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Resumo

BAPTISTA, Cristiane Telles. Acdo de extratos fungicos sobre ovos e larvas de
tricostrongilideos parasitos de ovinos, 2017, 92f. Dissertacdo (Mestrado em
Parasitologia) Programa de Pds-Graduagdo em Parasitologia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

As parasitoses gastrointestinais sdo fatores limitantes da ovinocultura. Embora o
emprego de anti-helminticos seja 0 método mais eficaz de controle das helmintoses,
desvantagens como resisténcia parasitaria, presenca de residuos quimicos na carne
e leite e ecotoxicidade, estimulam pesquisas que buscam medidas alternativas de
controle. Neste contexto, o emprego de fungos nematéfagos como agentes de
biocontrole constitui-se numa ferramenta viavel, promissora e ecologicamente de
baixo impactoamigavel. O presente estudo objetivou avaliar in vitro a acdo de
extratos fungicos de Duddingtonia flagrans CG258,Purpureocillium lilacinumCG193e
Trichoderma virens MICLAB 008sobre ovos e larvas L3 de tricostrongilideos que
parasitam ovinos. Extrato filtrado (EF) e extrato macerado bruto (MB) dos
fungosforam preparadosa partir de culturas fungicas em meio minimo liquido. Ovos
e larvas L3 de tricostrongilideos foram obtidos de fezes de ovinos naturalmente
infectados. Para o ensaio experimental que avaliou a acédo ovicida dos fungos,
aliquotas de 500puL dos extratos EF e MB de T. virens e P. lilacinum foram vertidas
em placas de cultivo de tecidos. A esse volume foi acrescido 500uL de uma
suspensao contendo aproximadamente 100 ovos de tricostrongilideos. A mesma
metodologia foi empregada para o ensaio que avaliou a agao dos extratos EF e MB
de D. flagrans e T. virens sobre as larvas L3. Os controles consistiram de 500uL de
meio minimo adicionado de 500uL de suspensado contendo 100 ovos ou larvas L3.
Cada tratamento consistiu de cinco repeticdes. As placas foram incubadas a 25°C,
durante 24 e 48 horas. A leitura considerou o numero total de larvas L1 (ovos
eclodidos) e teste de inviabilidade larval (larvas L3 imdveis) presentes nos grupos
tratados e controles. Observou-se que o efeito dos extratos EF e MB de P. lilacinum
e T. virens na eclodibilidade dos ovos diferiu do grupo controle em ambos o0s
periodos avaliados (p<0.05). No geral, a acdo dos extratos fungicos em 24 e 48
horas néo diferiu entre si. Em T. virens, o MB foi superior ao EF (P<0.05); porém, em
P. lilacinum observou-se que a acdo do MB em ambos os periodos avaliados néo
diferiu do EF, quando analisado em 24 horas. Adicionalmente, o percentual de
reducdo de eclodibilidade do MB de ambos os isolados fungicos foi superior ao EF,
evidenciando-se maiores percentuais de reducao de eclosdo dos ovos em 24 horas
de exposicéo aos extratos fungicos. Quando analisado o efeito dos extratos fungicos
de D. flagrans e T. virens sobre as larvas L3 de tricostrongilideos observou-se que,
com excecdo do EF de D. flagrans avaliado em 24 horas, os demais extratos
fungicos diferiram (P<0.05) do grupo controle. Em D. flagrans o extrato macerado foi
superior (P<0.05) ao extrato filtrado em sua capacidade de causar a imobilizacao
das larvas L3. Ja em T. virens observou-se que a acao dos extratos MB diferiu entre
si, sendo o efeito do MB avaliado em 48 horas superior (P<0.05). Os resultados



obtidos permitem concluir que o extrato macerado bruto e o extrato filtrado de D.
flagrans, P. lilacinum e T. virens avaliados neste estudo reduzem a eclodibilidade
dos ovos, bem como interferem com a motilidade das larvas de tricostrongilideos.
Portanto, sdo potenciais candidatos como agentes de biocontrole de nematoides de
ovinos.

Palavras chaves: controle biolégico, fungos nematofagos, tricostrongilideos,
Duddingtonia flagrans, Purpureocillium lilacinum, Trichoderma virens.



Abstract

BAPTISTA, Cristiane Telles. Fungal extract action on trichostrongylidae eggs
and larvae parasitizing sheep, 2017, 92f. Dissertagao (Mestrado em Parasitologia)
Programa de Pos-Graduacdo em Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Gastrointestinal parasites are sheep breeding limiting factors. Although the use of
anthelmintics is the most effective method of helminth control, disadvantages such as
parasitic resistance, presence of chemical residues in meat and milk and ecotoxicity
have stimulated research seeking alternative control procedures. In this context, the
use of nematophagous fungi as biocontrol agents is an interesting, viable, promising
and ecologically friendly tool. The present study aimed to evaluate the in vitro action
of Duddingtonia flagrans, Purpureocillium lilacinum and Trichoderma virens fungal
extracts on trichostrongylidae eggs and larvae L3 parasitizing sheep. Filtered extract
(FE) and crude macerated extract (CME) of the fungi were prepared from fungal
cultures in liquid minimal medium. Trichostrongylidae eggs and larvae L3 were
obtained from feces of naturally infected sheep. For the experimental essay to
evaluate fungal ovicidal action, EF and CME 500 uL aliquots of T. virens and P.
lilacinum extracts were poured into tissue culture plates. 500uL of a suspension
containing approximately 100 trichostrongylidae eggs was added to this volume.The
same methodology was used for the essay evaluating the FE and CME action of D.
flagrans and T. virens extracts on the larvae L3. The controls consisted of 500uL
minimal medium added with 500uL suspension containing 100 eggs or larvae L3.
Each treatment consisted of five replicates. Plates were incubated at 25 °C for 24
and 48 hours. Reading took into account the total number of larvae L1 (hatched
eggs) and larval viability test (larvae L3 motionless) present in the treated and control
groups. It could be observed that the FE and CME effect of P. lilacinum and T. virens
extracts on egg hatchability differed from that in the control group in both evaluated
periods (P <0.05). On the whole, fungal extract action at 24 and 48 hours did not
show any differences. For T. virens, CME was superior to FE (P <0.05); However, for
P. lilacinum, CME action in both periods evaluated did not differ from FE action at 24
hours. In addition, CME hatch reduction percentage for both fungal isolates was
higher as compared to that of FE, evidencing higher percentages of egg hatch
reduction to the fungal extract at 24 hours. When the effect of D. flagrans and T.
virens fungal extracts on trichostrongylidae larvae was analyzed, it was observed
that, except for D. flagrans fungal extract evaluated at 24 hours, the other fungal
extracts differed (P<0.05) from the control group. For D. flagrans, the macerated
extract was superior (P<0.05) to the filtered extract as to its ability to cause larvae L3
immobilization, while for T. virens, it was observed that CME action differed between
the evaluated periods, its effect being higher when evaluated at 48 hours (P<0.05).
The results obtained allow concluding that the D. flagrans, P. lilacinum and T. virens
crude macerated and filtered extracts evaluated in this study reduce egg hatchability,



as well as interfere withtrichotrongylidae larvae motility. Therefore, they are potential
sheep nematode biocontrol agent candidates

Keywords: biological control, nematophagous fungi, trichostrongylidae,
Duddingtonia flagrans, Purpureocillium lilacinum, Trichoderma virens
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1 Introducéo

O Brasil possui aproximadamente 17,6 milhdes de ovinos, com maior
concentracdo dos rebanhos no estado do Rio Grande do Sul (5 milhdes) e regiédo
nordeste (9 milhdes) representando, portanto, uma importante atividade econdémica
para as Regides (IBGE, 2014). Desde a década de 90 a ovinocultura vem passando
por transformacfes, pois 0 aumento do poder aquisitivo, a abertura do comeércio
internacional e a estabilidade monetéaria tém permitido um cenario favoravel para o
desenvolvimento da atividade (VIANA, 2008).

A ovinocultura brasileira apresenta-se em expansao, porém ainda tem muito a
melhorar. O aumento do consumo de carne ovina implica em alguns desafios, uma
vez que a maior demanda traz consigo a necessidade de acelerar o crescimento da
ovinocultura. Intervengbes que visem aumentar o consumo devem estar atentas a
estratégias de marketing que apresentem a carne ovina como um produto seguro e
de qualidade. Além disso, tornam-se necessarias acfes que possibilitem as
industrias disponibilizarem uma ampla variedade de cortes, para que todas as
classes sociais possam ter acesso a carne ovina, com o intuito de em longo prazo
fidelizar o consumidor (VIANA, 2008).

No Brasil, a ovinocultura assim como grande parte da criacdo de ruminantes,

€ realizada em regime extensivo, predispondo 0s animais a sucessivas infec¢des por
parasitos presentes nas pastagens (ANUALPEC, 2003).
As helmintoses gastrointestinais sédo fatores limitantes da atividade pecuéria,
causando muitas perdas econbmicas ndo somente por morte de animais, mas
também por queda na producédo (diminuicdo do ganho de peso e da producéo de la
e leite) (HART, 2011; TORRES-ACOSTA et al., 2012).

Estima-se que as perdas econdémicas mundiais ocasionadas por parasitos
gastrointestinais sejam em torno de milhdes de ddélares/ano (ANUALPEC, 2003). As
infeccbes parasitarias podem afetar a ingestdo alimentar, a digestibilidade e mais
uma variedade de processos fisiologicos que semanifestam de varias formas. E

dificil estimar estes custos, especialmente quando em infec¢des sub-clinicas, porém
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0 maior problema € estabelecer um desenho experimental seguro, mesmo que
puramente tedrico,que possa comprovar a participacdo de cada item dentro da
cadeia produtiva (MOLENTO, 2004a).

