matéria organica (Gray, 1985).

Aratjo et al. (1999) e Dimander et al. (2003) mencionam que dentre as
espécies de predadores mais estudadas e utilizadas como controladores biolégicos
destacam-se os géneros Duddingtonia e Monacrosporium.

Os géneros Duddingtonia sp e Monacrosporium sp sdo produtores de redes
tridimensionais. A forma de captura por fungos predadores é realizada por meio do
desenvolvimento de um amplo sistema de hifas vegetativas e por estruturas de
captura dispostas ao longo destas. Algumas dessas estruturas de captura sao
produzidas gracas a estimulos externos, como quantidade e presenca dos
nematodides, motilidade, producdo de substancias deles derivadas, estresse
fisioldégico, e fatores biol6gicos como luminosidade, presenca de agua e estado
nutricional do isolado fungico predador, quando em cultivo em laboratorio (Araudjo et
al., 2004b).

De acordo com Mota et al. (2003), uma ramificacdo lateral ereta cresce
inicialmente da hifa vegetativa, que se curva e cresce em direcdo a hifa-mae,
sofrendo anastomose. Assim, quando uma outra hifa repetir esse processo por meio
também de outra anastomose, acontecera a formacao da rede tridimensional.

Os fungos predadores produzem 6rgaos de captura em cultura pura, mas o
processo de diferenciacdo das hifas em armadilhas ocorrerd dentro de 24 horas
apos a interacdo do fungo com o nematéide, e quanto maior a motilidade dos
nematoides maior sera a producdo de armadilhas pelo fungo, visto que o estimulo
sera maior em solo com microbiota rica. Um fungo que produz armadilhas de
maneira espontdnea se sobressaira sobre uma espécie com producdo de
armadilhas ndo-espontaneas, uma vez que na grande maioria das vezes no solo as

condicBes nutricionais estressantes sdo mais comuns para o seu desenvolvimento



(Aradjo et al., 2004a; Gomes et al., 2001). A formacdo de armadilhas pode ser
atribuida também aos esporos (Dackman e Nordbring-Hertz, 1992).

Nordbring-Hertz e Stahammar (1978) registraram em experimento in vitro que
helmintos vivos foram capazes de induzir a formagdo de armadilhas mais
rapidamente que extratos e peptideos. O que se observa € que, durante esse
processo de diferenciacdo, um numero maior de armadilhas € produzido em
comparacdo com o numero de helmintos parasitos gastrintestinais presentes nas
placas de Petri (Gronvold et al., 1996; Gomes et al., 1999).

Todavia, ndo se deve esquecer que a cuticula dos helmintos parasitos
gastrintestinais € um oOrgdo de extrema importancia, que desempenha acfes
especificas como: composi¢cao do esqueleto que age como uma barreira protetora
contra condi¢cbes adversas do ambiente e participa dos processos de nutricdo e
excrecdo, por isso penetrar esta barreira € essencial para qualquer processo
infectante (Perry e Wright, 1998). De acordo com Barron (1977) o mecanismo pelo
qual a cuticula do verme seria penetrada pelo fungo ndo estava bem elucidado, mas
possivelmente este processo ocorreria de forma parcialmente mecanica e
enzimatica. Para Araujo (2001), a fase inicial de penetracdo esta associada com o
reconhecimento mediado por uma interacéo lectina-carboidrato. Dentro das diversas
espécies existe uma variacdo da estrutura da cuticula; porém, com arranjo comum,
gue apresenta uma epicuticula externa, uma regido cortical externa eletron-densa,
uma camada subjacente e uma basal de aparéncia estriada. Apenas trés principais
categorias de proteinas tém sido identificadas como componentes da cuticula dos
nematoides, sendo essas: proteinas colageno-like (requerem um agente redutor
para solubilizacdo), proteinas n&o colagenosas (insolliveis na presenca de
detergentes), e proteinas de superficie ndo colagenosas (sollveis na presenca de
agentes redutores) (Fetterer e Rhoads, 1993).

Sobre o grupo dos fungos oportunistas, a primeira determinacdo de sua
capacidade ovicida sobre ovos de helmintos foi descrita por Lestan em 1970 (Kerry e
Hidalgo, 2004).

Os fungos oportunistas além de parasitarem ovos, cistos e fémeas de
fitonematdides e de helmintos, sdo saprofiticos e, por essa razdo, ndo dependem da
presenca do parasita no solo para a sua sobrevivéncia, sendo por isso facilmente
cultivados em laboratério. Suas hifas penetram a 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
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passar pela camada vitelinica e atravessa a camada quitinica e lipidica adjacente.
Como consequéncia do processo, a camada vitelinica se divide, a camada de quitina
torna vacuolizada e a camada de lipidios torna dispersa. Hifas endégenas emergem
do ovo e produzem conidioforos, funcionando como fonte de conidios. Estes tipos de
fungos colonizam o conteudo do ovo, ou ainda a larva em desenvolvimento no seu
interior (Araujo et al. 2004a; Ciarmela et al., 2002).

E um grupo bastante promissor para ser empregado no controle biolégico de
helmintos, principalmente porque reduzem em cerca de 70 a 90% os niveis de ovos
viaveis no solo (Ciarmela et al., 2000). Entretanto, muitas vezes o que impede sua
plena efichcia € a estratégia desenvolvida pelos parasitos. A maioria desses
helmintos parasitos gastrintestinais produz ovos que rapidamente dardo origem a
larvas, dificultando seu processo de interacdo com os ovos (Jansson e Nordbring-
Hertz, 1988).

O parasitismo de ovos por fungos € um importante fendbmeno biolégico que
tem nas espécies Pochonia chlamydosporia (syn. Verticillium chlamydosporium
Goddard), Paecilomyces lilacinus e Dactyella ovoparasitica seus principais
representantes com significativa atividade ovicida (Lysek e Sterba, 1991).

Apds um prolongado estudo de observacédo, Lysek (1976) estabeleceu um
método qualitativo para classificar a atividade ovicida. Esse método primeiramente
proposto sobre ovos de Ascaris lumbricoides, determina que, 0 mecanismo de agao
de um fungo oportunista estd baseado em trés tipos basicos de atividade ovicida,
com sete subtipos: (1) fisiolégica, com efeito bioquimico sem danos morfolégicos a
casca do ovo, (2) efeito bioquimico litico, com alteracdo morfologica progressiva da
casca do ovo e danos ao embrido e (3) efeito litico e morfolégico, com penetracao
do ovo, ataque e morte ao embrido. Em reagdo a sua subdivisdo segue-se: (1a)
onde o fungo ira inibir o desenvolvimento embrionario com inicio da sua atividade
ovicida, é reconhecido como um efeito temporério; (1b) os metabdlitos do fungo
proporcionardao um desenvolvimento anormal das larvas com numero aberrante de
cromossomos; (2a) ocorrera a desintegracdo e remocao enzimatica da casca do
oVvo, e apos excessivas lesdes dara inicio a fase de penetracdo e danos ao embrido;
(2b) acontecera uma mudanca na permeabilidade da casca, modificacdo da barreira
osmotica e por consequéncia vacuolizagdo e desintegracdo do embrido; (3a) o
micélio do fungo penetrara em apenas um local da casca intacta do ovo, e
promovera um ataque e cessamento no desenvolvimento do embrido; (3b) o micélio

do fungo penetrard em varios locais da casca promovendo a destruicdo do embrido
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e (3c) os fungos iniciardo o processo de atague enzimatico e consequentemente
morte ao embrido.

A classificagdo da atividade ovicida atualmente foi simplificada e €
estabelecida de acordo com os seguintes parametros: efeito do tipo 1, efeito litico
sem prejuizo morfolégico a casca, onde séo visualizadas as hifas aderidas a casca
do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico com alteracdo morfoldgica da casca e embrido
do ovo, sem penetragdo das hifas através da casca; e efeito do tipo 3, efeito litico
com alteracdo morfoldgica da casca e embrido do ovo, com penetracdo de hifas e
colonizacéo interna do ovo (Lysek e Nigenda, 1989; Lysek e Sterba, 1991).

Na maioria das vezes, se observa que o tipo de atividade ovicida encontrada
sobre os ovos dos parasitos € uma mistura dos efeitos dos tipos 2 e 3, mas, a
classificacdo de um fungo como espécie ovicida somente acontece se este
apresentar durante o processo de infeccdo dos ovos o efeito do tipo 3 (Lysek e
Chalupova, 1978; Lysek et al., 1982).

Os ovos nos estagios iniciais de desenvolvimento serdo mais facilmente
penetrados do que aqueles em estadios mais maduros, contendo formas juvenis. A
eficiéncia do fungo parasita de ovos esta relacionada ao estagio do ciclo de vida do
hospedeiro em que corre o ataque, da agressividade e especificidade do fungo (La
Mondia e Brodie1984).

De acordo com Rodriguez-Kébana et al. (1984), em uma mesma espécie
fungica poderdo ocorrer algumas variagcbes no que se refere a sua capacidade
predatéria de ovos, e sendo assim, diferencas entre racas e biotipos serdo decisivas
na determinacdo de sua acdo. Essas diferencas foram encontradas por alguns
pesquisadores, principalmente em isolados de P. lilacinus parasitando ovos de M.
incognita, onde foi observado que em 12 isolados dessa espécie apenas cinco
exemplares mostraram acdo predatéria de forma uniforme (Carneiro e Gomes,
1993).

Ainda, de acordo com Mizobutsi et al. (2000), uma grande parte de espécies
fungicas ja foi encontrada em ovos, fémeas e cistos de nematéides de vida livre,
porém, sua presenca nao significa propriamente que se trate de um parasito de
ovos. Muitas vezes, necessita-se de alguns estudos de infeccdo sobre esses ovos
para que seja comprovada a sua patogenicidade.

Alguns fungos ovicidas produzem metabdlitos téxicos que afetardo
diretamente o embrido em desenvolvimento e a eclosdo das larvas (Bittencourt et

al., 1999; Monteiro et al., 1998). Em estudo para a verificacdo da taxa de eclosdo
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sobre ovos de M. incognita, os fungos P. lilacinus e P. fumosoroseus apresentaram
niveis de reducéo de aproximadamente 90% (Carneiro e Gomes, 1993).

Os fungos ovicidas produzem enzimas quitinoliticas que estao potencialmente
envolvidas no processo de infeccdo dos ovos, mas nem todos os fungos
quitinoliticos infectam ovos (Kerry e Hidalgo, 2004). Segundo Dackman et al. (1989),
a habilidade de uma espécie para parasitar ovos esta diretamente relacionada com
sua atividade enzimética litica, podendo ser de natureza quitinolitica e proteolitica.

Basualdo et al. (2000) acreditam que o mecanismo de atuacao desses fungos
contra 0os ovos de helmintos esteja baseado na decomposicdo enzimatica e na
biossintese de toxinas. Esses fungos séo classificados de acordo com o seu modo
de acdo: no primeiro grupo, classifica-se aquele que se utiliza de seu proprio
metabolito para agir de forma negativa sobre o embrido, ndo alterando o aspecto
morfologico da parede do ovo; ja no segundo grupo, o fungo penetrara ativamente
no ovo através de hifas que atingirdo o embrido (Lysek e Nigenda, 1989).