Entre os parasitos gastrointestinais mais frequentes em ruminantes estao os
pertencentes a familia Trichostrongylidae e compreendem os géneros Haemonchus,
Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus, Oesophagostomum, Strongyloides e
Cooperia (RUAS; BERNE, 2007). De acordo com Amarante; Sales (2007),
Haemonchus contortus é o principal endoparasita de ovinos. O seu habito
hematofago promove quadros graves de anemia e morte em casos de altas
infeccoes.

O uso de farmacos anti-helminticos consititui-se num método eficaz de
controle das helmintoses gastrointestinais. No entanto, seu uso excessivo pode
trazer algumas desvantagens que incluem o desenvolvimento de nematoides
resistentes (KAPLAN et al.,, 2004, MOLENTO et al., 2004b; SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011), presenca de residuos quimicos dos farmacos na carne e leite e
prejuizos ao ambiente (SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011).

O sucesso de um programa de controle parasitario ndo depende somente de
um esquema eficaz de tratamento, mas também de uma combinacao de praticas de
manejo que possam ser adotadas a qualquer momento e do conhecimento da
epidemiologia dos parasitos. No intuito de minimizar as desvantagens do controle
guimico, evidencia-se um incremento de pesquisas que visam adicionar medidas
alternativas de controle das parasitoses nos animais domeésticos (MOTA et al.,
2003).

O controle bioldgico, que € a utilizacdo de antagonistas naturais disponiveis
no ambiente, para diminuir, a um limiar subclinico e economicamente aceitavel, a
populacdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade pecudria ou
agricola.Sua acdo se da por meio de organismos vivos e antagonistas naturais no
ambiente. Dentre esses organismos, destacam-se os fungos nematdfagos como
eficientes controladores de parasitos gastrointestinais (GRONVOLD et al.,, 1996,
ARAUJO et al., 2004a). Estaferramenta pode ser viavel e promissora, pois ao atuar
nas formas infectantes dos helmintos no ambiente, proporciona reducdo das
infeccbes ocasionadas pelos parasitos gastrointestinais.

Os fungos nematéfagos estdo presentes no solo, mais precisamente na

matéria organica em decomposicdo e sua acao é direcionada ao parasitismo dos
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ovos e larvas de vida livre dos geohelmintos (BRAGA et al., 2007). Porém, o maior
desafio estd na procura por fungos adaptados as condi¢des bidticas e abidticas do
local onde sera empregado como agente de controle, sendo esse quesito mais
importante do que a facilidade de isolamento e/ou manutencdo em condi¢cdes de
laboratorio (GRAY, 1988; GROONVOLD, 1996; GORTARI et al., 2007).

Estudos prévios in vitro e in vivo tém demonstrado a eficacia e a viabilidade do
emprego de fungos nematdfagos, assim como Duddingtonia flagrans,
Purpureocillium lilacinume Trichoderma virens no controle de parasitos
gastrointestinais de importancia veterinaria (ARAUJO et al., 2004a; ARAUJO et al.,
2004b; ARAUJO et al., 2006b; BRAGA et al., 2007; BRAGA et al., 2010; BRAGA et
al.,2011a; BRAGA et al., 2011b; FERNANDEZ, 2011; SOARES et al., 2012; ASSIS
et al., 2013; BRAGA et al.,2013a; BRAGA et al.,2013b; MAIA-FILHO et al., 2013;
ARAUJO et al., 2014; FERNANDES et al., 2015; HOFSTATTER et al., 2016; MAIA-
FILHO et al., 2017).

Nota-se que as pesquisas com fungos nematdfagos sobre helmintos de
ruminantes empregam fungos predadores de larvas. Por outro lado, estudos
avaliando a atividade ovicida de fungos sobre ovos desses parasitos sao incipientes
(VIEIRA et al., 2014). Desta forma, a realizagéo de experimentos que visam avaliar a
utilizac@o de fungos ovicidas sobre ovos de helmintos da familia Trichostrongylidae é
relevante, uma vez que a reducdo do numero de ovos no ambiente podera minimizar
a exposicdo dos hospedeiros suscetiveis as formas infectantes desses helmintos

patégenos.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro a acdo de extratos fungicos de Purpureocillium lilacinum
CG193, Trichoderma virens MICLAB 008 e Duddingtonia flagrans CG258 sobre ovos

e larvas de tricostrongilideos parasitos de ovinos.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar a atividade ovicida de extratos enzimaticos de isolados fungicos
de Purpureocillium lilacinum e Trichoderma virens sobre ovos de tricostrongilideos;

- Verificar a atividade de extratos enzimaticos de isolados flngicos de
Duddingtonia flagrans, Purpureocillium lilacinum e Trichoderma virens sobre larvas

de tricostrongilideos.



3 Revisao da Literatura

3.1 Ovinocultura

Os ovinos e os caprinos foram os primeiros animais de producdo a serem
domesticados pelo homem nos desertos da Asia Central. Sua criacdo possibilitava
alimento, principalmente pelo consumo da carne e leite, além de protecao através do
uso da 14, fibra que servia como abrigo contra as intempéries do ambiente (VIANA,
2008).

Esses animais possuiam comportamento migratorio, raramente ocorrendo
pastejo no mesmo local. Além disso, habitavam ambientes &ridos que sé&o
desfavoraveis aos parasitos. Essas caracteristicas, em conjunto, explicam porque a
imunidade contra nematddeos gastrointestinais foi pouco desenvolvida com a
evolugdo desses ruminantes. No decorrer do tempo, 0s sistemas intensivos de
criacdo foram desenvolvidos e os ruminantes foram condicionados a fazer pastejo
nos mesmos locais, com umidade elevada e temperatura de aproximadamente 28°C,
condicbes adequadas ao desenvolvimento de nematédeos (SOTOMAIOR et al.,
2009).

A criacdo intensiva de ovinos estd presente em praticamente todos o0s
continentes e a ampla difusdo da espécie se deve a sua adaptacdo a diferentes
climas, relevos e vegetacdes. A criacdo ovina esta destinada tanto a exploracéo
econdmica como a subsisténcia das familias de zonas rurais (VIANA, 2008).

Estima-se que o rebanho mundial de ovinos seja da ordem de 1,2 bilh&do de
cabecas, estando os maiores rebanhos localizados na China, Austrélia, India, Ird e
Nova Zelandia, que concentram, respectivamente, 17, 06, 05, 04, e 2,5% do efetivo
mundial (FAOSTAT, 2015). Segundo Nogueira (2005), o crescimento da ovinocultura
no Brasil € seguido do aperfeicoamento da genética dos rebanhos, da tecnificacao e
do modelo empresarial, fatores esses essenciais para o desenvolvimento da
atividade. O rebanho de ovinos no Brasil compreende cerca de 17,6 milhdes de

cabecas. A regiao Nordeste concentra 57,24% dessa populacédo e a Sul 28%, sendo



19

essas regides responsaveis por mais de 85% do plantel efetivo brasileiro (EMATER,
2005, IBGE, 2012). Todavia, verifica-se maior expansdo da atividade nas regides
Sudeste, Centro-Oeste e Norte, com taxas de crescimento de 8,6%, 6,6% e 6,2% ao
ano, respectivamente (EMATER, 2005).

Contudo, um dos principais fatores limitantes nos sistemas de producao de
ovinos sao as parasitoses causadas por endoparasitos que acometem ovinos em
qualquer idade e sexo (WAGHORN et al., 2003; SILVA et al., 2010).

3.2 Helmintoses gastrointestinais

Grande parte dos animais criados a campo apresenta uma ou mais espécies
de parasitos gastrointestinais em seu organismo. Entretanto, nem sempre o
parasitismo é sinbnimo de doenca, pois geralmente os mecanismos imunolégicos
sao capazes de controlar a populacédo de endoparasitos (AMARANTE, 2005).

Por outro lado, os parasitos podem vencer as barreiras imunolégicas e causar
as parasitoses, cujos sintomas clinicos incluem: desnutricdo, avitaminoses,
distarbios gastrintestinais, estados convulsivos e prejuizo ao desenvolvimento dos
animais (SOUZA, 2013). Os nematoides gastrointestinais sao 0s parasitos mais
frequentes em ruminantes especialmente em zonas temperadas e Umidas e em
animais de pastejo, determinado lesdes no abomaso e intestino (COSTA, 2007).

As helmintoses gastrointestinais representam um dos maiores desafios a
producdo de carne de ruminantes, principalmente, em paises de clima tropical
(MACEDO et al.,, 2000; VIEIRA, 2008). As infeccBes gastrointestinais provocam
diversos efeitos fisiopatolégicos nos animais, ocasionando diminuicdo no ganho de
peso, comprometimento da condi¢do corporal, reducdo da producéo de leite e do
desempenho reprodutivo e mortalidade, principalmente entre os animais jovens
(GRAMINHA et al., 2001).

Os parasitos gastrointestinais mais frequentes na ovinocultura pertencem a
familia  Trichostrongylidae e compreendem o0s géneros Haemonchus,
Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia (RUAS; BERNE, 2007). Esses
parasitos sdocosmopolitas e morfologicamente descritos como filiformes, de 3 a 4
cm de comprimento, auséncia de capsula bucal ou presenca reduzida e cuticula lisa

ou estriada com prolongacoes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cosmopolita
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Rocha et al. (2008) enfatizaram que 0s principais parasitos causadores das
parasitoses na criacdo de ovinos sdo Haemonchus contortus e Trichostrongylus
colubriformis. Esses autores também observaram que aproximadamente 100% dos
animais criados a campo apresentavam uma ou mais espécie de endoparasitas.

No Brasil, principalmente na regido sul, os helmintos mais prevalentes sao H.
contortus, Trichostrongylus axei, T. colubriformis, Teladorsagia circumcincta,
Ostertagia ostertagi, Cooperia spp., Nematodirus spatigher, Oesophagostomum
venulosum e Trichuris ovis (RAMOS et al., 2004). H. contortus apresenta rapido
desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos (SANGSTER, 2001), explicado
pelo seu alto potencial bidtico (ECHEVARRIA; TRINDADE, 1989), variabilidade
genética e presenca de um alelo que causa diminuicdo da suscetibilidade a uma
droga (BLACKHALL et al., 1998).