Segundo Araujo et al. (2004a), a hifa penetra no ovo através de pequenos
poros existentes na camada vitelinica da casca, provocando com isso uma alteracéao
na sua permeabilidade e, em conseqiéncia disso, uma expansao em seu volume
com coloniza¢do do conteudo do ovo. Alguns estudos ultra-estruturais em ovos e
juvenis de M. arenaria demonstraram que o fungo ovicida penetra o ovo de forma
direta, através de pequenos poros (aberturas) existentes na sua camada vitelinica
(Freire e Bridge, 1985). Estas aberturas sdo produzidas pela pressdo das hifas

intumescidas, uma vez que em ovos de helmintos ndo existem aberturas naturais.

2.3 Controle bioldgico

Gronvold et al. (1996) definem o termo “controle biol6gico” como sendo a
aplicacdo e utlizacdo de antagonistas naturais disponiveis no ambiente e que
possam diminuir a um limiar aceitavel determinada populacdo de certo agente
agressor que esteja causando perdas produtivas, tanto na pecuaria como na
agricultura. Na prética, o controle biolégico ndo atuara sobre estadios internos de
parasitos; mas, concentrardo suas acdes sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténicos, vetores e estadios larvais de vida livre, diminuindo a fonte de infec¢éo
para os hospedeiros finais.

Segundo Freitas et al. (2006), os mecanismos de controle biol6gico sdo o
parasitismo, a predacdo, a competicdo e a antibiose. Como regra de manutencao

dos sistemas bioldgicos, toda populacéo € regulada por antagonistas. Este processo
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ocorre espontaneamente na natureza e ndo € dependente da interferéncia do
homem. Suas vantagens incluem, a facil aplicacdo, boa dispersdo ambiental, menor
custo, efeito prolongado que podera afetar populacdes subsequentes de parasitas,
diminuicdo do aparecimento de resisténcia e associagdo com outras drogas sem
deixarem residuos ou causar toxicidade tanto nos animais quanto no ambiente.

Os requerimentos mais importantes para o estabelecimento de um sistema de
controle efetivo das helmintoses gastrintestinais englobam, principalmente, o
conhecimento da epidemiologia dos helmintos e suas interacbes com o0s
hospedeiros em um determinado ambiente. Contudo, na falta destas informacoes,
poderd ocorrer utilizacdo inadequada de tratamentos com anti-helminticos causando
o aparecimento de resisténcia (Araujo et al., 2004b). Os programas de controle
parasitarios eficientes devem estar baseados em informacBes sobre a
disponibilidade de larvas no ambiente, deteccdo de fontes de infeccao,
conhecimento sobre as exigéncias climaticas para eclosdo de ovos, viabilidade
larvar e no uso de drogas anti-helminticas sintéticas.

Waller (2005) menciona que o controle das helmintoses gastrintestinais dos
animais domesticos é feito principalmente por meio da utilizacdo de anti-helminticos,
que agirdo sobre as formas parasitarias estabelecidas no hospedeiro. Porém, este
método apresenta algumas desvantagens. Além disso, a selecdo de um agente que
possa ser empregado comercialmente como controlador biolégico de parasitos
gastrintestinais € uma proposta viavel que se baseia na capacidade de producéo do
antagonista em escala industrial, nos custos relacionados a esta producdo, na
competitividade com as drogas tradicionais estabelecidas no mercado e no tempo de
sobrevivéncia do organismo em formula¢cdes comerciais, atentando-se para o fato
que as formulac¢des oferecam seguranga para os produtores, consumidores, animais
tratados e ao meio ambiente.

O método mais comum de controle de helmintos é através de anti-
helminticos. No entanto, esse método apresenta algumas desvantagens como
presenca de residuos na carne e no leite, risco de impacto ambiental, além do
desenvolvimento iminente de resisténcia dos parasitos. Isso se deve ao seu uso
continuado com multiplas classes quimicas que, na maioria das vezes, contribuem
para que as pastagens estejam contaminadas por nematoides (Waller e Faedo,
1993; Suarez, 2002). Segundo Gamarro e Castanys (1993), a resisténcia adquirida
as classes quimicas de anti-helminiticos é atualmente um dos problemas mais

graves enfrentados no tratamento das infec¢cdes helminticas. Garate et al. (1993)
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mencionam ainda que, devido a baixa mortalidade e a alta morbidade provocada
pelas infec¢cdes helminticas, o seu interesse no desenvolvimento de maiores
pesquisas esta focado apenas em seu controle e tratamento, apesar de sua grande
prevaléncia. Além disso, a produc¢do de vacinas continua sendo um objetivo a longo
prazo, pois muito séo os fatores limitantes.

Dessa forma, os problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade
enfatizam sempre a necessidade da implantagdo de programas integrados de
controle parasitario, que visem assegurar a saude dos organismos Vivos e
ambientes menos contaminados (Mota et al., 2003). A maioria dos estudos sobre o
controle biolégico das helmintoses tem envolvido apenas utilizacdo de fungos
nematofagos predadores sobre larvas infectantes (L3z) de helmintos parasitos
gastrintestinais (Waller et al., 1994; Mendoza-De-Gives et al., 1999).

Todavia, o controle biologico sobre ovos de helmintos € uma alternativa muito
promissora e que vem se destacando atualmente. Além disso, fungos que impedem
a evolucdo de ovos provavelmente sdo mais promissores como agentes de
biocontrole, pois quando comparados aos fungos predadores e endoparasitas, seu
efeito na reducdo de uma populacdo de helmintos serd bem mais acentuado. Por
outro lado, existe uma caréncia de trabalhos que demonstrem a viabilidade dos
fungos ovicidas frente aos diversos géneros de helmintos. Alguns poucos trabalhos
in vitro mencionados na literatura, relatam sua capacidade predatéria sobre ovos ao
longo de distintos intervalos de dias, demonstrando sua influencia negativa na
viabilidade desses ovos (Ciarmela et al., 2002; Braga et al., 2007).

Jatala (1986) menciona que o efeito da acdo predatéria dos fungos
endoparasitas sobre uma populagédo de helmintos € menor quando comparada com
a mesma acdo predatéria de fungos parasitas de ovos, Essa afirmacdo é
corroborada por Kerry (2000), que propde que a maior parte da populacdo de
helmintos encontrados no ambiente esta sob a forma juvenil e ovos e ndo como
estadio adulto, o que favorece a a¢éo predatoria desses fungos ovicidas.

A resisténcia a passagem pelo trato gastrintestinal é uma caracteristica
importante em fungos nematéfagos, quando se deseja o desenvolvimento de
formulacdes de uso oral que permitam o controle de L3 ho ambiente (Araudjo et al.,
1999). Segundo Kerry (2000), algumas espécies ovicidas produzem clamidésporos
e, portanto, poderiam ser empregados no controle das populagdes de helmintos

parasitos gastrintestinais.
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A administracdo de fungos nematofagos aos animais domésticos é
considerada uma proposta promissora, pois o emprego desses fungos tem se
apresentado como uma boa oportunidade de controle dos estagios de vida livre dos
nematéides nas pastagens, reduzindo em grande parte as reinfestacbes e
contribuindo para a sua profilaxia (Barger, 1999; Mota et al., 2003).

A habilidade dos fungos nematd6fagos em colonizar a rizosfera tem sido
apontada como uma caracteristica importante de um agente de biocontrole
(Pearsson et al., 1995). O sucesso para o estabelecimento desses fungos no solo
dependera basicamente de uma fonte alimentar que possa lhes garantir vantagens
competitivas na microbiota existente (Kerry et al., 1984). Esses fungos sédo bastante
comuns em solos naturais e em todo o tipo de material organico. Porém, sua
atividade e quantidade no solo algumas vezes sao incertas, jA que necessitam de
uma fonte primaria de nutricdo (Jaffee et al., 1996).

Segundo Faedo et al. (2002), para que um fungo seja efetivo como
controlador bioldgico, esse deverd estar presente e ativo nas fezes, no solo e
ambiente do mesmo tempo que as formas pré-parasitarias. Por outro lado, a baixa
competitividade com fungos saproéfitas no ambiente e a pequena producdo de
armadilhas séo alguns fatores atribuidos como parte do insucesso de seu emprego.
O fungo sera mais promissor em solo fértil do que em fezes frescas (Juniper, 1957).
Por isso, € necesséaria uma selecdo de fungos nematéfagos que possam atravessar
0 trato gastrintestinal dos animais, mantendo suas qualidades de crescimento e
predacao nos ovos e as fases pré-parasitarias nas fezes (Gronvold et al., 1996).

A aplicacdo de fungos no biocontrole de helmintos parasitos gastrintestinais
vem auxiliar o controle quimico. Ela deveria ser feita ndo s6 em condicbes em que
ocorrer previsao de maior infestacdo de pastagens por ovos e larvas, mas também
quando houver melhores condicbes para o crescimento dos fungos no meio
ambiente. Essas acfes previnem, com isso, o parasitismo clinico e a perda de
produtividade, fornecendo uma quantidade de larvas suficientes aos animais para
provocar o desenvolvimento de uma imunidade adquirida naturalmente (Waller e
Faedo, 1993; Graminha et al., 2004).
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2.4 Helmintos

Os helmintos constituem um vasto grupo de animais, onde estéo incluidas as
espécies de vida livre e aquelas de vida parasitaria (Melo e Guimaraes, 2005).

Segundo Almeida e Aires (1999), os helmintos de interesse médico veterinario
sao divididos em dois filos: o filo Nemathelminthes (“vermes redondos”) que engloba
a classe Nematoda, e o filo Platyhelmintes (“vermes chatos”) formado pelas classes
Trematoda e Cestoda. Entretanto, segundo estudos mais recentes, O0S
representantes desse ultimo filo foram distribuidos em trés classes: Turbellaria,
Trematoda e Cestoda ou quatro classes (Turbellaria, Monogenea, Trematoda e
Cestoda) (Melo e Guimarées, 2005).

Os efeitos das infeccbes helminticas nos animais sdo 0s mais variados,
podendo ser resumidos basicamente em: danos a mucosa do abomaso e intestino,
anemia, competicdo com o animal por minerais e outros nutrientes (Mcaulifee,
1977).

Em seres humanos, as infecgfes helminticas sdo consideradas como uma
das principais causas de morbidade nos escolares dos paises em desenvolvimento,
atingindo indices de até 90%. Sua presenca esta associada, quase sempre, ao baixo
desenvolvimento econbémico, caréncia de saneamento basico e falta de higiene. Na
sua fase adulta, podem estar localizados em diferentes érgédos de acordo com a sua
biologia ou podem migrar por diversos 6rgdos durante seu ciclo evolutivo. Sua
distribuicdo, apesar de cosmopolita, concentra-se mais em ambientes pobres, com
menor higiene (Santos et al., 2002).

Dentre os varios representantes do filo Platyhelmintes de interesse médico
veterinario estdo as espécies pertencentes a classe Trematoda, que parasitam o
trato gastrintestinal dos mamiferos (Soulsby, 1982). Essa classe € composta por trés
grandes ordens de parasitos: Aspidogastrea, Monogenea e Digenea, sendo essa
Gltima a mais importante por abrigar parasitos que infectam seres humanos (Melo e
Guimaraes, 2005).

A ordem Digenea é assim denominada porque seus membros tém ciclo
evolutivo indireto, com geracdes assexuadas e sexuadas parasitando hospedeiros
alternados. Possuem 6rgdos de fixacdo comumente representados pelas ventosas
oral e ventral, essa ultima podendo também ser denominada de acetdbulo. Seus
representantes podem ser hermafroditas (mondicos) ou apresentarem sexo
separado (didicos) e a sua fertilizacdo é do tipo cruzada. A ocorréncia da

autofertilizacdo podera também acontecer. Poucas sédo as espécies viviparas na
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ordem Digenea. Nessa ordem, além de outras espécies de interesse medico
veterinario encontram-se a Fasciola hepatica e o Schistosoma mansoni, parasitas do

sistema porta-hepatico dos mamiferos (Soulsby, 1982; Melo e Guimaraes, 2005).