3.3 Género Haemonchus

As espécies pertencentes ao género Haemonchus sdo hematéfagas,
parasitam o abomaso e séo facilmente identificadas durante necropsia devido ao
seu tamanho. As fémeas adultas sdo maiores que os machos apresentando de 18 a
30 mm enquanto que os machos medem de 10 a 20 mm. Em condi¢bes ideais a
capacidade de oviposicdo diaria de uma fémea varia entre cinco a dez mil ovos
(UENO; GONCALVES, 1998). Os ovos dos parasitos pertencentes a este género
sdo ovais com polos assimétricos, embrionados com 16 a 32 células e medem 70 a
85 um por 41 a 48 um. As L3 sdo consideradas larvas médias, com cerca de 650 a
825 um de comprimento, a bainha da cauda € média e termina de forma aguda
(SANCHO, 2009).

De acordo com Moraes (2002), H. contortus € o principal endoparasita de
ovinos e o de maior importancia econémica, principalmente em regibes de clima
tropical, subtropical e temperado, especialmente em condigbes quentes e Umidas.
No Brasil, € o principal nematoide parasita de ovinos (AMARANTE et al., 2004),
sendo encontrado em 75% a 100% dos exames de fezes (MORTENSEN et al.,
2003). A maior ocorréncia deste parasito se evidencia nos meses de verao e outono,
em regifes com estacOes definidas, pois as larvas possuem 6timo desenvolvimento

em temperatura e umidade altas.
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Para Waller; Chandrawathani (2005) a haemoncose é a parasitose com maior
patogenicidade para pequenos ruminantes e possivelmente a Unica em ovinos que
pode ser diagnosticada pela sintomatologia clinica, sem necessidade de se recorrer
a utilizacdo de exames parasitolégicos. Estudos elaborados por Leal (2012)
demonstraram que mais de 80% da carga parasitaria dos ovinos era devida a esse
parasito. Esse helminto apresenta alto grau de viruléncia, pois o habito hematofago
ocasiona anemia hemorragica aguda (URQUHART et al., 1998). Possui uma lanceta
bucal, que é responsavel ndo s6 em sugar o sangue, mas também em secretar uma
substancia anticoagulante capaz de impedir a formagéo da rede de fibrina no local
onde se alimenta. Cada parasito pode remover em torno de 0,05 mL de sangue ao
dia por ingestdo, além do extravasamento de sangue pelas lesdes da regido do
abomaso do hospedeiro. Em casos hiperagudos de parasitismo pode ocorrer morte
subita por gastrite hemorragica (TAYLOR et al., 2007).

Os animais mais jovens sdo mais suscetiveis, embora em adultos em
situacdes de estresse, ou com déficit nutricional também podem sofrer anemias
fatais (BOWMAN et al., 2003).

O principal sinal clinico para o diagndstico da haemoncose é a palidez das
mucosas, coloracdo escura das fezes, além de alteracbes do velo e perda de la
(URQUHART et al., 1998; BOWMAN et at., 2003). A diarreia ndo é frequente em

infeccbes ocasionadas por Haemonchus spp..

3.4 Género Ostertagia

As espécies deste género localizam-se no abomaso e sdo algumas das
principais causadoras de gastroenterite parasitaria em ruminantes (SANCHO, 2009).
Os machos adultos apresentam comprimento entre sete e oito mm nos e as fémeas
entre nove a 12 mm (UENO; GONCALVES,1998).

De acordo com Sancho (2009), os ovos de Ostertagia spp. sdo ovoides a
elipséides, ndo sdo muito largos e possuem moérula com muitos blastdmeros de
pequena dimensédo. As larvas L3 sdo consideradas grandes com aproximadamente
797 a 959 um de comprimento, a bainha da cauda é curta e cbnica, possuem 16
células intestinais e a sua extremidade anterior € quadrada. Estudos elucidaram que
a cabeca desses parasitos apresentam estruturas semelhantes a ombros,

caracteristica importante para sua identificagdo (VAN WYK et al. 2004).
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O ciclo evolutivo desse parasito é direto. Em condi¢des favoraveis, completa

seu ciclo em aproximadamente trés semanas. Contudo, em determinadas ocasides
muitas L3 ingeridas entram em hipobiose na fase inicial de transformacédo para L4 e
podem permanecer nessa fase por periodos de até seis meses (URQUHART et al.,
1998; KNOX, 2000).
Esses helmintos se caracterizam pela penetracdo e desenvolvimento das suas
larvas em glandulas gastricas do hospedeiro, causando lesdes no epitélio gastrico e
nas células parietais, secretoras de acido cloridrico, principalmente no momento da
emergéncia das larvas L4. Com isso, ocorre um aumento do pH do abomaso
dificultando a digestao proteica, além de predispor a mucosa gastrica as infeccdes
bacterianas secundarias, ocasionando uma reacéao inflamatéria local e prejudicando
a permeabilidade do epitélio abomasal (BOWMAN et al., 2003). Esse fato induz a
perda de proteinas plasmaticas para a luz intestinal, levando o hospedeiro a
apresentar inapeténcia, diarreia e perda de peso (URQUHART et al., 1998;
BOWMAN et al., 2003).

3.5 Género Trichostrongylus

Os parasitos desse género encontram-se no intestino delgado do hospedeiro,

podendo ocorrer algumas espécies alojadas no abomaso. As fémeas adultas
medem de cinco a sete mm, ja os machos adultos de quatro a cinco mm. Seus ovos
possuem forma oval, com o0s polos rapidamente desiguais, s&o segmentados e
apresentam parede fina, com comprimento de 79 a 118 um por 31 a 56 um de
largura. As larvas L3 séo consideradas pequenas, possuindo de 619 a 796 um de
comprimento, com cauda apresentando bainha pequena terminada de forma aguda
(UENO; GONCALVES,1998).
Apresentam ciclo de vida direto, com o desembainhamento das L3 ocorrendo no
abomaso. O tempo do desenvolvimento do ovo até L3, em condi¢bes oOtimas,
compreende de sete a 15 dias. As L3 sdo extremamente resistentes e sobrevivem
ao inverno nas pastagens em namero suficiente para causar infec¢des na primavera
(URQUHART et al., 1998; BOWMAN et al., 2003).
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3.6 Género Cooperia

Segundo Bowman et al. (2003), os parasitos que pertencem a este género se
localizam, geralmente, no intestino delgado de ovinos, podendo ser encontrado
também no abomaso. Séao filiformes e pequenos, as fémeas adultas possuem de 15
a 20 mm e os machos adultos de 10 a 15 mm de comprimento. Geralmente s&o 0s
parasitos com menor incidéncia em ovinos, contudo sdo encontrados em muitas
regides do mundo (UENO; GONCALVES, 1998; BOWMAN et al., 2003).

Os ovos destes parasitos apresentam paredes paralelas, polos iguais e sao

arredondados. De acordo com a literatura, as larvas L3 sdo consideradas grandes
com 700 a 977 pum de comprimento (UENO; GONCALVES, 1998; VAN WYK et al.,
2004).
Os parasitos pertencentes a este género sdo considerados moderadamente
patogénicos, isso l|hes confere um papel secundario na patogenia das
gastroenterites parasitarias. Ocasionam, normalmente, perda de apetite e
consequentemente queda no desempenho produtivo dos animais (URQUHART et
al., 1998).

3.7 Género Nematodirus

As fémeas adultas deste parasito apresentam comprimento de 15 a 20 mm e
os machos adultos de 10 a 15 mm. Sa&o considerados exceg¢ao entre 0s
Trichostrongylidae, pois possuem 0vos maiores que 0S outros géneros, com
comprimento de 150 a 230 um e de 67 a 110 um de largura. Possuem forma eliptica,
parede muito resistente conferindo uma viabilidade por longos periodos no ambiente
(UENO; GONCALVES, 1998).

As larvas L3 deste género sdo grandes (933 a 1160 um de comprimento),
possuem a bainha da cauda longa, com intestino apresentando oito células
triangulares (SANCHO, 2009).

O ciclo de vida desses parasitos € direto, com excecado na fase exdégena, na
qual em vez da larva L1 abandonar o ovo, ela continua seu desenvolvimento L2 e L3
no interior do mesmo, eclodindo na forma de L3 e migrando para as pastagens. O
desenvolvimento das larvas L1 até L3 é muito lento, podendo demorar até dois

meses em regides de clima temperado (URQUHART et al., 1998).
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Segundo Sargison (2008), 0os ovinos que se encontram gravemente
parasitados por estes helmintos, apresentam diarreia aquosa, seguida de
desidratacdo, depressdo, dor abdominal, perda de apetite, perda de peso e

diminuicao no crescimento de Ia.

3.8 Ciclo biolégico

Segundo Lapage (1976) os parasitos que pertencem a familia
Trichostrongylidae apresentam ciclo biolégico direto, com uma fase de
desenvolvimento no ambiente (fase de vida livre) e outra dentro do hospedeiro (fase
parasitaria), como demonstrado na figura 1:
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Figura 1- Ciclo biolégico de helmintos da familia Trichostrongylidae.
Fonte: MORAES, 2002.

3.8.1 Fase de vida livre

Segundo Sotomaior et al. (2009) os parasitos desta familia eliminam seus
ovos juntamente com o bolo fecal do hospedeiro. Em condicbes oOtimas de

temperatura, umidade e oxigénio, em aproximadamente 24 horas, a larva se forma
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no interior do ovo. Ocorre a eclosdo da larva de primeiro estadio ou L1 que necessita
se alimentar de micro-organismos. De acordo com as condigbes do meio, a L1
realiza duas mudas — trocas de cuticula — para L2 e posteriormente L3. Essa
evolucdo pode variar entre cinco e 10 dias. A L3 ndo se alimenta, € mais resistente
as mudancgas do meio e possui maior mobilidade, se dirigindo para fora das fezes.
Através desse movimento a larva consegue se localizar nas por¢cdes mais
sombreadas da pastagem e nas goticulas de orvalho.

A fase infectante aos animais é a larva L3, pois somente ela tem a
capacidade de se desenvolver e evoluir dentro do animal apos ser ingerida. O
processo de evolucao do ovo até a L3 pode variar de cinco a sete dias em condicdes
adequadas, ja em condicGes inapropriadas pode prolongar-se por até 30 dias
(URQUHART et al., 1998; BOWMAN et al., 2003).

As condigOes ideais para desenvolvimento das larvas incluem temperatura de
18 a 30°C e umidade superior a 70%. Dados apontam que aproximadamente 40%
das larvas L3 podem permanecer viaveis por até 150 dias em ambientes com
umidade superior a 85%. No entanto, quando a umidade € inferior a 35%, 60% das
larvas morrem em aproximadamente 30 dias (AMARANTE; BARBOSA, 1995;
URQUHART et al., 1998). O sombreamento nas pastagens também contribui para o
desenvolvimento das larvas, uma vez que impede a acédo dos raios ultravioletas e
preserva 0 microambiente com maior umidade. Por essa razdo, as partes das
pastagens que estdo mais proximas do solo apresentam melhores condi¢cdes para
abrigar maior quantidade de larvas infectantes (SOTOMAIOR et al., 2009). Cerca de
95% dos parasitos em um ambiente estdo nas pastagens (ovos e larvas) e somente
uma pequena porcentagem se encontra parasitando o interior dos animais. Por isso
a importancia de se entender o ciclo biolégico dos parasitos para implementar
medidas de controle mais eficazes (URQUHART et al., 1998).

3.8.2 Fase parasitaria

De acordo com Urquhart et al. (1998), essa fase se inicia quando o animal
ingere a forma infectante (larva L3) juntamente com as pastagens. ApoOs ser ingerida
a larva L3 vai para o abomaso ou intestino, dependendo do parasito, penetra na
parede para se alimentar. A partir desse momento, o animal ja& pode apresentar

sintomas da parasitose. Logo apos sofre nova muda (larva L4) voltando a luz do
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orgdo, onde evolui para parasitos adultos, se reproduz e inicia a postura de ovos. O
periodo que compreende desde a ingestdo da larva até o inicio da eliminacdo de
ovos nas fezes é de aproximadamente 18 a 21 dias (SOTOMAIOR et al., 2009).

3.9 Controle quimico

A reducdo do numero de larvas infectantes é um dos principais alvos do
controle das parasitoses (PADILHA; MENDOZA-de-GIVES, 1996). Atualmente,
diferentes métodos que visam o controle da populacdo de larvas encontradas no
ambiente tém sido estudados, incluindo métodos quimicos, imunol6gicos, de manejo
e biolégicos. Destes, o mais difundido é o controle quimico através do emprego de
anti-helminticos (JACKSON, 2004).

O método convencional de controlar nematoides parasitos de pequenos
ruminantes € a utilizacdo de anti-helminticos sintéticos que agem sobre as formas
parasitarias no hospedeiro (WALLER, 2005). Tradicionalmente, o controle dos
parasitos gastrintestinais de ruminantes tem se baseado unicamente na utilizacéo de
drogas antiparasitarias de amplo espectro (CHARLES; FURLONG, 1996), visando a
reducdo da contaminacdo das pastagens (BRUNDSON, 1980).

As classes de anti-helminticos mais utilizados para o tratamento de
nematoides sao: levamisole e seus analogos (morantel e pirantel), lactonas
macrociclicas (avermectinas e milbemicinas) e benzimidazoles (tiabendazole)
(PRICHARD, 1990).

Os levamisoles agem como agonistas colinérgicos na membrana das células
da musculatura dos nematoides (MOLENTO et al., 2004), produzindo paralisia
espastica do parasito (PRICHARD, 1980), causando uma contracdo muscular
estavel, o que facilita a sua eliminacdo (KOHLER, 2001).

De acordo com Arena et al. (1991) as lactonas macrociclicas sdo produzidas
pela fermentacdo do actinomiceto Streptomyces avermitilis e sdo responsaveis por
causar uma hiperpolarizacdo da musculatura dos parasitos nematoides, abrindo
irreversivelmente os canais de cloro.

Os benzimidazoles se ligam irreversivelmente a tubulina dos parasitos
nematoides (LUBEGA et al.,, 1991), uma proteina de peso molecular de 25.000
daltons, impedindo sua polimerizagdo em microtubulos (LACEY; GILL, 1994,
MARTIN, 1997). Os microtubulos sdo organelas citoplasmaticas que formam o

citoesqueleto da célula, movimentam particulas celulares e formam o fuso mitotico
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durante a divisdo celular (MARTIN, 1997). Apresenta como a formagédo do fuso
mitotico, motilidade e secrecao celular, absorcdo de nutrientes e transporte celular
(JASMER et al., 2000). Devido a grande importancia dos microtabulos em alguns
dos processos celulares, esta destruicdo induzida pelo anti-helmintico induz a morte
do organismo (KOHLER, 2001), pois ocorre uma interrupcdo do equilibrio
tubulina/microtibulo acarretando uma cascata de alteracdes bioquimicas e
fisioloégicas que podem ser diretas ou indiretas resultando na perda da homeostasia
celular (LACEY, 1988).

Secundariamente, os benzimidazoles inibem a enzima fumarato redutase no
transporte de glicose, alterando os mecanismos energéticos do parasito (LANUSSE,
1996). O emprego destes farmacos reduz as perdas econdémicas, apesar da maioria
das medidas de manejo em uso ser feita de forma empirica, com excessos ou
subdosagens, administragcbes em épocas inadequadas e independentes dos
aspectos epidemioldgicos da doenca (CHARLES; FURLONG, 1996; WALLER et al.,
1996).

O controle quimico de nematoides gastrointestinais possui boa eficacia,
eliminando rapidamente muitos dos géneros e espécies de helmintos parasitos de
animais. Entretanto, seu uso exclusivo e excessivo, propiciou o0 surgimento de
nematoides resistentes a esses farmacos (KAPLAN et al., 2004; MOLENTO et al.,
2004; SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011). A resisténcia anti-helmintica foi
registrada pela primeira vez em 1964, nos Estados Unidos por Drudge et al. (1964).
No Brasil, o primeiro relato aconteceu no Rio Grande do Sul (DOS SANTOS;
GONGALVES, 1967). Nos ultimos anos, a resisténcia frente aos diferentes principios
ativos utilizados tem ocorrido com maior incidéncia e velocidade (KAPLAN;
VIDYASHANKAR, 2012).

Varios fatores podem ser atribuidos ao problema da resisténcia parasitéria.
Molento et al. (2004) salientam como principais: tratamentos supressivos, tratamento
de todos os animais do rebanho, uso continuo da mesma base quimica do composto
por longos periodos (mais de um ano), utilizacdo de compostos de longa
persisténcia, aquisicdo de animais contaminados com parasitos resistentes, doses
administradas superiores as recomendadas pelo fabricante, descaso a categoria em
gue se encontra o animal e estratégias errbneas de manejo. Sendo assim, 0s
tratamentos sdo concretizados sem base técnica, e como consequéncia, sdo seletos

0s nematoides resistentes as drogas disponiveis no mercado (SILVA, 2007).
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Segundo Molento (2009) a resisténcia parasitaria é o fendmeno que impede
um farmaco de manter a mesma eficacia sobre os parasitos, se utilizada nas
mesmas condi¢cdes e apds um determinado periodo de tempo. Sob o aspecto
farmacoldgico, esse fenbmeno € caracterizado por uma reducdo no potencial da
droga que, normalmente € efetiva contra uma populacdo de parasitos (SANGSTER,
1996). Dessa forma, os parasitos adquirem a capacidade de sobreviver aos
tratamentos nas doses terapéuticas recomendadas (TAYLOR; HUNT, 1989). O
diagnéstico é definido como “positivo para resisténcia” quando determinada droga
que apresentava reducdo da carga parasitaria (OPG) acima de 99% obtém reducéo
inferior a 80% para dado organismo (MOLENTO, 2009).

A hipotese mais aceita que justifica o desenvolvimento da resisténcia aos
antiparasitarios afirma que durante o tratamento com determinado farmaco, ocorre
uma selecéo de alelos de um ou mais genes (PRICHARD, 1990; BLACKHALL et al.,
1998), ocasionando a reducdo consideravel da efichcia desse farmaco e
favorecendo a permanéncia de organismos resistentes e a eliminacdo de individuos
suscetiveis (MOLENTO, 2005).

Diante do que foi explanado, a preservacéo da refugiano ambiente deve ser o
alvo de todo controle parasitario. Segundo Costa et al. (2011) refugia € um termo
utilizado para definir toda a populacdo parasitaria que nao foi exposta ao processo
de selecdo pelos farmacos, permanecendo com sua caracteristica primaria de
suscetibilidade e contribui para a diluicdo dos genes da resisténcia anti-helmintica.
Quanto maior for o tamanho da populacdo em refugia, menor sera a pressao de
selecdo e, por conseguinte, o desenvolvimento da resisténcia sera retardado.
Portanto, o tamanho da populacdo em refugiapode ter um papel fundamental na
manutencdo da eficacia dos farmacos, adiando o processo de selecdo (MOLENTO,
2005).

Adicionalmente ao problema da resisténcia parasitaria, a presenca de
residuos quimicos dos farmacos anti-helminticos nos produtos de origem animal,
bem como os riscos de contaminacdo ambiental que ocasionam efeitos toxicos a
organismos nao alvos no meio ambiente (STRONG et al.,, 1996; SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011) sao aspectos relevantes a ser considerados no emprego do

controle quimico.
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Segundo a FAO/WHO (1989), os benzimidazoles possuem efeito toxico e
estudos apontam sobre seus efeitos carcinogénicos, genotoxicos e teratogénicos
(LANUSSE et al., 2009).