2.5 Fasciola hepatica

Tem-se conhecimento da Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758) desde o século
IX, citado como a causa da “doenca do figado de ovinos” no 1° Tratado de Saude
Animal do Mundo Arabe. Estudos paleoparasitologicos referem-se a presenca de F.
hepatica em seres humanos e em animais datados de 4.500 anos (Dittmar e Teegn,
2003). Atualmente, encontra-se distribuida em toda a América Latina e em varias
partes do mundo, e no Brasil foi reconhecida somente em 1921 por Lutz. Nos
altimos tempos, vem sendo citada como importante causa de perdas econémicas na
pecuaria das mais diferentes regides do planeta acarretando alta mortalidade e
consideravel reducdo na producdo de carne, leite e 1a, e por causar a fasciolose
hepética nos animais e em seres humanos (Mas-Coma et al., 1999; Echevarria,
2004). E uma importante e comum parasitose nos ruminantes domésticos em todo o
mundo (Girdo e Ueno, 1985; Serra-Freire et al., 1995).

De acordo com Guimaraes (2005) e Bowman et al. (2006), os adultos de F.
hepatica sdo habitantes dos ductos biliares de ruminantes e de outros mamiferos.
Echevarria (2004) discorre que a importancia dessa doenca atualmente se deve
principalmente as perdas associadas com as condenacdes de figados, mortalidade,
reducdo da producdo de carne, 1a e leite, as infeccbes bacterianas secundarias,
além da interferéncia com a fertilidade e aos altos custos com drogas fasciolicidas,
fatos esses que influenciam diretamente na economia do pais. Historicamente, nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Minas Gerais,
vém sendo reportada a incidéncia de fasciolose bovina, notadamente em sua forma
cronica, a partir de dados de propriedades, matadouros e p6 meio de exames
coprolégicos. A ocorréncia de focos de fasciolose hepética em alguns estados do
Brasil tem sido registrada com relativa frequéncia (Serra-Freire, 1995; Gomes et al.,
2002).

Scherer et al. (1999) mencionam que a presenca desse helminto é um fator
que pode limitar a criacdo de ruminantes domeésticos em vérias regides do mundo,
informacgé&o essa corroborada por Echevarria (2004).

Segundo Pille (1999) e Echevarria (2004) a fasciolose é uma doenca cuja

epidemiologia esta associada fortemente a temperatura e disponibilidade de agua.
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Além disso, ela deve ser sempre considerada quando da investigacdo de causas
como anemia, emagrecimento ou mortalidade de bovinos e ovinos pastejando areas
favoraveis a presenca de F. hepatica. Sabe-se, contudo, que a epidemiologia da
fasciolose esta vinculada aos fatores climéticos, de manejo, topograficos, de presséo
de pastejo, pela presenca de hospedeiros que atuam como agentes facilitadores de
sua disseminacao, pela maior disponibilidade de metacercérias e pela presenca dos
ovos desse trematoda nas pastagens (Mattos et al., 1977).

Em adicdo, a fasciolose também é uma zoonose que até recentemente era
considerada como doenca de carater secundario. F. hepatica raramente &
responsavel por doencas em seres humanos, sendo sua infeccdo acidental. Por
outro lado, sabe-se que as areas de alta prevaléncia de fasciolose humana nao
coincidem com aquelas em que tal enfermidade constitui um problema veterinario
relevante (Pelegrini et al., 2007). Em seres humanos, ainda se desconhece a
intensidade dessa parasitose, entretanto, a diferenca para os outros hospedeiros
vertebrados esta no niumero de ovos expulsos nas fezes do ser humano que é em
torno de dois por grama de fezes (Bendezu et al., 1982).

A importancia da doenca humana na saude publica aumentou nos ultimos
anos. Em apenas 25 anos, 7.071 casos foram descritos em 51 paises de todos os
continentes, sendo que o maior numero de casos (3286) foi constatado no
continente americano. Na maioria das vezes, os achados sdo acidentais e estao
distribuidos pelos Estados Unidos (1 caso), México (33), Cuba (782), Costa Rica
(13), Porto Rico (18), Venezuela (11), Peru (1.210), Bolivia (1.021), Chile (45),
Argentina (13), Uruguai com (95) casos (Esteban et al., 1998).

No Brasil, casos da doenca foram descritos em seres humanos nos estados
do Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Bahia,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Pile et al., 2000; Mezzari et al., 2000; Farinazzo
et al., 2001).

Segundo Mas-Coma et al. (1999), estima-se que possam existir até 17
milhGes de pessoas infectadas com F. hepatica no mundo.

2.5.1 Ciclo Biolégico

O ciclo biolégico da F. hepatica é do tipo heteroxénico, o0 que demonstra a
necessidade de um hospedeiro intermediario que normalmente € um molusco
Pulmonata do género Lymnaea. Os parasitos adultos alojados nos ductos biliares

colocam ovos operculados que podem variar em nimero de 20.000 a 50.000 por dia.
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Estes saem atraves da bile para o intestino, de onde ser&o eliminados junto as fezes
do hospedeiro vertebrado. E encontrando temperaturas médias adequadas que
variam de 25° a 30°C, os ovos irdo eclodir liberando os miracidios que buscardo os
hospedeiros intermediarios. Essa ecloséo acontece em torno de 21 dias no verao,
mas pode chegar a 90 dias no outono e na primavera. A presenca de agua e luz sao
fatores de extrema importancia para que ocorra a eclosédo do ovo, e caso o miracidio
nao encontre o hospedeiro intermediario, morrerd em poucas horas (Echevarria,
2004; Guimarées, 2005). A partir da penetracdo no caramujo do género Lymnaea, o
miracidio perdera sua cobertura ciliada, migrando entdo para a gonada ou para a
glandula digestiva (referida como o hepato-pancreas) e formara um esporocisto. Se
nao encontrar esse caramujo dentro de 24 horas, 0 miracidio esgotard seus
estoques de energia e morrera. Cada miracidio formard um esporocisto, que por sua
vez dara origem a cinco ou oito rédias. Estas crescem até que estourem a parede do
esporocisto e sao, dessa forma, liberadas para os tecidos do caramujo. As rédias,
gue possuem abertura oral e 6rgaos digestivos, abrem seu caminho pelos tecidos do
hospedeiro invertebrado. Como o esporocisto, a rédia fica repleta de células
germinativas, dando origem a rédias de segunda geracao e, cada bolsa germinativa
presente nas rédias de segunda geracdo dara origem a outro tipo de larva, a
cercéria (Guimaraes, 2005; Bowman et al., 2006). Contudo, segundo Guimaraes
(2005), durante esse Ultimo evento surge a possibilidade de infeccdo dos mamiferos
que pastam e também do ser humano, uma vez que ao sair do molusco as cercérias
nadardo por alguns minutos e a seguir perderdo a sua cauda, encistam-se,
originando ai a metacercaria que pode estar presente na agua e nas verduras.

De acordo com Bowman et al. (2006), a partir da ingestdo da metacercéria
ocorrerd 0 rompimento de sua parede cistica no intestino delgado do hospedeiro.
Agora, o trematdide jovem passa a ser denominado de “marita”, que penetrara no
intestino e cruzara o espaco peritoneal invadindo o figado. Entdo, apos varias
semanas de migracdo pelo parénquima hepético, os adultos penetrardo nos ductos
biliares e, com o0 seu amadurecimento, comecardo a postura dos ovos. Esse periodo

ocorre a partir de um més e meio pés-infeccao.

2.5.2 Diagnéstico
Segundo Echevarria (2004), deve-se considerar a fasciolose a partir da
investigacdo das causas de morbidade ou mortalidade de ruminantes domésticos

gue estejam pastejando em areas onde existe F. hepatica. Em alguns casos, a

20



presenca dos parasitos adultos ou imaturos pode ser facilmente detectada no figado
a partir da investigacdo em animais mortos.

No Brasil, os métodos de diagndstico da fasciolose nos animais ainda se
encontram restritos a exames coproscopicos. Este fato deve-se a nao-existéncia de
estudos que possam avaliar a resisténcia de hospedeiros vertebrados naturais ou
mesmo de modelos de laboratério. Nas fases aguda e subaguda da doenca ndo séao
detectados ovos nas fezes; porém; neste periodo ja houve a instalagdo da lesao
hepética. Sendo assim, nestas fases, o diagnéstico efetivo s6 podera ser fornecido
pelos achados de necropsia com a presenca das formas imaturas no parénquima
hepatico. Ja a fasciolose cronica pode ser diagnosticada pela presenca de ovos nas
fezes, usando-se para isto técnicas baseadas no principio de sedimenta¢do ou no
de tamisagem progressiva. Deste modo, assinala-se 0 método mais seguro de
diagnéstico da fasciolose crénica a recuperacdo de ovos nas fezes. Para a
efetivacdo desse método, foram desenvolvidas diferentes técnicas de sedimentacao;
entretanto, os ovos sO sao encontrados nas fezes em torno de 90 a 120 dias apés
ingestdo da metacercéria, quando os parasitos atingem os canais biliares (Ueno e
Goncalves, 1998; Scherer et al., 1999; Echevarria, 2004).

Segundo Guimarédes (2005), no ser humano, o diagnéstico clinico é dificil de
ser feito. Os exames laboratoriais incluem a pesquisa de ovos nas fezes ou na bile.
Mas, como a producdo de ovos no ser humano é pequena, deve-se ater para o
cuidado de resultados falso-negativos, mesmo quando se comprova a presenca do
parasito. O diagnostico sorologico oferece maior confiabilidade, mesmo nao
possuindo uma sensibilidade muito alta, e sendo assim deve-se atentar para 0s
resultados cruzados. Esse mesmo autor cita, ainda que, os métodos sorolégicos
mais indicados para o diagndstico da fasciolose sdo intradermorreacéo,

imunofluoréscencia, reacao de fixagcdo de complemento e ELISA.

2.5.3 Medidas de controle e tratamento

O controle efetivo da fasciolose nos animais domésticos inclui um bom
conhecimento da epidemiologia da doenca por meio de dados meteoroldgicos, o
conhecimento do comportamento dos moluscos presentes no local e o nivel de
infeccdo dos animais nas diversas estacdes do ano (Fuentes et al., 2001). O uso de
anti-helminticos com acéo fasciolicida que sejam de facil aplicacdo, que nao deixem
residuos na carne e leite e que sejam altamente eficazes contra formas adultas e

imaturas de F. hepatica ainda tém sido requeridos como elemento fundamental no
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tratamento. Atualmente, tém sido descritas as drogas rafoxanida, closantel e
triclabendazole. Ainda é necessario o conhecimento sobre a epidemiologia do
parasito, uma vez que o pico de producdo de metacercarias ocorre durante as
estacBes do verdo e outono. Entretanto, nos casos de fasciolose crdnica, como ja
existem lesbes hepaticas consolidadas, como nos bovinos, a imunidade ja esta
estabelecida, ndo ocorrendo com isso uma resposta efetiva aos tratamentos
(Echevarria et al., 1979).

Em seres humanos, o tratamento da fasciolose hepética tem sido referido
como clinico ou invasivo. O tratamento clinico, ainda em fase quase experimental,
baseia-se na utilizacdo de farmacos como o bitionol ou triclabendazol, com relatos
promissores de alguns autores, inclusive com regressao das lesdes hepaticas
(Queiroz et al., 2002; Carrada-Bravo, 2003).