As avermectinas também imprimem seu impacto em produtos de origem
animal. O leite tem maxima importancia do que a carne, visto que as avermectinas
séo lipofilicas e a gordura presente no leite facilita a ligacdo com o farmaco (FLAJS
et al., 2005). A moxidectina € considerada mais lipofilica que a ivermectina, o que
permite sua maior tenacidade nos tecidos adiposos (IMPERIALE et al., 2004). No
meio ambiente, o principal impacto das avermectinas é a excre¢éo pelas fezes dos
animais, o que pode afetar a populacdo de espécies do grupo dos invertebrados,
uma vez que as fezes dos animais sdo degradadas por uma variedade de
invertebrados especializados incluindo insetos, outros artropodes e oligoquetos
(EDWARDS et al., 2001).

Diante dos problemas que o tratamento exclusivo com farmacos apresenta,
Sa0 necessarias estratégias para minimizar a disseminacdo da resisténcia e
contaminacdo ambiental. Uma estratégia que tem se mostrado viavel e crescente
nesse ramo de pesquisa € o emprego de tratamentos alternativos que possam agir
de forma sinérgica com os farmacos antiparasitarios (CABARET, 2008; KENYON et
al., 2009). Nesse sentido, algumas opcdes estdo sendo avaliadas e inseridas no
manejo tais como: desenvolvimento de vacinas (KNOX; SMITH, 2001), selecéo
genética de hospedeiros (GASBARRE; MILLER, 1999), técnicas de tratamento
seletivo como Famacha (MOLENTO, 2004), plantas detentoras de taninos
(ATHANASIADOU et al., 2001), rotacédo de pastagens (LARSSON et al., 2007) e
utilizac&do de controladores bioldgicos (ARAUJO et al., 2006b).

3.10 Controle Bioldgico

De acordo com Groonvold et al. (1996), o controle bioldgico é definido como
um método ecoldgico que visa diminuir a populacdo parasitaria ou conserva-la em
niveis abaixo de um limiar subclinico e economicamente aceitavel, evitando assim

efeitos severos na populacéo hospedeira.

Esse tipo de controle ndo atua em estagios que se encontrem dentro de seus
hospedeiros, mas sim, concentra suas acfes sobre os hospedeiros intermediarios,

paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre, diminuindo a fonte de infeccao
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para os hospedeiros finais, além de causarem menos efeitos negativos no ambiente
que os métodos quimicos (MOTA et al., 2003). Visam completar os métodos
tradicionais empregados, assumindo que toda e qualquer populacéo é regulada por
antagonistas de forma espontanea na natureza e na caréncia desses, uma
populacdo poderia aumentar indiscriminadamente (ARAUJO et al., 2014).

De acordo com a literatura ha inUmeros antagonistas naturais dos helmintos
no meio ambiente, entre eles protozoarios, bactérias, virus, acaros, besouros e
fungos. Dentre esses organismos destacam-se os fungos nematéfagos, os quais
vém demonstrando bons resultados como agentes de biocontrole, podendo ser
encontrados nos mais distintos ambientes (KERRY, 2000; RIBEIRO, 2003).

O controle biolégico utilizando fungos promove a diminuicdo de larvas
infectantes nas pastagens. Com isso, medidas que tém como objetivo minimizar a
contaminacdo nesses ambientes contribui significativamente para o controle da
parasitose (CASTRO et al., 2002).

Os fungos nematofagos estdo sendo largamente estudados como agentes de
controle biolégico de parasitos de importancia em medicina veterinaria. Os
resultados das pesquisas sdo promissores e evidenciam a reducdo de espécies
patdgenas de helmintos, tanto em experimentos in vitro como in vivo (MENDOZA-
DE-GIVES et al., 1992; ARAUJO et al., 1998; FAEDO et al., 2000; ASSIS; ARAUJO,
2003; FONTENOT et al., 2003; ARAUJO et al., 2004 c; ARAUJO et al., 2004 d;
GRAMINHA et al.,, 2005; MAIA-FILHO et al., 2013; HOFSTATTER et al., 2016;
MAIA-FILHO et al., 2017).

3.10.1 Fungos nematéfagos

A primeira descricdo de um fungo predador de nematoide foi registrada em
1888 por Zopf (GRAY, 1988). No entanto, Jansson e Poinar (1986) reportaram o
achado de um artefato de ambar, com milhdes de anos, o qual continha um fungo
predador pertencente ao género Oligaphelenchoides atrebora.Pesquisas avaliando o
efeito dos fungos nematéfagos na saude animal comecaram no século XX, na
Franca, demonstrando a acdo de fungos predadores sobre larvas infectantes de
Strongyloides papillosus e Bunostomum phlebotomum em condi¢des de laboratorio
e a campo (DESCAZEAUX 1939, DESCAZEAUX; CAPELLE 1939, ROUBAUD;
DESCAZEAUX, 1941 citado por MOTA et al., 2003).
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Os fungos nematdfagos representam uma ampla variedade de micro-
organismos que estabelecem relagcbes predadoras com os nematoides (MANKAU,
1980). Tais fungos utilizados no controle biolégico eram classificados como fungos
imperfeitos (reproducéo assexuada), divisdo Deuteromycetes, classe Hyphomycetes,
ordem Hyphomicetales e familia Moliniaceae. Contudo, ao se observar a reproducao
sexuada (perfeita) em algumas espécies, foi necessaria uma reclassificacéo para o
filo Ascomycota (GRIFFIN, 1994; MOTA et al., 2003).

Os fungos nematéfagos sdo cosmopolitas, presentes em diferentes habitats,
principalmente em ambientes ricos em matéria organica (FERNANDES, 2011).
Podem ser isolados do solo, fezes frescas retiradas da ampola retal do animal
(MANUELLI et al.,, 1999) e do bolo fecal em decomposicdo no ambiente
(MAHONEY; STRONGMAN, 1994; SAUMELL; PADILHA, 2000).

Segundo Barron (1977) e Mota et al. (2003) mais de 150 espécies de fungos
nematéfagos ja foram catalogadas. Tais fungos podem ser denominados de
destruidores de helmintos, porém alguns apresentam também caracteristicas
ovicidas podendo predar ovos de helmintos. Comportando-se como antagonistas
naturais dos nematoides, sdo capazes de promover a captura, morte ou mesmo
destruicdo dos parasitos, colaborando para que os desafios relacionados a
resisténcia e ecotoxicidade sejam minimizados. No entanto, o emprego desses
agentes de controle ndo exclui a necessidade de empregar programas integrados de
controle parasitario, selecdo de animais resistentes e confeccdo de vacinas
(ARAUJO et al., 1998).

De acordo com a estratégia e o0 modo de acdo sobre os nematoides, 0s
fungos séo classificados em ovicidas, predadores e endoparasitas.

Os fungos ovicidas atuam emitindo hifas que se aderem aos ovos. Logo apdés
se prenderem ao ovo, formam expansdées no ponto de interacdo e iSso ocasiona
danos a casca do ovo, possivelmente por meio da acdo de enzimas, o que facilita a
penetracdo das hifas através de pequenos poros existentes na camada vitelinica. A
hifa aumenta de tamanho ao passar pela camada vitelinica e atravessa a camada
adjacente quitinica e lipidica (BRAGA et al., 2008). Em decorréncia desse processo,
a camada vitelinica divide-se, a camada quitinosa torna-se vacuolizada e a camada
de lipidios torna-se dispersa. Hifas enddégenas emergem do ovo e produzem

conidiéforos, produzindo e liberando conidios. Estes fungos sé@o capazes decolonizar
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0 contetdo do ovo ou a larva em desenvolvimento no seu interior (MORGAN-
JONES; RODRIGUEZ-KABANA, 1984; MOTA et al., 2003; ARAUJO et al., 2004a).

A classificacdo da atividade ovicida € estabelecida de acordo com os
seguintes parametros: efeito do tipo 1 (efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca,
na qual 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 penetracdo das
hifas através da casca); e efeito do tipo 3 (efeito litico com alteracdo morfologica da
casca e embrido do ovo, com penetracdo de hifas e colonizacdo interna do ovo)
(LYSEK; NIGENDA, 1989; LYSEK; STERBA, 1991). Portanto, a classificacdo de um
fungo como espécie ovicida somente ocorre se este expor durante o processo de
infeccdo dos ovos o efeito do tipo 3 (LYSEK; CHALUPOVA, 1978; LYSEK et al.,
1982). Entretanto, Rodriguez-Kabana et al. (1984) delinearam gque numa mesma
espécie fangica poderdo ocorrer variagdes no que se refere a habilidade predatéria
de ovos, e sendo assim, diferencas entre biotipos serédo decisivas na determinacao
de sua acdo.Como exemplos deste grupo, destacam-se o0s fungos
Trichodermavirens(MAIA-FILHO et al., 2013), Purpureocillium lilacinum e Pochonia
chlamydosporia (MANKAU, 1980; GRAMINHA et al., 2001).

Os fungos predadores produzem um amplo sistema de hifas, e ao longo delas
sdo produzidas estruturas denominadas armadilhas que capturam os nematoides
mecanicamente ou por adesdo. Esses fungos produzem até seis tipos de
armadilhas: hifas adesivas nao diferenciadas; ramificacbes de hifas que sofrem
anastomose, formando redes adesivas tridimensionais; ramificacdes adesivas,
nédulos adesivos; anéis constritores e anéis ndo constritores. A formacdo das
armadilhas funciona como uma resposta dos fungos predadores a presenca e
migracdo de nematoides ou de substancias deles derivadas (GROONVOLD et al.,
1996). A captura é realizada através do desenvolvimento de um complexo sistema
de hifas vegetativas e por estruturas de captura dispostas ao longo das hifas.
Algumas estruturas de captura sdo ativadas através de estimulos externos, como
quantidade e presenca dos nematoides, motilidade, estresse fisiologico, producédo de
substancias deles derivadas, fatores abioticos como presenca de agua e
luminosidade (ARAUJO et al., 2004b). Esse grupo € o mais estudado e apresenta
maior potencial de comercializacdo, justamente por ser facil de ser isolado e de ser
mantido em laboratério (GROONVOLD et al., 1996).
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A infeccdo de parasitos nematoides por fungos predadores engloba uma série
de eventos: primeiro ocorre adesdo das estruturas de infeccdo na superficie da
larva, com posterior penetracdo na sua cuticula; digestdo de tecidos internos e
translocacdo dos nutrientes para partes do micélio (FIELD; WEBSTER, 1977).
Como exemplos de fungos predadores, estdo o0s pertencentes aos géneros
Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium (LARSEN, 2000).