Assim como nas helmintoses gastrintestinais dos animais domeésticos, a
resisténcia de F. hepatica as drogas fasciolicidas tem sido detectada. Este fato entdo
deixa bem claro que o controle de F. hepatica deve obrigatoriamente incluir medidas
alternativas que visem a diminuigdo das formas adultas e imaturas, diminuindo o
risco de novas infec¢cdes para animais, além do risco iminente de populacdes das

areas rurais (Echevarria, 2004; Marcos et al., 2007).

2.6 Schistosoma mansoni

A esquistossomose € endémica em 74 paises, sendo estimado que
aproximadamente 200 milhdes de pessoas encontram-se infectadas e outras 500 a
600 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de transmissdo de doenca (World
Health Organization, 2002). E a mais importante doenca causada por helmintos em
termos de morbidade e mortalidade, e atualmente ja € considerada uma pandemia
(King et al., 2005). As espécies S. japonicum, S. mekongi, S. haematobium, S.
intercalatum e S. mansoni completam o ciclo no homem causando sérios problemas
de saude publica. A doenca é determinada pelas fases: pré-postural, aguda e
crdnica. Tradicionalmente no Brasil, a esquistossomose mansonica é considerada
como endemia rural, com crescente numero de casos notificados em grandes
cidades. A espécie S. mansoni € a Unica que é endémica no Brasil, onde se estima
6,3 milhdes de infectados e 26 milhdes de habitantes expostos ao risco da infeccéo,
pois residem em &reas endémicas como o0s estados de Minas Gerais, Bahia,

Sergipe, Pernambuco e Alagoas (Katz e Peixoto, 2000).
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Além dos dados de prevaléncia, ressalta-se o niumero de internacdes e Obitos
devido & esquistossomose divulgados pelo Sistema Unico de Saude (SUS) para o
Brasil. Segundo Katz e Peixoto (2000), as observacdes dos dados hospitalares
mostram que houve uma reducdo do nimero de internacdes a partir da década de
1990, com um decréscimo de aproximadamente 1.500 casos da doenca confirmados
em 1998. Contudo, a literatura discorre que a mortalidade ainda é bastante
expressiva, uma vez que 4.391 pessoas morreram no Brasil entre 1990 e 1997
devido a esquistossomose.

Segundo dados do Ministério da Saude de 2003, o Estado de Minas Gerais &
a maior area endémica no Brasil, com uma prevaléncia estimada em 7,1 % da
populacdo e transmissdo confirmada em 523 municipios do Estado. Em Belo
Horizonte (MG), por exemplo, h& focos naturais de infeccdo pelo S. mansoni com
grande namero de casos identificados nas ultimas décadas (Martin et al., 2003). No
Estado da Bahia, utilizando dados secundarios de quatro décadas, Barreto e Carmo
(1994) encontraram prevaléncia média de 15,6% no ano de 1950 e de 9,5% em
1994. Em trabalho recente com escolares residentes na cidade de Salvador, no
Estado da Bahia, Guimarées e Tavares-Neto (2006) determinaram a prevaléncia de
esquistossomose em torno de 30,2% das criancas estudadas.

No Estado de Pernambuco, Barbosa et al. (1996) associaram a urbanizacao
da esquistossomose como decorréncia da migracdo de pessoas procedentes de
areas rurais ou de pequenas localidades na busca por trabalho nas cidades de maior

porte.

2.6.1 Ciclo bioldgico

S. mansoni possui ciclo biolégico complexo e para completar seu
desenvolvimento, necessita de um hospedeiro definitivo, geralmente o homem, e um
hospedeiro intermediario, que sdo algumas espécies de molusco do género
Biomphalaria. No Brasil, segundo Paraense (1972), apesar de ter sido identificado
dez diferentes espécies de Biomphalaria, somente trés espécies (Biomphalaria
tenagophila, B. straminea e B. glabrata) foram encontradas naturalmente infectadas,
portanto estdo envolvidas na transmisséo da esquistossomose. Cinco anos € a vida
média do S. mansoni; embora alguns casais possam viver mais de 30 anos
eliminando os ovos. O processo de penetragdo dos miracidios nos moluscos tem
duracdo entre 10 e 15 minutos, e durante esse evento apenas 30% dos miracidios

conseguirdo penetrar e evoluir. Alguns autores sugerem existir uma atracao
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miracidiana com relacdo aos moluscos. Contudo, isso poderia ser decorrente da
deteccado de substancias denominadas de miraxone, que séo produzidas e liberadas
pelos moluscos, difundidas no meio aquatico, e posteriormente detectadas através
de terminacfes sensoriais da papila apical ou terabratorium presente no miracidio
(Melo e Coelho, 2005).

Segundo Coelho et al. (2004), a taxa parasitaria nos moluscos pelos
miracidios € notavelmente influenciada pelas altas médias de temperatura; em
temperaturas médias de 26°C, cerca de 80% dos moluscos seréo infectados.

Dentro do molusco, o miracidio de S. mansoni passara por uma série de
ciclos de reproducdo assexuada, transformando-se em um saco com parede
cuticular contendo a geragéo de células germinativas denominada de esporocisto. O
desenvolvimento do S. mansoni no molusco envolvera duas geracbes de
esporocistos: 1° geracdo aparecera em dois a trés dias apdés a penetracdo do
miracidio, onde cada esporocisto de 1° geracdo dara origem a 400 esporocistos de
2° geracdo. Essa geracdo seguinte aparecera a partir do 14° dia de infeccao
contendo cerca de 50 a 100 células germinativas. As células germinativas do
esporocisto de 2° geracdo originardo as cercarias que, em temperatura média de
26°C, escapardao do esporocisto (Freitas, 1982). O ser humano se infectara pela
penetracdo das cercdrias de forma ativa na pele ou nas mucosas, por ocasido dos
banhos ou trabalhos na dguas. Apds alcancgar as camadas mais profundas da pele,
as larvas, aqui denominadas de esquitossomulos, migram pelos pulmdes, maturam
e se reproduzem no sistema porta-hepatico. A fémea de S. mansoni podera ovipor
cerca de 400 ovos por dia na parede de capilares e vénulas. Parte dos ovos
maduros fica retida nos tecidos do hospedeiro, principalmente figado e intestino,
sendo o principal responsavel pelo desenvolvimento das formas sintomaticas
graves. O restante dos ovos € eliminado no ambiente juntamente com fezes
contaminadas e, em contato com a agua, as larvas presentes dentro dos ovos do
parasito (miracidios) eclodem e nadam ativamente a procura do hospedeiro
intermediario para nova penetracdo. Esse evento é estimulado por temperaturas

altas, luminosidade e oxigenacao da agua (Melo e Coelho, 2005).
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2.6.2 Diagnéstico

Freitas (1982) e Melo e Coelho (2005) mencionam que a esquistossomose
pode ser uma suspeita clinica, mas o diagndstico definitivo s6 podera ser
estabelecido mediante ao exame laboratorial, fato este decorrente da apresentacao
do quadro clinico e dos dados epidemiolégicos. Dessa forma, o diagndéstico
conclusivo sera confirmado pelos exames laboratoriais, que incluem métodos diretos
(exames de fezes, biopsia retal e ultra-sonografia) e métodos indiretos
(intradermorreacéo, reacdes de fixacdo do complemento, reacdo de hemaglutinacao
indireta, radioimunoensaio, ELISA, e pesquisa de anticorpos circulantes). Destes, 0
exame de fezes, pela sua simplicidade e objetividade € o principal método de
diagnostico para essa doencga e atualmente é amplamente difundido nos exames de
rotina (Rey, 2001).

Ainda segundo Rey (2001), os ovos de S. mansoni sdo grandes e bem
caracteristicos, e sendo assim dispensam outros recursos para a sua visualizacao
além do uso da microscopia de luz. Do ponto de vista laboratorial, algumas
dificuldades podem ser encontradas mediante a utilizagdo desse método, com
destaque para (a) a auséncia de ovos no periodo inicial da doenca, (b) auséncia de
ovos apos a medicacdo e (c) escassez ou inconstancia da eliminacdo de ovos que
pode vir a ocorre nas infeccdes leves e nos casos mais antigos. Contudo, a
repeticdo do exame de fezes é requerida nos casos (a e b) em intervalos razoaveis,
e no caso (c) apenas em dias distintos, de forma frequente ou mesmo utilizando-se

de um maior volume de fezes.

2.6.3 Medidas de controle e tratamento

Barbosa e Coimbra (1992) discorrem que os programas regionais e em nivel
nacional tém sido postos em pratica em varios paises onde essa doenca é
endémica. Algumas caracteristicas sdo peculiares a estes programas, uma vez que
enfatizam medidas especificas de controle e, mais recentemente, tentativas no
sentido de integrar estas medidas. Todavia, estes programas procuraram incorporar
obras de saneamento basico, como acdes educacionais e a participacdo da
comunidade, ou mesmo a integracdo com 0s servi¢cos locais de saude. Contudo, a
maioria das agfes de controle envolvidas nestes programas néo esta sendo avaliada
em toda a sua extensdo. Dessa forma, as principais medidas para o controle da
esquistossomose consistem no diagnostico e tratamento das pessoas infectadas, no

controle do hospedeiro intermediario, no saneamento basico e no esclarecimento da
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populacdo que reside nas areas endémicas (World Health Organization, 2002). Os
programas de controle da esquistossomose como o implantado no Brasil desde
Fundacdo Nacional de Saude (2002), baseiam-se na notificacdo obrigatéria, no
diagnéstico e tratamento especifico das pessoas infectadas em areas endémicas,
resultando na reducéo significativa da mortalidade e morbidade associada a essa
infeccdo. Entretanto, este tipo de programa tem sido constantemente questionado,
devido ao fato de n&o ser tao eficiente no controle da transmisséo do parasito (Disch
et al.,, 2002). A presenca do hospedeiro intermediario em regifes onde existem
pessoas infectadas e condicbes de saneamento basico precarias é um risco em
potencial para a instalacdo de novos focos ou ampliacdo das areas de transmissao
(Paraense, 2001). De acordo com Souza et al. (2001), a distribuicdo real das
espécies ainda ndo esta bem esclarecida, sendo dificultada pela grande extensao
territorial e pela escassez de recursos humanos.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude (2005),
o controle da esquistossomose nas areas endémicas do Brasil depende de
conhecimentos técnicos e cientificos, que sdo obtidos por meio de pesquisas
realizadas tanto no ambito local quanto no global. Os 6rgéos de saude encarregados
de planejar e programar as estratégias de vigilancia e controle em nosso pais vém,
h4 décadas, incorporando 0s novos conhecimentos e adequando-os as
peculiaridades de cada area.

Por outro lado, o controle dos hospedeiros intermediarios consiste na
pesquisa de colecdes hidricas, para determinacdo do seu potencial de transmisséao,
tratamento quimico de criadouros de importancia epidemioldgica, e de modificacédo
permanente das condi¢cdes de transmissdo. As operagcbes de malacologia séo de
natureza complementar e tém sua indicagédo nas seguintes situacoes: investigacao e
controle de focos, levantamento de areas ainda nédo trabalhadas, e areas bem
delimitadas com importante prevaléncia. As acfes de saneamento ambiental sao
reconhecidas como as de maior eficacia para a modificagdo, em carater
permanente, das condicbes de transmissdo da esquistossomose (Fundagao
Nacional de Saude, 2002). Ainda, para uma melhor adequacdo das medidas
preventivas, esse 0rgdo determina que sejam conhecidas as espécies, a sua
densidade nos criadouros e as taxas de infec¢c&o natural.