De acordo com Mota et al. (2003), os fungos endoparasitas possuem a
capacidade de infectar os nematoides através da liberacdo de seus conidios,
embora ndo apresentem producdo de micélio extenso. Uma vez ingeridos,
desenvolvem hifas, as quais sédo responsaveis pela assimilacdo do conteudo interno
do helminto. A maioria dos fungos endoparasitas sdo parasitos obrigatorios e por
essa razao apresentam uma faixa muito restrita de hospedeiros. Adicionalmente,
nao tém habilidade de crescimento no solo, o que limita 0 seu emprego para o
controle ambiental de nematoides (RIBEIRO, 2003).

3.10.2 Trichoderma virens

As espécies do género Trichoderma correspondem a fase anamorfica do
género Hypocrea, filo Ascomycota (AGRIOS, 1997). Estes fungos tém grande
importancia econémica para a agricultura, pois sdo capazes de atuar como agentes
de controle de doencas em varias plantas cultivadas, promotores de crescimento e
indutores de resisténcia de plantas a doencas (MOHAMED; HAGGAG, 2006).

O género Trichoderma é distribuido em todo o mundo, em diferentes tipos de
solo, principalmente os que apresentam alta quantidade de matéria organica e em
ambientes naturais (ESPOSITO; SILVA, 1998). Pode ser também encontrado na
rizosfera de plantas (ESPOSITO; SILVA, 1998) e ampola retal de borregos
(FREITAS, 2012). A adaptacdo desse género a diversos e diferentes substratos,
bem como a sua capacidade de produzir enzimas, o torna de grande interesse
biotecnolégico (ESPOSITO; SILVA, 1998).

Em meio de cultura, as colonias de Trichoderma virens sdo de crescimento
rapido, inicialmente de coloracdo branca apresentando superficie lisa e translicida,
posteriormente tornando-se de aspecto cotonoso e compacto com tufos verdes. A
coloracdo da colbnia depende da quantidade de conidios e da sua pigmentacéao,

sendo esta caracteristica influenciada pelo pH do meio de cultivo (DOMSCH, et
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al.,1980).0s conidios séo unicelulares, de forma subglobosa, ovoide, elipsoide ou
eliptica-cilindrica, com textura lisa ou rugosa e coloracao hialina, verde-amarelo ou
verde escuro. Sua posicdo é no apice das fialides, em forma de esfera. As fialides
tem forma de cantil com o centro dilatado e apice afilado, solitarias ou em grupos,
hialinas, formando angulo reto com os conidioforos. Os conididforos séo ramificados,
solitarios ou em tufos compactos, geralmente de formato conico ou piramidal.
Normalmente mostram-se eretos, formando um angulo reto com a hifa vegetativa
(DOMSCH et al., 1980) como mostra figura 2.

Figura 2- Microcultivo do fungo Trichoderma virens, indicando suas estruturas em
aumento de 100x.

Trichoderma spp. produzem hidrolases, quitinases (endoquitinases,
exoquitinases e R-1,4-N-acetilglucosaminidases), exoglucanases e endoglucanases
do tipo 3- glucanases (3-1,3 e [3-1,6), proteases e celulases (3-1,4- D-glucosidases).
Entretanto, a 1,3-3 glucanase possui atividade enzimatica importante no biocontrole
de micro-organismos (DE MARCO et al., 2000). Muitas exoenzimas produzidas por
esses fungos séo utilizadas em escala industrial e podem atuar em processos de
biodegradacdo de compostos clorofendlicos e na biorremediacdo do solo
(ESPOSITO; SILVA, 1998).
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T. virens, descrito previamente como Gliocladium virens, possui grande
arsenal de mecanismos de acdo e producdo de compostos antimicrobianos que
permitem acdo contra diferentes patdogenos e o controle de varias doencas de
plantas (HOWELL, 2006). A contribuicdo de enzimas quitinoliticas para a atividade
de T. virens € menos compreendida, todavia, estas enzimas sao consideradas
componentes-chave do controle biolégico realizado por espécies de Trichoderma
(ROMAO-DUMARESQ et al., 2012).

Espécies de Trichoderma séo usadas como agentes de controle bioldgico em
todo o mundo. Este género € utilizado como bionematicida no controle de parasitos
e fitonematoides, predominantemente do género Meloidogyne (WINDHAM et al,
1989; EAPEN et al, 2005; SHARON et al., 2007; FERREIRA et al, 2008; SANTIN,
2008). Adicionalmente, estudos in vitro realizados por Ciarmela et al. (2002; 2010) e
Maia Filho et al. (2013) demonstraram atividade de Trichoderma spp. sobre ovos
embrionados de Toxocara canis, sugerindo o seu potencial de biocontrole neste
importante geohelminto. Hoffstatter et al. (2016), demonstraram a atividade ovicida
de extratos brutos enzimaticos de T. virens e Trichoderma harzianum sobre ovos de
Ancylostoma spp. e Vieira (2013) evidenciaram acdo do extrato etandlico de
Trichoderma longibrachiatum sobre ovos de H. contortus. Segundo El Gorban et al.
(2014), os provaveis mecanismos de acdo de Trichoderma spp. no controle de
nematddeos constitui-se no parasitismo direto de ovos e larvas e no incremento da
sua atividade enzimatica proteolitica e quitinolitica. Adicionalmente, Srivastava et al.
(2014) relataram que a sintese de proteases, quitinases, glucanases, tubulinas,
proteinas de adesado celular e genes de tolerdncia ao estresse sao importantes
mecanismos que estdo envolvidos no controle biologico pelo género Trichoderma.

Trichoderma spp. produzem hidrolases, quitinases (endoquitinases,
exoquitinases e [3-1,4-N-acetilglucosaminidases), exoglucanases e endoglucanases
do tipo 3- glucanases (3-1,3 e 3-1,6), proteases e celulases ([3-1,4- D-glucosidases).
Entretanto, a 1,3-R glucanase possui atividade enzimética importante no biocontrole
de micro-organismos (DE MARCO et al., 2000). Muitas exoenzimas produzidas por
esses fungos sao utilizadas em escala industrial e podem atuar em processos de
biodegradacdo de compostos clorofendlicos e na biorremediacdo do solo
(ESPOSITO; SILVA, 1998).

T. virens, descrito previamente como Gliocladium virens, possui grande

arsenal de mecanismos de acdo e producdo de compostos antimicrobianos que



36

permitem acdo contra diferentes patdgenos e o controle de véarias doencas de
plantas (HOWELL, 2006). A contribuicdo de enzimas quitinoliticas para a atividade
de T. virens é menos compreendida, todavia, estas enzimas sao consideradas
componentes-chave do controle bioldgico realizado por espécies de Trichoderma
(ROMAO-DUMARESQ et al., 2012).

Espécies de Trichoderma sdo usadas como agentes de controle bioldgico em
todo o mundo. Este género é utilizado como bionematicida no controle de parasitos
e fitonematoides, predominantemente do género Meloidogyne (WINDHAM et al,
1989; EAPEN et al, 2005; SHARON et al., 2007; FERREIRA et al, 2008; SANTIN,
2008). Adicionalmente, estudos in vitro realizados por Ciarmela et al. (2002; 2010) e
Maia Filho et al. (2013) demonstraram atividade de Trichoderma spp. sobre ovos
embrionados de Toxocara canis, sugerindo o seu potencial de biocontrole neste
importante geohelminto. Hoffstatter et al. (2016), demonstraram a atividade ovicida
de extratos brutos enzimaticos de T. virens e Trichoderma harzianum sobre ovos de
Ancylostoma spp..e Vieira et al. (2013) evidenciaram acdo do extrato etandlico de
Trichoderma longibrachiatum sobre ovos de H. contortus. Segundo El Gorban et al.
(2014), os provaveis mecanismos de acdo de Trichoderma spp. no controle de
nematddeos constitui-se no parasitismo direto de ovos e larvas e no incremento da
sua atividade enzimatica proteolitica e quitinolitica. Adicionalmente, Srivastava et al.
(2014) relataram que a sintese de proteases, quitinases, glucanases, tubulinas,
proteinas de adesdo celular e genes de tolerancia ao estresse sao importantes

mecanismos gue estdo envolvidos no controle biolégico pelo género Trichoderma.

3.10.3  Purpureocillium lilacinum (Paecilomyces lilacinus)

Purpureocillium lilacinum (LUANGSA-ARD et al, 2011), previamente
conhecido como Paecilomyces lilacinus é um fungo filamentoso, saprébio do solo,
capaz de crescer em amplas faixas de pH e utilizar diversificadas fontes de
substratos (SAMSON, 1974. ANDERSON et al., 1995). E encontrado em diferentes
regides do mundo, com maior frequéncia em regiées de clima quente (FREITAS et
al., 1999). No Brasil, existem registros de P. lilacinum em diferentes tipos de
hospedeiros e solo, cultivados ou ndo, em profundidades variaveis de 0-40 cm
(CARNEIRO, 1986). Frequentemente tem sido isolado a partir de diferentes

hospedeiros ou de substratos provenientes de véarias localidades (FARIA; TIGANO,
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1996; SOSA-GOMEZ, 2002), com distribuicdo cosmopolita e maior frequéncia em
solos agricultaveis (DOMSCH et al., 1980).