O tratamento da esquistossomose tem como base n&do apenas promover a
cura da doenca ou diminuir a carga parasitaria dos pacientes humanos, mas impedir

sua evolugdo para formas graves. Estudos mostram que a quimioterapia pode
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reduzir também a hepatoesplenomegalia, e dentre os tratamentos preconizados para
a esquistossomose, esta a utilizacao de terapéutica clinica. As drogas mais eficazes
sdo a oxamniquine e o praziquantel (Melo e Coelho, 2005). Acredita-se, também,
que mesmo nos casos de fibrose intensa do figado, ha reabsorcdo de fibras
colagenas e, portanto, diminuicdo da hipertensdo porta (Petroianu, 2003).
Atualmente, outras drogas, vém sendo estudadas na terapéutica contra a
esquistossomose, atuando principalmente na ovipostura das fémeas do verme
(Araujo et al., 2002).

Katz (1999) ressalta que o controle da esquistossomose deve ser
considerado sob dois pontos de vista: o da morbidade e o da transmissdo. No que
diz respeito ao controle da morbidade que visa diminuir 0 aparecimento de casos da
forma grave, esse autor menciona que o diagnodstico e o tratamento serdo
suficientes. Mas o controle da transmisséo € o ideal a ser buscado, pois se busca
interromper o ciclo evolutivo do parasito. Portanto, apenas o tratamento das
populacdes infectadas ndo seria satisfatério, e obras de saneamento seriam entédo
necessarias, tais como a engenharia sanitaria, que possibilitara o aporte hidrico
adequado para as casas e a correta eliminacdo dos dejetos. Aléem disso, outra
medida importante é a educacdo para saude, fazendo com que as pessoas que
residem em zonas endémicas modifiguem o seu comportamento (Katz, 1980).

No combate ao S. mansoni as agdes convergem sempre para a diminuicdo da
carga parasitaria das pessoas infectadas, impedindo com isso, a evolugdo para
formas graves, bem como combate aos moluscos vetores. Todavia, medidas
alternativas de controle do hospedeiro intermediario e das fases do ciclo biolégico
desse parasito que sejam eficientes e sdo de grande valia para o controle da
esquistossomose no Brasil. Além disso, a produ¢cdo de vacina contra a
esquistossomose € necessaria, uma vez que a quimioterapia atual oferece algumas
desvantagens para o paciente, principalmente em se tratando da sua ineficacia
(Coelho et al., 2004; King et al., 2005).
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2.7 Duddingtonia flagrans

O género Duddingtonia € caracterizado por produzir varios conidios na
extremidade dos conidiéforos. A presenca do helminto induz a producdo de
armadilhas. Durante o processo de envelhecimento aumenta sua producdo de
clamidésporos. Estes conidios apresentam formato que pode variar de eliptico a
ovoide com septo mediano (Mota et al., 2003). D. flagrans é a espécie de fungo mais
promissora empregada no controle biolégico das helmintoses gastrintestinais de
animais domésticos, realiza predacdo de helmintos por meio de hifas adesivas
simples, e produz conidios com 25-50 um de comprimento por 10-15 um de largura.
Seus esporos podem ser de dois tipos: conidios com paredes delgadas em
conidiéforos eretos em numero limitado, ou esporos de paredes grossas mais
resistentes - clamidésporos. Faedo et al. (2000) mencionam que D. flagrans afeta
predominantemente helmintos cujos ovos possuem estadio de desenvolvimento
curto, mas podem sobreviver ocasionalmente por longos periodos afetando também
nematoides cujos ovos eclodem ap6s 12-16 semanas, pois enquanto a larva reside
no ovo, esse fungo € incapaz de captura-las.

De acordo com Sanyal et al. (2004) e Terril et al. (2004), D. flagrans &
utilizado com sucesso no controle bioldgico das helmintoses gastrintestinais de
animais domeésticos devido a grande producao de clamidésporos que sédo altamente
resistentes a condi¢cdes adversas, formados principalmente em condi¢cées de
crescimento desfavoraveis, o que o torna um potencial controlador biolégico.
Segundo Faedo et al. (2002), os clamidosporos formados sdo capazes de germinatr,
colonizar o bolo fecal e proporcionar a destruicdo das Lz infectantes que estdo
emergindo, determinando com isso uma interrupc¢ao no ciclo de vida do parasito.

Administrado como esporo (clamidésporo) a ruminantes D. flagrans
demonstra habilidade de reduzir eficientemente (acima de 90%) o desenvolvimento
larval de um grande numero de helmintos nas fezes (Kahn et al.,, 2007). Em
experimento para se determinar os efeitos do fornecimento de D. flagrans crescidos
em graos de cevada a ovinos, observou-se reducdo significativa na contagem do
namero de ovos por grama de fezes (Knox e Faedo, 2001).

No solo, D. flagrans pode ser encontrado até 30 cm da superficie. Sua
localizacéo esta diretamente ligada com a infiltracdo de seus clamidésporos na terra
pela 4gua da chuva, e via agcdo de outros animais como minhocas e artropodes
(Knox et al., 2002). Nas fezes do hospedeiro e na pastagem, D. flagrans demonstrou

ser promissor na captura e formacao de armadilhas para nematoéides (Pefa et al.,
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2002; Fontenot et al., 2003; Paraud et al., 2007). Dias et al. (2007), trabalhando com
formulacdo peletizada desse fungo em bovinos, observaram niveis de reducédo do
OPG (p<0,05) em comparagao ao grupo-controle demonstrando sua viabilidade para
o controle de helmintos parasitos gastrintestinais.

2.8 Monacrosporium sinense

Os fungos do género Monacrosporium foram classificados por Cooke e
Dickson como pertencentes a subdivisdo Deuteromycotina. As espécies desse
género sdo caracterizadas por produzirem apenas um conidio na extremidade do
conidiéforo. Os conidios s&o hialinos, fusiformes, com dois a quatro septos
transversais. A predacdo ocorre por meio de nodulos e redes tridimensionais
adesivas ou anéis constritores, suas hifas sao septadas e ramificadas (Castro, 2000;
Araujo e Ribeiro, 2003). Espécies do fungo predador de helmintos Monacrosporium
spp. tém eficacia comprovada sobre fitonematdides, nematoides de vida livre e
helmintos parasitas de bovinos, caprinos e equinos (Araujo et al., 1992; Melo et al.,
2003). A atividade in vitro de um isolado de M. ellypsosporum sobre larvas de H.
placei foi avaliada por Araujo et al. (1992), que observaram uma alta eficacia no
controle das larvas infectantes. Mota et al. (2000), avaliaram a eficacia predatdria in
vitro de um isolado de A. robusta e um de M. thaumasium sobre larvas infectantes
de H. contortus de caprinos, observando que os dois isolados foram capazes de
predar as larvas, entretanto o isolado de Monacrosporium mostrou-se mais eficiente.

A espécie M. sinense preda larvas de helmintos através de redes adesivas,
produzindo conidios que medem entre 25- 30 um de comprimento por 15-18 um de
largura e clamiddsporos com 20- 24 um de comprimento por 17- 27 um de largura
(Campos et al., 2007).

Segundo Araujo et al. (2004a), M. sinense tem sido alvo de estudos que
confirmam sua capacidade predatoria sobre helmintos. Aradjo et al. (2004b),
observaram que o tratamento dos animais com os peletes de M. thaumasium
diminuiu a contaminacao da pastagem, reduzindo o OPG dos animais em até 100%,
0 que tornou os tratamentos anti-helminticos desnecessarios. Em trabalho recente
Araujo et al. (2007) avaliaram a viabilidade de M. thaumasium através de formulacéo
peletizada no controle de larvas infectantes de caprinos no Semi-Arido Cearense
observando que animais tratados com péletes uma vez por semana apresentaram

reducdo no OPG, além de menor carga parasitaria e maior ganho de peso.
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2.9 Pochonia chlamydosporia

O género Pochonia € um dos mais estudados no controle de helmintos
potencialmente nocivos a agricultura e, atualmente, vem se destacando também no
combate a seus ovos. O fungo P. chlamydosporia, foi encontrado no Alabama,
Estados Unidos, em 1981 parasitando ovos e fémeas de Meloydogine sp, sendo
considerado como um dos agentes mais promissores para 0 manejo e controle dos
problemas causado por fitonematdides. E também empregado com sucesso na
reducéo da taxa de eclosé@o de ovos de Ascaris lumbricoides (Lysek, 1976; Hidalgo
et al.,, 2000). Essa espécie, uma das mais promissoras desse género, € um
deuteromyceto parasito facultativo de ovos de nematdéides formadores de cistos em
raizes e galhas, possuindo ampla distribuicdo. Caracteriza-se por seu rapido
crescimento, produzindo coldénias com 15-40 um de didmetro. Seus conidios
possuem formato variando de eliptico, globoso e algumas vezes bacilar, possui
conidiéforo pequeno e hifas diferenciadas, que em algumas situacées podem ser
eretas. No passado, era conhecido como V. chlamydosporium (Gams e Zaire, 2001).

De acordo com Mauchline et al (2003), P. chlamydosporia tem sido implicado
como supressor de varios géneros de helmintos. Essa espécie parasita ovos de
helmintos através de estruturas conhecidas como apressorios, formados a partir de
hifas indiferenciadas quando em contato com esses ovos. Além disso, Morton et al.
(2003) sugerem a existéncia de uma protease serino-alcalina, denominada como
VCP1, que parcialmente tem sido considerada como um dos elementos que
caracterizam seu mecanismo de acdo. Os ovos parasitados dilatam-se gracas a
alteracOes ultra-estruturais e, posteriormente ocorre um enfraquecimento da camada
vitelinica por acdo de enzimas, como proteases, quitinases e enzimas hidroliticas,
que removem a membrana vitelinica mais externa e degradam a quitina (Kerry,
2000). P. chlamydosporia tem importantes caracteristicas que sao requeridas para
gue um fungo seja um efetivo agente controle biolégico, eficiéncia na reducdo das
populacdes de helmintos, longevidade no solo e produgdo de clamiddsporos (Terril
et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
= Avaliar a a¢do in vitro dos isolados fungicos Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium sinense e Pochonia chlamydosporia sobre ovos de Fasciola

hepatica e Schistosoma mansoni.

3.2 Objetivos especificos
= Avaliar in vitro a acao ovicida do fungo P. chlamydosporia, isolados VC1 e
VC4, como um fungo a ser utilizado no controle biolégico de ovos de F.
hepatica e de S. mansoni.
= Demonstrar em qual intervalo de tempo a acao dos isolados foi maior e quais

foram os percentuais de atividade ovicida observados.

4. HIPOTESES

» Os fungos D. flagrans AC001 e M. sinense SF53 terdo ac¢éao in vitro sobre os
ovos de F. hepatica e S. mansoni.

= Apenas o fungo P. chlamydosporia VC1 e VC4 demonstrara atividade ovicida
sobre os ovos de F. hepatica e S. mansoni.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéao dos isolados

Quatro isolados de fungos nematofagos, sendo um de D. flagrans (AC 001),
um de M. sinense (SF 53) e dois de P. chlamydosporia (VC1 e VC4), foram mantidos
em tubos de ensaio a 4° C contendo corn-meal-agar 2% no escuro, durante 10 dias.
Esses isolados estavam previamente armazenados no Laboratério de Parasitologia
do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

Discos de cultura de 4 mm de diametro foram extraidos de culturas fungicas
mantidos nos tubos de ensaio contendo CMA 2% e transferidos para placas de Petri
de 9,0 cm de diametro contendo 20 mL de batata-dextrose-agar 2%, e mantidos a
25°C no escuro 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 % durante 10 dias.

5.2 Obtencéao dos ovos de Fasciola hepatica

Os ovos de F. hepatica foram obtidos a partir da dissecacdo de exemplares
adultos, colhidos de figados de bovinos naturalmente contaminados destinados para
o consumo humano em frigorifico localizado no municipio de Atilio Vivacqua no

estado do Espirito Santo.

5.3 Obtencdo de ovos de Schistosoma mansoni

Os ovos foram obtidos utilizando-se a técnica de Pellegrino (1957) com
algumas modifica¢cdes. Os camundongos foram infectados com 100-120 cercarias
de S. mansoni e posteriormente foram eutanasiados, seguindo todos o0s
procedimentos recomendados pelo Manual de Conduta no Uso de Animais no
Ensino, Pesquisa e Extensdo, DVT/UFV. A eutanasia ocorreu entre a sétima e oitava
semanas poés-infeccdo. Os figados repletos de ovos do parasito foram removidos e
mantidos a -20° C até o momento de serem processados. Para obtencao dos ovos
de S. mansoni, os figados de camundongos foram descongelados e
homogeneizados em solugcédo salina concentrada (NaCl 1,7%) e gelada, durante 5
minutos. O homogenato foi decantado por 1 h a 4°C para permitir a sedimentagao
dos ovos, e o sobrenadante foi retirado. O sedimento contendo os ovos foi
ressuspendido novamente em NaCl 1,7% e o procedimento foi repetido varias vezes

até obter-se um sobrenadante transparente. Em seguida, o sedimento contendo 0s
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ovos foi ressuspenso em Nacl 1,7% a frio sendo posteriormente filtrada em uma tela
de Kato (porosidade de 0,09 mm). A suspensdo de ovos recolhida apos a filtragem
foi centrifugada (80g/10 minutos a 4° C), e o sobrenadante juntamente com a
camada superior do pelete que contém a maior parte da contaminacédo tecidual foi
retirada com auxilio de uma pipeta de Pasteur. O sedimento escuro contendo 0s
ovos do parasito foi novamente ressuspenso em Nacl 1,7% a frio e o procedimento

repetido até obtencéo de um pelete de ovos puro, que foi armazenada a —20° C.

5.4 Ensaios Experimentais

O presente trabalho constituiu-se de dois ensaios experimentais in vitro,
realizados em etapas distintas, e denominados de A e B. No ensaio A, avaliou-se a
acdo dos isolados fangicos D. flagrans, M. sinense e P. chlamydosporia sobre ovos
de F. hepatica nos periodos de sete, 14 e 21 dias, e no ensaio B, testou-se a acao
D. flagrans, M. sinense e P. chlamydosporia sobre ovos de S. mansoni nos mesmos

periodos de interacao.

5.4.1 Ensaio experimental A

Ovos de F. hepatica foram analisados morfologicamente quanto a sua
integridade por meio de microscopia de luz em objetiva de 10x e foram vertidos
sobre a superficie das placas de Petri contendo apenas o meio AA2% com isolados
fungicos crescidos por 10 dias e sem fungo (controle), sendo feitas vinte e cinco
repeticbes para cada grupo. Nos tratamentos, cada placa de Petri continha mil ovos
de F. hepatica com apenas um dos isolados fangicos e mil ovos sem fungo
(controle). Nos periodos de sete, 14 e 21 dias, cerca de cem ovos foram retirados de
cada placa contendo o isolado e do controle segundo a técnica descrita por Araujo et
al. (1995) e, colocados em laminas de vidro com uma gota de azul de Amam 1%.
Apos isso, os ovos foram avaliados por meio de microscopia de luz em objetiva de
40x de acordo com os parametros estabelecidos por Lysek et al. (1982): tipo 1,
efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas sdo 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 morfolégica do embrido e da casca, além de penetracdo de hifas e

colonizacéo interna do ovo.
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5.4.2 Ensaio experimental B
Ovos de S. mansoni foram analisados morfologicamente por meio de
microscopia de luz em objetiva de 10x. Na sequéncia foram vertidos sobre a
superficie das placas de Petri contendo apenas o meio AA2% com isolados flngicos
crescidos por 10 dias e sem fungo (controle), sendo feitas vinte e cinco repeticbes
para cada grupo. Nos tratamentos cada placa de Petri continha mil ovos de S.
mansoni com apenas um dos isolados fungicos e mil ovos sem os isolados fungicos
(controle). Nos periodos de sete, 14 e 21 dias, cerca de cem ovos foram retirados de
cada placa contendo o isolado e do controle sem fungos segundo a técnica de
Araujo et al. (1995) e, colocados em laminas de vidro com uma gota de azul de
Amam 1%. ApOs isso, foram avaliados por meio de microscopia de luz em objetiva
de 40x e por microscopia eletrbnica de varredura de acordo com 0s parametros
estabelecidos por Lysek et al. (1982): efeito do tipo 1, efeito litico sem prejuizo
morfologico a casca do ovo, onde hifas sdo observadas aderidas a casca; efeito do
tipo 2, efeito litico com alteragdo morfologica da casca e embrido do ovo, sem
penetracdo de hifas através da casca e efeito do tipo 3, efeito litico com alteracéo
morfologica do embrido e da casca, além de penetracdo de hifas e colonizagéo
interna do ovo. Discos de cultura dos isolados fangicos Duddingtonia flagrans
(AC001), Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4)
foram transferidos para placas de Petri descartaveis de 60 mm x 10 mm cuja
superficie do meio foi coberta com uma membrana de didlise. A membrana de
didlise foi cortada em discos de 6 cm de diametro os quais foram colocados em
frascos Erlenmeyer contendo agua destilada. O material foi autoclavado a 121°C por
15 min. Posteriormente, foram retirados dos Erlenmeyers com auxilio de uma pinga
e colocados sobre a superficie de AA 2% de forma que as margens da membrana
cobrissem toda a superficie do agar e as bordas ficassem aderidas a margem das
placas. Feito isto, as placas foram incubadas, no escuro, a temperatura de 25°C, por
sete dias (Nordbring-Hertz, 1978). ApGs o crescimento micelial em toda a superficie
do meio os discos de -cultura repicados foram retirados e em seguida,
aproximadamente 1.000 ovos de S. mansoni foram vertidos sobre as membranas
nas placas. Placas contendo AA 2% sem fungo, em que foram adicionados o0s
mesmos numeros de ovos, foram utilizadas como controle.
ApOs os periodos de sete, 14 e 21 dias de observacdo, retalhos de
membrana de dialise com amostras de ovos, foram cortados com uma lamina de

bisturi, coletados com pinca de ponta fina e fixados em glutaraldeido a 2,5% em 0,05
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M de tampéo fosfato, pH 7,4 por 24h, lavadas seis vezes no mesmo tampéao, pos-
fixadas em tetréxido de ésmio 2% e desidratadas através da passagem do material
em série de alcool etilico (30, 50, 60, 70, 95 e 100%). O material foi seco em
secador de ponto critico BALZERS" utilizando diéxido de carbono, recoberto com
ouro em metalizador e elétron-micrografados em microscopio eletrénico de varredura
LEO a 10-15 kV (Guimaraes e Caldeira, 1997), no Nucleo de Microscopia Eletrénica

e Microanalises, localizado na Universidade Federal de Vigosa.

5.5 Analise estatistica

Os dados dos ensaios experimentais A e B ao longo dos intervalos foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Friedman com 1% de probabilidade (Ayres
et al., 2003). As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
Bioestat 2.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle biolégico mediante utilizacdo de fungos nematéfagos tem potencial
para se tornar uma importante estratégia de controle dos helmintos parasitos
gastrintestinais em animais domeésticos. Fungos nematéfagos predadores possuem
capacidade predatdria sobre Lz de helmintos parasitos gastrintestinais em animais
domésticos, com destaque para os géneros Duddingtonia e Monacrosporium (Araudjo
et al.,, 2004a). Fungos nematéfagos ovicidas também possuem potencial para o
biocontrole de helmintos parasitos gastrintestinais e, dentro desse grupo, destaca-se
0 género Pochonia (Lysek et al., 1982; Mizobutsi et al., 2000).

Embora vérios trabalhos demonstrem a acéo de fungos predadores e ovicidas
no biocontrole das helmintoses gastrintestinais, néo existe nenhum trabalho
demonstrando sua acao sobre ovos de trematodas (Braga et al., 2007).

Nesse trabalho foi comprovada a acdo de isolados ovicidas sobre ovos F.
hepatica e S. mansoni, verificando-se também que os isolados predadores foram
capazes de interagir com 0s ovos desses trematodas durante 0s ensaios

experimentais A e B.

6.1 Ensaio experimental A
Nas figuras 1, 2 e 3 e nas tabelas 1, 2 e 3 estdo apresentados os resultados
percentuais da ag&o dos diversos fungos sobre ovos de Fasciola hepatica aos sete,

14 e 21 dias de interacao.
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Figura 1 — Percentuais da atividade ovicida e desvios-padréo
(barra) dos fungos nematofagos Duddingtonia flagrans
(AC001), Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia
chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre ovos de Fasciola hepatica e

0 grupo-controle sem fungos, aos sete dias de interagao. valores
seguidos de letras iguais mintsculas ndo diferem (p >0,01) - Teste de Friedman.

m Efeito do tipo 1 m Efeito do tipo 2 O Efeito do tipo 3
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Figura 2 — Percentuais da atividade ovicida e desvios-padrao
(barra) dos fungos nematoéfagos Duddingtonia flagrans
(ACO001), Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia
chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre ovos de Fasciola hepatica e

0 grupo-controle sem fungos, aos 14 dias de interacao. valores
seguidos de letras iguais mindsculas néo diferem (p >0,01) - Teste de Friedman.
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Figura 3 — Percentuais da atividade ovicida e desvio padrdo
(barra) dos fungos nematéfagos, Duddingtonia flagrans
(AC001), Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia
chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre ovos de Fasciola hepatica e

0 grupo-controle sem fungos, aos 21 dias de interacao. valores
seguidos de letras iguais mintsculas ndo diferem (p >0,01) - Teste de Friedman.

O isolado ACO001 do fungo D. flagrans apresentou resultados percentuais para
o efeito do tipo 1, com valores de 60,1%; 62,3% e 66,5% sobre os ovos de F.
hepatica aos sete, 14 e 21 dias de experimento, respectivamente. Efeitos dos tipos
2 e 3, para esse isolado ndo foram observados nos periodos estudados. Foram
observados também conidios de AC001 aderidos a casca do ovo de F. hepatica
somente aos 14 dias de interacao (Figura 7).

Para o isolado SF53 do fungo M. sinense, os resultados percentuais
encontrados foram semelhantes aos resultados de AC001 aos sete, 14 e 21 dias. O
isolado SF53 demonstrou apenas o efeito do tipo 1 a partir do sétimo dia de
observacdo, com valores de 57,5%; 62,0% e 73,5% respectivamente aos sete, 14 e
21 dias.