O género Purpureocilium pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Ophiocordycipitaceae, anamorfo de
ascomiceto da ordem Eurotiales. Os conidiéforos deste género sao ramificados em
grupos de bifurcacdes irregulares. Os conidios sdo separados das fidlides em forma
de corrente. Os conidiéforos tém cerca de 600 yum de comprimento e desenvolvem
grupos de correntes laterais (DOMSCH, et al., 1980), que podem ser evidenciados

na figura 3.
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Figura 3-Figura 3 - Microcultivo do fungo Purpureocilium lilacinum, indicando suas
estruturas, aumento de 100x.

O parasitismo de P. lilacinum é facultativo, podendo infectar nematédeos nas
fases moveis, fémeas sedentarias ou mais agressivamente os ovos (JACOBS,
2002).

O fungo quando aplicado ao solo, se estabelece, cresce e dissemina-se
rapidamente e, em curto periodo de tempo, torna-se a espécie dominante (JATALA,
1986). Caracteriza-se por penetrar nos ovos dos nematodeos, destruindo o embriéo,

podendo prejudicar a capacidade reprodutiva das fémeas que sdo colonizadas e
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posteriormente mortas (DUNN et al., 1982). A colonizagdo dos ovos parece ocorrer
pela simples penetracdo da parede do ovo por uma hifa individual, auxiliada por
atividades mecanicas e/ou enzimaticas (JATALA, 1986). Morgan-Jones et al. (1984),
demonstraram que a casca dos ovos de Meloidogyne arenaria infectados pelo fungo
passa por uma série de alteracdes ultra-estruturais. Devralan; Seenivasan (2002)
registraram o efeito toxico sobre os fitonematédeos adultos do mesmo género.
Adicionalmente, Basualdo et al. (2000), relataram que o fungo ao interagir in vitro
com ovos de T. canis altera o desenvolvimento normal do ovo.

P. lilacinum produz serina protease que possui importante papel na
penetracdo do fungo em ovos de nematoides (BONANTS et al., 1995). Khan et al.
(2004), demonstraramqgue a serina protease € a principal enzima envolvida no
processo de infeccdo de varias fases de vida de Meloidogyne hapla e Meloidogyne
incognita. O fungo também secreta grande variedade de metabdlitos nematicidas
pertencentes a diferentes grupos quimicos, incluindo acidos graxos (Li et al., 2007).
O mecanismo nematicida de acidos graxos € em grande parte desconhecido, mas
realizam mudltiplas atividades que podem matar nematoides (SHARMA et al., 2014).
Previamente, Djian et al. (1991) descreveram a atividade biologica de acido acético
produzido por P. lilacinus contra nematoides formadores de galhas.

P. lilacinum vem sendo testado e utilizado com sucesso sobre alguns
parasitos: Meloidogyne javanica (CARNEIRO; GOMES, 1993; DEVRAJAN;
SEENIVRSAN, 2002), Meloidogyne paranaenses (CADIOLI et al., 2007), T. canis
(ARAUJO et al., 1995; BASUALDO et al.; 2000; ARAUJO et al., 1995; GORTARI et
al., 2008; CARVALHO et al., 2010; MAIA FILHO et al., 2013; MAIA FILHO et al.,
2017), Taenia saginata (BRAGA et al., 2008a), Moniezia sp. (BRAGA et al., 2008b),
Dipylidium caninum (ARAUJO et al., 2009), Ancylostoma spp. (HOFFSTATTER et
al., 2016) e H. contortus (VIEIRA et al., 2014).

3.10.4 Duddingtonia flagrans

Duddingtonia flagrans € a espécie de fungo predador mais estudado e
promissora. As pesquisas tém obtido 6timos resultados no controle de helmintoses
gastrintestinais de animais domeésticos ao empregar este fungo como agente de
biocontrole (BRAGA et al., 2013a).
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O género Duddingtonia € caracterizado por produzir varios conidios na
extremidade dos conidiéforos. Os conidios tém formato que varia entre eliptico e
ovoide, apresentando um septo mediano, de 25-50 um de comprimento por 10-15
um de largura, e produzem grande quantidade de clamidésporos em matéria seca
(COOKE; GODFREI, 1964). Os conidios podem ser classificados em dois tipos:
conidios com paredes delgadas que surgem de conidioforos eretos em ndamero
limitado ou conidios de paredes grossas mais resistentes denominados de
clamidésporos (MOTA et al., 2003), como mostra a figura 4.

Figura 4 — Morfologia do fungo Duddingtonia flagrans, indicando clamidésporos,
aumento de 100x. Fonte - http://www.granjagayosocastro.es/

Larsen et al. (1992) afirmam que este fungo apresenta alta capacidade de
produzir clamidésporos. Essas estrtuturas de resisténcia permanecem viaveis apos
ingestdo, sendo eliminadas pelas fezes dos animais. Posteriormente colonizam as
fezes apoOs a sua deposicdo no solo, predando os nematddeos ali presentes por
meio de suas hifas adesivas. E importante salientar que este fungo tem a
propriedade de sobreviver apds apassagem pelo trato gastrintestinal de ruminantes,
sendo essa uma caracteristica relevante como um agente de controle biolégico
(WALLER et al., 2001). Sua atividade no controle de helmintos de importancia em
veterinaria foi relatada frente a Cooperia spp. e Oesophagostomum spp. (ARAUJO
et al., 2006c¢), tricostrongilideos (ARAUJO et al., 2004b; PARAUD et al., 2005;
WALLER et al., 2006; JOBIM et al., 2008; PARAUD et al., 2011; SANTURIO et al.,
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2011; SAGUES et al., 2011; ARAUJO et al., 2014; FERNANDES et al., 2015), H.
contortus e Strongyloides papilosus (ARAUJO et al., 2006b), Ascaris lumbricoides
(BRAGA et al., 2007), Eurytrema coelomaticum (BRAGA et al., 2008c), Fasciola
hepatica e Schistosoma mansoni (BRAGA et al., 2008d), Ancylostoma spp. (MACIEL
et al.,, 2006; CARVALHO et al., 2009; MACIEL et al., 2010; MELLO et al., 2014),
Ciatostomineos (BRAGA et al.,, 2009), Strongyloides stercoralis (BRAGA et al.,
2010), Strongyloides venezuelensis (BRAGA et al.,, 2011c), Strongyloides westeri
(ARAUJO et al., 2010), Estrongilideos de equinos (CARVALHO et al., 2007,
ALMEIDA, 2009), Oesophagostomum spp. (FERREIRA et al, 2011) e
Angiostrongylus vasorum (BRAGA et al., 2013).
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Resumo
O presente estudo avaliou a atividade ovicida de extratos enzimaticos de
Purpureocillium lilacinum e Trichoderma virens sobre ovos de tricostrongilideos
parasitos de ovinos. Extrato filtrado (EF) e extrato macerado bruto (MB) dos
fungosforam preparadosa partir de culturas fungicas em meio minimo liquido. Ovos
de tricostrongilideos foram obtidos de fezes de ovinos naturalmente infectados. No
ensaio experimental 100 ovos foram expostos, durante 24 e 48 horas/25°C, aos
extratos EF e MB de T. virens e P. lilacinum. No grupo controle, os ovos foram
incubados em meio minimo. Os testes in vitro consistiram de cinco repeticbes e
guatro tratamentos. A leitura considerou o numero total de larvas L1 (ovos eclodidos)
presentes nos grupos tratados e controle. Observou-se que o efeito de EF e MB de
P. lilacinum e T. virens na eclodibilidade dos ovos diferiu do grupo controle em
ambos os periodos avaliados (P<0.05). No geral, a acao dos extratos fungicos em
24 e 48 horas nao diferiu entre si. Em T. virens, o MB foi superior ao EF (P<0.05);
porém, em P. lilacinum a acdo do MB, em ambos os periodos avaliados, nédo diferiu
do EFem 24 horas. Adicionalmente, o percentual de reducdo de eclodibilidade do
MB de ambos os isolados fungicos foi superior ao EF, evidenciando-se maiores
percentuais de reducao de eclosdo em 24 horas de exposi¢cao aos extratos fungicos.
Considerando que este € o primeiro estudo a avaliar a acdo de extratos flungicos
sobre ovos de tricostrongilideos que parasitam ovinos, acredita-se no potencial de P.

lilacinum e T. virenscomo agentes de biocontrole destes nematoides.

Palavras chave: controle biolégico, fungos nemat6fagos, eclodibilidade, extratos

enzimaticos.
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Abstract
The present study aimed to evaluate the in vitro action of Purpureocillium lilacinum
and Trichoderma virens fungal extracts on trichostrongylidae eggs parasitizing
sheep. Filtered extract (FE) and crude macerated extract (CME) of the fungi were
prepared from fungal cultures in liquid minimal medium.Trichostrongylidae eggs were
obtained from feces of naturally infected sheep.In the experimental assay 100 eggs
were exposed for 24 and 48 hours / 25°C to the FE and CME of T. virens and P.
lilacinum.In the control group, the eggs were incubated in minimal medium. In vitro
tests consisted of five replicates and four treatments. The reading considered the
total number of larvae L1 (hatched eggs) present in the treated and control groups.It
was observed that the FE and CME effect of P. lilacinum and T. virensextracts on
egg hatchability differed from that in the control group in both evaluated periods
(P<0.05). On the whole, fungal extract action at 24 and 48 hours did not show any
differences. For T. virens,CME was superior to FE (P<0.05); for P. lilacinum, CME
action in both periods evaluated did not differ from FE action at 24 hours. In addition,
CME hatch reduction percentage for both fungal isolates was higher as compared to
that of FE, evidencing higher percentages of egg hatch reduction to the fungal extract
at 24 hours.Since this is the first study to evaluate the effects of fungal extracts on
trichostrongylidea eggs parasitizing sheep, we believed in the potential of P. lilacinum

and T. virens as biocontrol agents these nematodes.