Comparando-se a ac¢do de AC001 e SF53 sobre os ovos de F. hepatica,
observou-se que ndo houve diferenca entre os percentuais obtidos para o efeito do
tipo 1, demonstrando que ambos isolados tiveram a mesma agéo sobre 0s 0vos nos

mesmos intervalos.

Os resultados percentuais obtidos no ensaio experimental A para os efeitos
dos tipos 1 e 2 de ACO01 e SF53 sobre os ovos de F. hepatica podem ser
comparados com trés outros trabalhos. Araudjo et al. (1995) utilizando os isolados
predadores 1-31 e 1-40 sobre ovos de Toxocara canis ao longo de um intervalo de
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sete dias registraram valores percentuais semelhantes aos apresentados pelos
isolados predadores utilizados. Do mesmo modo Braga et al. (2007), utilizando os
isolados AC001 e NF34a sobre ovos de Ascaris lumbricoides ao longo de sete, 10 e
14 dias registraram resultados percentuais para os efeitos dos tipos 1 e 2
semelhantes aos demonstrados por AC001 e SF53 durante o ensaio experimental A.
Com o trabalho de Araujo et al. (2008) foi demonstrado que os isolados AC001 e
SF53 conseguem interagir com 0s ovos, embora nado apresentem os efeitos dos
tipos 2 e 3. Essas comparacdes demonstram que isolados predadores podem
interagir com ovos de diferentes géneros de helmintos. A analise de todos os
trabalhos indicam que esses fungos nédo possuem atividade ovicida, considerada por
Lysek et al. (1982) como sendo o efeito do tipo 3. Esse fato pode ter sido

ocasionado pela distinta composicdo da casca dos diferentes tipos de ovos.

Os géneros Duddingtonia e Monacrosporium sdo reconhecidos apenas como
predadores, e tém nas espécies D. flagrans e M. sinense sua capacidade predatoria
ja bastante discutida e comprovada no controle de larvas infectantes de helmintos
gastrintestinais (Araujo et al., 2007; Dias et al.,, 2007). Todavia, a capacidade
predatéria dessas espécies nunca tinha sido testada sobre ovos de F. hepatica, e no
presente trabalho sua acéo foi avaliada utilizando-se a metodologia sugerida por
Lysek et al. (1982) para a classificacdo de fungos ovicidas. Nos trés periodos
estudados (sete, 14 e 21 dias) foi observado apenas efeito do tipo 1 para as duas
espécies, que € um efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde as
hifas s@o observadas apenas aderidas a casca do ovo, sem qualquer prejuizo a este

ou ao embrido, ndo sendo entdo sugerida atividade ovicida.

J4 os isolados VC1 e VC4 do fungo P. chlamydosporia apresentaram
resultados percentuais para os efeitos dos tipos 1, 2 e 3 nos trés intervalos
estudados. Segundo Lysek et al. (1978, 1982), um fungo € caracterizado como
ovicida se durante o processo de infeccdo dos ovos apresentar o efeito tipo 3. No
presente experimento, o isolado VC1 demonstrou esse tipo de efeito no sétimo dia
de observacéo, com resultados percentuais de 12,8%; 14,4% e 20,2% aos sete, 14 e
21 dias, respectivamente. Da mesma maneira, o isolado VC4 apresentou resultados
percentuais para o efeito do tipo 3 de 16,5%; 18,7% e 21,5% para 0S mesmos
intervalos estudados.

No ensaio experimental A, o isolado VC1 do fungo P. chlamydosporia

apresentou também resultados percentuais para os efeitos dos tipos 1 e 2.
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Demonstrando resultados percentuais para o efeito do tipo 1 com 0s seguintes
valores: 28,6%; 35,3% e 32,7% aos sete, 14 e 21 dias respectivamente. Para o
efeito do tipo 2, VC1 apresentou: 27,1%; 22,8% e 22,5%. J& o isolado VC4
demonstrou como resultados percentuais para o efeito do tipo 1 de 21,7%, 33,0% e
34,6%, e para o efeito do tipo 2: 34,2%, 22,5% e 23,2% aos sete, 14 e 21 dias,
respectivamente.

N&o foi observada diferenca (p>0,01) entre a acdo de VC1 e VC4 para 0s
efeitos dos tipos 1, 2 e 3 durante o ensaio experimental A, ndo havendo dessa forma
distincdo no modo de interacdo desses isolados com os ovos de F. hepatica. Essa
informacé&o é importante do ponto de vista de se testar apenas um dos isolados de
P. chlamydosporia jA que ambos se comportaram da mesma maneira sobre ovos de
F. hepatica ao longo do ensaio experimental A.

Segundo Burger e Stoye (1978), os ovos de F. hepatica apesar de serem
encontrados em menor freqiéncia nas fezes de ruminantes, apresentam grande
capacidade de resisténcia e evolu¢cdo, mesmo em condi¢des desfavoraveis. Mentz
et al. (2004) demonstraram que ovos de F. hepatica podem ser viaveis por um
periodo de até 42 dias. No ensaio experimental A, demonstrou-se que a acao dos
isolados VC1 e VC4 do fungo P. chlamydosporia se manteve ao longo de 21 dias,
sendo responsavel pela destruicdo dos ovos e influéncia negativa sobre sua
viabilidade. Freitas (1982) relata que apenas 0s ovos que sdo arrastados para a
agua encontram condicdo para o desenvolvimento embrionario. Dessa forma, por
meio dos resultados percentuais obtidos no ensaio experimental A, sugere-se a
empregabilidade de P. chlamydosporia como uma alternativa de controle biolégico
dos ovos presentes nas fezes, partindo-se do principio que sua agdo serd no
ambiente fecal, onde estara parte destes ovos.

Com a utilizacdo de microscopia de luz, foram observadas hifas dos isolados
VC1 e VC4 colonizando a superficie e o interior dos ovos aos sete dias de interacéo
(Figuras 8-13), demonstrando precocidade na agédo desses isolados sobre os ovos.
De acordo com Araudjo et al. (2004a), as armadilhas dos fungos nematéfagos
predadores sdo formadas na presenca dos helmintos parasitos gastrintestinais em
um periodo de até 24 horas. Contudo, nenhuma informacédo deste tipo é sugerida na
literatura para fungos parasitos de ovos. As figuras 14 e 15 demonstram a
penetracdo das hifas de P. chlamydosporia nos ovos de F. hepatica iniciando o seu
processo de expansao que, de acordo com Lysek et al. (1982), se deve a acao

mecanica que esse fungo produz sobre os ovos parasitados. Nas figuras 16 e 17
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observam-se ovos de F. hepatica sem fungo (controle) demonstrando a integridade
desses ovos aos 21 dias. Nas figuras 18, 19 e 20, € demonstrada a destruicdo dos
ovos de F. hepatica aos 21 dias de interagdo com P. chlamydosporia, conferindo
efeito do tipo 3 (rompimento e lise dos ovos).

Braga et al. (2007) comprovaram que a acdo de P. chlamydosporia sobre
ovos de A. lumbricoides foi maior quando comparada a D. flagrans (AC001) e M.
thaumasium (NF34) nos periodos de sete, 10 e 14 dias de interacdo, observando
que VC1 e VC4 apresentaram resultados percentuais para o efeito do tipo 3 de 20%
e 18%; 25% e 22%; 30% e 26% respectivamente, enquanto AC001 e SF53 nao
apresentaram esse tipo de efeito. Da mesma forma, Aradjo et al. (2008)
comprovaram que os isolados VC1 e VC4 também demonstraram maior percentual
de efeito do tipo 3 sobre ovos de A. suum que foram de 13,3% e 17,3%; 13,9% e
17,9%; 19,0% e 20,0% respectivamente, em comparacdo com AC001 e SF53 nos
mesmos intervalos estudados e que apresentaram esse tipo de efeito. No presente
trabalho os resultados percentuais para o efeito do tipo 3 dos isolados VC1 e VC4
foram maiores sobre os ovos de F. hepatica em relagéo ao efeito dos mesmos sobre
0os ovos de A. lumbricoides e A. suum. Esses resultados sugerem existir alguma
diferenca no processo de interacdo entre o fungo P. chlamydosporia e os diferentes
tipos de ovos. Segundo Silva e Massara (2005) e Bowman et al. (2006) os ovos de
A. lumbricoides e A. suum possuem capsula espessa constituida de quitina e
proteina, fato que ndo ocorre nos ovos de F. hepatica. Essa informacdo demonstra
que P. chlamydosporia possui acdo enzimatica e mecanica durante o processo de
interacdo sobre ovos, e ovos desprovidos de capsula espessa sofreriam maiores

prejuizos quando em contato com o fungo.

6.2 Ensaio experimental B

Nas figuras 4, 5 e 6 estdo apresentados os resultados percentuais dos
diversos fungos sobre os ovos de Shistosoma mansoni aos sete, 14 e 21 dias de
interacao.
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Figura 4 — Percentuais da atividade ovicida e desvios-padréo
(barra) dos fungos nematéfagos, Duddingtonia flagrans
(AC001), Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia
chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre ovos de Schistosoma
mansoni e o grupo-controle sem fungos, aos sete dias de

interagéo. Valores seguidos de letras iguais mintsculas ndo diferem (p >0,01) - Teste de
Friedman.
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Figura 5 — Percentuais da atividade ovicida e desvios-padrao
(barra) dos fungos nematéfagos, Duddingtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia chlamydosporia
(VC1 e VC4) sobre ovos de Schistosoma mansoni e o grupo-

controle sem fungos, aos 14 dias de interag&o. valores seguidos de letras
iguais minusculas ndo diferem (p >0,01) - Teste de Friedman.
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Figura 6 — Percentuais da atividade ovicida e desvio-padréo
(barra) dos fungos nematofagos, Duddingtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium sinense (SF53) e Pochonia chlamydosporia
(VC1 e VC4) sobre ovos de Schistosoma mansoni e o grupo-

controle sem fungos, aos 21 dias de interacao. valores seguidos de letras
iguais minusculas nao diferem (p >0,01) - Teste de Friedman.

O isolado AC001 do fungo D. flagrans apresentou resultados percentuais de

62,4%; 62,2% e 70,2% para o efeito do tipo 1 sobre os ovos de S. mansoni aos sete,
14 e 21 dias, respectivamente.

Para os efeitos dos tipos 2 e 3, o isolado AC001 n&do apresentou nenhum

resultado, demonstrando que ndo houve prejuizo aos ovos. Dessa forma, nao péde

ser classificado como um fungo ovicida (Lysek et al., 1982).

Como no ensaio experimental A, o isolado AC001 apresentou pelo menos um
tipo de efeito, o tipo 1, sobre os ovos de S. mansoni e, embora ndo tenham sido
demonstrados resultados percentuais para os efeitos dos tipos 2 e 3 aos sete, 14 e
21 dias, ndo se pode descartar possiveis danos que possam ter ocorrido a esses
ovos. De acordo Morgan-Jones et al. (1983), o ideal seria realizar a administracao
desses ovos aos animais apds esse prévio contato de 21 dias a fim de se comprovar

se houve ou néo inviabilidade dos ovos e do futuro embrido.

Para o isolado SF53 do fungo M. sinense, os resultados percentuais
encontrados foram bem semelhantes aos apresentados pelo isolado AC001, isto €,
se observou o efeito do tipo 1, ja partir do sétimo dia com 0s seguintes resultados
percentuais: 70,2%; 68,4% e 74,8%. Isso demonstra também que também M.
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sinense ndo € um fungo ovicida, pois de acordo com Lysek et al. (1982) esse fungo

nao demonstrou o efeito do tipo 3.

Comparando-se a agcdo de AC001 com SF53 sobre os ovos de S. mansoni,
observou-se que ndo houve diferenca (p>0,01) para o efeito tipo 1, demonstrando

gue ambos tiveram a mesma acéao.

Os resultados percentuais dos isolados AC001 e SF53 ao longo do ensaio
experimental B também podem ser comparados com os trabalhos de Araujo et al.
(1995) e Braga et al. (2007). Esses autores demonstraram resultados percentuais de
efeito do tipo 1 bem parecidos sobre os ovos de T. canis e A. lumbricoides com os

apresentados, trabalhando com os isolados predadores AC001, I-31 e NF34a.

A capacidade predatéria de D. flagrans (AC001) e M. sinense (SF53) ja esta
bastante discutida e comprovada sobre L3 de helmintos parasitos gastrintestinais de
animais domesticos (Terril et al., 2004; Araujo et al., 2007). Todavia, sua capacidade
ovicida nunca foi testada sobre ovos de S. mansoni. Sobre ovos de A. suum, esses
isolados demonstraram apenas efeito do tipo 1 aos sete, 14 e 21 dias. Nos trés
intervalos estudados (sete, 14 e 21 dias) foi observado apenas o efeito do tipo 1,
com efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde as hifas sdo
observadas apenas aderidas e, por isso, ndo provocam hecessariamente a

destruicdo dos ovos.

Araujo et al. (1995) discorrem, ainda, que para uma resposta mais efetiva dos
fungos predadores A. robusta e A. conoides sobre ovos de helmintos parasitos
gastrintestinais de animais domeésticos, talvez o tempo de contato entre fungos e
ovos deveria ser maior, ja que durante o seu trabalho esses autores utilizaram um
intervalo de sete dias e, ao longo desse tempo, 0s autores observaram resultados
apenas para o efeito do tipo 1 sobre os ovos de T. canis.

Durante o ensaio experimental B, o isolado VC1 do fungo P. chlamydosporia
apresentou resultados percentuais para os efeitos dos tipos 1, 2 e 3 aos sete, 14 e
21 de interacdo respectivamente. A condi¢do ovicida de um fungo € a apresentacao
do efeito tipo 3 sobre os ovos parasitados e, durante o ensaio B, o isolado VC1
apresentou percentuais para o efeito do tipo 3 no sétimo dia de interacdo, com
valores de 26,6%; 25,6% e 26,3% aos sete, 14 e 21 dias, respectivamente. Para o
efeito do tipo 1, VC1 apresentou 21,2%; 21,8% e 20,8% e para o efeito do tipo 2 os
valores foram de 27,2%; 30,2% e 28,6% respectivamente.
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O isolado VC4 também apresentou resultados percentuais para o efeito do
tipo 3, com os seguintes valores: 17,2%; 22,6% e 23,0%. Para o efeito do tipo 1:
27,0; 27,6% e 27,6% e para o efeito do tipo 2 os seguintes resultados: 27,8%; 31,0%
e 31,4% aos sete, 14 e 21 dias respectivamente.

N&o foi observada diferenca (p>0,01) na acdo entre VC1 e VC4 para 0s
efeitos dos tipos 1, 2 e 3 aos sete, 14 e 21 dias do ensaio experimental B,
demonstrando que nao houve diferenca no modo de interacdo desses isolados
sobre 0s ovos de S. mansoni. Essa informacédo é importante do ponto de vista de se
trabalhar com apenas um desses isolados de P. chlamydosporia jA que ambos se
comportaram da mesma maneira sobre ovos de S. mansoni.

De acordo com Melo e Coelho (2005) e Freitas (1982), os ovos de S. mansoni
sdo postos um de cada vez pela fémea e ainda ndo estdo embrionados,
necessitando de seis dias na intimidade dos tecidos do hospedeiro para completar o
desenvolvimento do embrido em seu interior. Ainda, de acordo com Freitas (1982),
Faust e Hofmann mencionam que, um Unico miracidio pode originar até 300.000
cercérias que emergem diariamente dos moluscos, durante semanas ou meses. Os
ovos saem nas fezes ja embrionados e, para Freitas (1982), sua sobrevivéncia no
ambiente fecal € de no maximo de 16 dias, e sua meédia de sobrevivéncia em
matéria fecal solida esta em torno de 4 a 5 dias. No ensaio experimental B, ao longo
de 21 dias, P. chlamydosporia manteve sua acdo sobre ovos de S. mansoni
causando sua destruicdo. Sugere-se, entdo, a possibilidade do emprego de P.
chlamydosporia como uma alternativa de controle biolégico sobre ovos viaveis no
ambiente fecal, evitando com isso sua eclosdo, e consequentemente o0
desenvolvimento de novas cercarias.

Com auxilio de microscopia de luz, foram observadas hifas dos isolados VC1
e VC4 colonizando a superficie e o interior dos ovos aos sete dias de interacao
(Figuras 21- 24) demonstrando interacdo em curto intervalo de tempo. As figuras 25
e 26 demonstram a penetracdo das hifas de P. chlamydosporia nos ovos de S.
mansoni, iniciando o processo expansao no 14° dia de interacdo. Nesse contexto, de
acordo com Gams e Zaire (2001), estdo envolvidas as acdes mecanica e enzimatica
desse fungo. Nas figuras 27 a 29 é demonstrado o rompimento dos ovos de S.
mansoni aos 21 dias de interagdo, o que de acordo com Lysek et al. (1982),
caracteriza o efeito do tipo 3. Os ovos de S. mansoni sem fungo (controle) no 21° dia

sao apresentados na figura 30.
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O primeiro modo de atividade mecéanica mencionado de um fungo ovicida é o
apressorio, estrutura que penetra o ovo (Lysek, 1978). Segundo Stirling e West
(1991), o efeito direto do parasitismo desse fungo sobre o desenvolvimento do
embrido é através da sua acao enzimatica sobre a casca do ovo, 0 que aumenta a
permeabilidade e facilita a passagem de toxinas. Para que um fungo seja
considerado como um agente de biocontrole, esse deve ser resistente a passagem
pelo trato gastrintestinal de animais domésticos, assim como a espécie D. flagrans
que produz clamidésporos. Durante o ensaio experimental B, com a realizacdo da
técnica de microscopia eletronica de varredura foi visualizado o apressorio do fungo
P. chlamydosporia (Figura 31), e os clamidésporos de P. chlamydosporia (Figura
32).

No presente ensaio, 0s resultados percentuais do efeito do tipo 3 para o0s
isolados VC1 e VC4 sobre os ovos de S. mansoni também foram semelhantes aos
encontrados por Braga et al. (2007) e Aradjo et al. (2008) sobre ovos de A.
lumbricoides e A.suum. No 21° dia de observagdo, o percentual médio de ovos
destruidos correspondeu a 24,6% e 19,5% respectivamente, equiparando-se com 0s
resultados do trabalho citado.

Seguindo a metodologia sugerida por Aradjo et al. (1995), os ensaios
experimentais A e B foram propostos com maior intervalo de tempo para permitir o
contato entre os fungos e os ovos de F. hepatica e S. mansoni, a fim de se observar
um possivel efeito do tipo 3 dos isolados predadores sobre 0s ovos.

Contudo, no 21° dia apenas hifas e conidios dos isolados AC001 e SF53
foram visualizados colonizando a superficie dos ovos, caracterizando assim o efeito
do tipo 1, sem nenhuma visualizacdo de hifas em seu interior. Para os isolados VC1
e VC4, tanto hifas aderidas a superficie quanto no interior dos ovos foram
observadas e, posteriormente, observou-se rompimento dos ovos. Dessa forma,

ficou caracterizado o efeito do tipo 3 (Lysek et al., 1982).

A andlise estatistica revelou diferenca (p<0,01) entre a agdo dos isolados
ACO001 e SF53 em relacdo a VC1 e VC4 aos sete, 14 e 21 dias de interagéao,

demonstrando que a acéo desses isolados é promissora.

A acdo de P. chlamydosporia durante os ensaios experimentais A e B. Pbéde
ser comparada ao trabalho de Mizobutsi et al. (2000), que avaliaram a acao de
sessenta e quatro isolados fungicos, dentre os quais o fungo P. chlamydosporia

atuando sobre ovos de M. javanica, comprovando que a atividade ovicida desse
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fungo em relacdo aos demais fungos utilizados foi superior, 0 mesmo fato ocorrendo

nos ensaios experimentais A e B do presente estudo.
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7. CONCLUSOES

1- Duddingtonia flagrans (AC001) e Monacrosporium sinense (SF53) ndo sao
fungos promissores a serem utilizados no controle biolégico de ovos de Fasciola
hepatica e Schistosoma mansoni.

2- A atividade ovicida de Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre os
ovos de F. hepatica e S. mansoni in vitro foi comprovada por meio da apresentacao
do efeito do tipo 3, e quando confrontado com os demais fungos demonstrou ser
capaz de manter todos os tipos de efeitos ao longo dos intervalos de sete, 14 e 21

dias.

3- A acédo dos isolados VC1 e VC4 do fungo Pochonia chlamydosporia, sobre
ovos de Fasciola hepatica e Schistosoma mansoni aconteceu no sétimo dia de

interacao.
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9. ANEXO

Figura 7 — Conidios do fungo Duddingtonia flagrans (seta branca) aderidos
ao ovo de Fasciola hepatica (seta preta), aos 14 dias de interacéo.
Microscopia de luz - objetiva de 40x.

Figuras 8-13 - Hifas de Pchonia chlamydospdria (séta branca) e ovo dé
Fasciola hepatica (seta preta), aos sete dias de interacdo. Microscopia de
luz - objetiva de 40x.
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Grs 14 e 15 - Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovos

de Fasciola hepatica (seta preta) iniciando o processo de expanséo, aos
14 dias de interagao. Microscopia de luz - objetiva de 40x.

Figuras 16 e 17 - Ovos de Fasciola hepatica sem fungo (controle) (seta branca),
aos 21 dias de cultura. Microscopia de luz - objetiva de 40x.

Figuras 18-20 - Ovos de Fasciola hepatica estruidos (seta preta) e hifas
de Pochonia chlamydosporia, aos 21 dias de interagdo (seta branca).
Microscopia de luz - objetiva de 40x.
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Figuras 21 e 22 - Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca) e ovo de
Schistosoma mansoni (seta preta), aos sete dias de interacdo. Microscopia
de luz - objetiva de 40x.

Figuras 23 e 24 Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta preta) e ovo de
Schistosoma mansoni, aos sete dias de interacdo (seta preta). Microscopia
eletronica de varredura.

Figuras 25 e 26 - Hifas de Pochonia chlamydosporia (seta
branca) e ovos de Schistosoma mansoni (seta preta) iniciando o
processo de expansédo, aos 14 dias de interacdo. Microscopia de
luz - objetiva de 40x.
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Figuras 27-29 - Ovos de Schistosoma mansoni destruidos (seta
preta) e hifas de Pochonia chlamydosporia (seta branca), aos 21
dias de interacdo. Microscopia de luz — objetiva de 40x.

Figura 30 - Ovos de Schistosoma mansoni sem fungo (controle)
(seta branca), aos 21 dias. Microscopia de luz - objetiva de 40x.
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Figura 31 - Ovo de Schistosoma mansoni (seta branca) e apressorio
(no detalhe - seta preta) de Pochonia chlamydosporia, aos sete dias
de interacdo. Microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 32 - Clamidésporos de Pochonia chlamydsporia (seta
branca). Microscopia eletrdnica de varredura.
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