Key words: Biological control, nematophagous fungi, hatchability, enzymatic extracts.
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4.1.1 Introducgéao

Nematoides gastrointestinais da familia Trichostrongylidae, incluindo os
géneros Haemonchus, Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia sdo os
parasitos que mais frequentemente infectam os ruminantes (VIANA, 2008).
Determinam sérias perdas econdmicas, uma vez que causam atrasos no
crescimento, diminuicdo na producao e morte dos hospedeiros infectados (SANTOS
et al., 2015).Haemonchus contortus € o principal endoparasita de ovinos, seguido
por Trichostrongylus spp. (SILVA et al., 2013).

Embora o emprego de anti-helminticos seja o método mais eficaz de controle
das helmintoses (PADILHA; MENDOZA-de-GIVES, 1996), desvantagens como
nematoides resistentes, presenca de residuos quimicos na carne e leite e
ecotoxicidade(KAPLAN et al.,, 2004; MOLENTO et al., 2004; SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011), estimulam as pesquisas que buscam medidas alternativas de
controle. Neste contexto, o controle biolégico empregando fungos nematéfagos
como agentes de biocontrole constitui-se numa ferramenta interessante, viavel,
promissora e ecologicamente amigavel (MOTA et al., 2003).

Embora os mecanismos de patogenicidade utilizados por fungos nematéfagos
ainda ndo estejam completamente elucidados, evidéncias sugerem que acao
mecanica, bem como enzimatica esteja envolvida na penetracdo e digestdo da
cuticula dos nematoides (BONANTS et al., 1995, HUANG et al., 2004.; MORTON et
al., 2004; YANG et al., 2007).

Estudos prévios utilizando o fungo Trichoderma spp. foram realizados por
Ciarmela et al. (2002; 2010) e Maia Filho et al. (2013; 2017) sobre Toxocara canis e
demonstraram sua eficiéncia no controle desse parasito. Similarmente,
Purpureocilium lilacinum (Paecilomyces lilacinus) evidenciou potencial efeito de
biocontrole sobreparasitos de importancia médica e veterinaria incluindo T. canis
(ARAUJO et al., 1995; BASUALDO et al.; 2000; GORTARI et al., 2008; CARVALHO
et al., 2010), Taenia saginata (BRAGA et al., 2008a), Moniezia sp. (BRAGA et al.,
2008b) e Dipylidium caninum (ARAUJO et al., 2009).
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As caracteristicas do ciclo de vida dos tricostrongilideos, que inclui a eclosdo
de ovos em curto periodo (12 a 24 horas) dificultam o mecanismo de colonizagéo
pelos fungos ovicidas. No entanto, Braga et al. (2010, 2011) e Hofstatter et al. (2016)
empregando extratos enzimaticos in vitro de Pochonia clamydosporia, P. lilacinum e
Trichoderma virens evidenciaram inibicdo da eclosdo de ovos de Ciastomineos e
Ancylostoma spp., geohelmintos cujos ovos também eclodem em curto intervalo de
tempo no ambiente. Contudo, pesquisas avaliando a atividade ovicida de fungos
sobre ovos de tricostrongilideos que parasitam ovinos sdo escassos.

Este estudo objetivou avaliar a atividade ovicida de extratos enzimaticos de P.
llacinume T. virens sobre ovos de helmintos da familia Trichostrongylidea que

parasitam ovinos.

4.1.2 Material e Métodos

Neste estudo foram utilizados dois isolados fungicos: Purpureocillium
lilacinum (Paecilomyces lilacinus CG 193) cedido pelo Centro Nacional de Pesquisa
de Recursos Genéticos e Biotecnologia Embrapa (CENARGEN) e Trichoderma
virens(MICLAB 008) pertencente a micoteca do Laboratorio de Micologia, Instituto de
Biologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal de
Pelotas. As culturas foram mantidas em tubos contendo agar batata (PDA) a 4°C,
posteriormente subcultivadas em placas de Petri com PDA e incubadas a 25°C,
durante 10 dias, seguindo metodologia descrita por Hofstatter et al. (2016).

A partir das culturas em meio minimo liquido, dois diferentes extratos dos
fungos foram preparados como segue: o extrato filtrado (EF) foi obtido pela
passagem do caldo sobrenadante através de papel filtro Whatman n°l. Para a
preparacdo do extrato macerado bruto (MB), previamente o micélio foi separado do
meio sobrenadante e submetido a maceragdo em trés banhos de nitrogénio liquido
até a obtencédo de um pd, o qual foi imediatamente ressuspendido ao meio liquido
sobrenadante. Os extratos foram preparados e utilizados no mesmo dia.

Aproximadamente 50 g de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal
de 32 ovinos naturalmente infectados com nematddeos gastrointestinais. As fezes fo
ram acondicionadas em caixas isotérmicas, encaminhadas ao laboratorio e imediata

mente processadas através da técnica de Gordon; Whitlock (1939) para quantificaca
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o individual da infecgdo. As amostras que apresentavam em torno de 1000 ovos/gra
ma de fezes foram submetidas a técnica de recuperacdo de ovos, conforme previam
ente descrito por Hubert; Kerboeuf (1992). Brevemente, as fezes foram diluidas e m
aceradas em agua morna e filtradas em tamises de reticulagdes de 1mm, 105um, 55
Mm e 25um.Os ovos retidos na malha de menor diametro foram lavados em &gua de
stilada estéril e centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspendido em solucéo salina
hipersaturada e novamente centrifugado nas mesmas condi¢cées. Em sequéncia, 0 s
obrenadante foi filtrado em tamis de 25um e os ovos coletados por lavagem com agu
a destilada.Dez microlitros desta solucao foram analisados entre lamina e laminula,
contados e utilizados no mesmo dia.

Uma aliquota de 500 pL de cada extrato fungico (EF e MB) de T. virens e P. il
acinum foi vertida para placas de cultivo de tecidos. A esse volume foi acrescido 500

pL de uma suspensao contendo aproximadamente 100 ovos de tricostrongilideos. N

as placas correspondentes ao grupo controle verteu-se 500 uL de uma suspenséo c
ontendo aproximadamente 100 ovos de tricostrongilideos acrescido de 500 uL de m
eio minimo. As placas foram incubadas a 25°C, durante 24 e 48 horas. Cada tratame
nto consistiu de cinco repetigoes.

Apos 24 horas de incubacdo, a leitura foi realizada em lupa estereoscopica e
considerou o numero total de larvas (ovos eclodidos) de tricostrongilideos presentes
em cada placa dos grupos tratados e controle. A mesma metodologia de leitura foi re
alizada nas placas que foram incubadas durante 48 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratam
entos e cinco repeticdes. Como a variavel resposta ndo apresentou normalidade, os
dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Quando encont
radas diferencas entre os tratamentos as médias foram comparadas pelo teste de B
onferroni. As analises foram efetuadas com auxilio do programa estatistico SAS (SA
S, 2012) considerando uma probabilidade de 5%. Para cada experimento, também f
oi calculado o percentual de reducédo da média de larvas utilizando-se a seguinte eq

uacéo, conforme citado por Braga et al. (2010, 2011):

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

média de larvas do grupo controle
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4.1.3 Resultados

Na tabela 1 estdo demonstrados os resultados da interacdo dos extratos
fungicos EF e MB de P. lilacinum e T. virenscom os ovos de tricostrongilideos. A
andlise estatistica evidenciou diferenca (P<0.05) no numero de larvas entre as
formulagbes de cada fungo e o grupo controle em ambos os periodos avaliados.
Com excecédo do EF de P. lilacinum, observou-se que a acéo dos extratos fungicos
em 24 e 48 horas néo diferiu entre si (P>0.05). Em T. virens, o MB foi superior ao
EF, tanto em 24 como em 48 horas de exposi¢cao dos ovos ao fungo (P<0.05). Por
outro lado, em P. lilacinum evidenciou-se que a acdo do MB em ambos os periodos
avaliados néao diferiu do EF, quando avaliado no periodo de 24 horas. Todavia, tanto
a atividade do MB quanto do EF mostrou-se superior ao EF em 48 horas de
avaliacdo (P<0.05). Adicionalmente, observou-se que o percentual de reducdo de
eclodibilidade do extrato MB de ambos os isolados fungicos foi superior ao extrato
EF nos periodos avaliados, evidenciando-se maiores percentuais de reducdo de

eclosdo dos ovos em 24 horas de exposi¢cao ao extrato dos fungos (tabela 1).

Tabela 1 - Média de contagem de larvas e percentual de reducdo de eclosdo de ovos de
tricostrongilideos em 24 e 48 horas, submetidos ao tratamento com diferentes extratos
fingicos de Purpureocilium lilacinum e Trichoderma virens.

Fungo Média de Média de % Reducdo de % Reducdo de
(Extrato) larvas larvas Eclodibilidade  Eclodibilidade
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
T. virens

(MICLABOOS)

Macerado 1,20c 5,60¢ 98,2 92,4
Filtrado 8,70p 15,45b 87,5 78,8
Controle 92,752 94,302

P. lilacinum
(CG193)

Macerado 6,25¢ 9,30¢ 91,0 87,3

Filtrado 7,45° 24,50p 89,3 62,1
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Controle 92,752 94,302

Médias seguidas de letras diferentes na coluna e linha diferiram estatisticamente (P<0.05)

4.1.4Discussao

Os fungos nematdéfagos vém sendo pesquisados como uma importante
ferramenta de controle biolégico de parasitos patdgenos devido a sua capacidade de
capturar e infectar nematoides (HUANG et al., 2004; KHAN et al., 2004.). Embora, os
mecanismos de patogenicidade utilizados por fungos nematdfagos ainda néo
estejam completamente elucidados, evidéncias revelam que enzimas hidroliticas
extracelulares estdo envolvidas na penetracdo e digestdo da cuticula dos
nematoides (HUANG et al., 2004.; MORTON et al., 2004; YANG et al., 2007).

As caracteristicas do ciclo de vida dos tricostrongilideos, que incluem a
eclosdo de ovos em curto periodo (12 a 24 horas) e a presenca de larvas L3
infectantes nas pastagens (PADILHA, 1996), levaram ao desenvolvimento de
estudos empregando fungos nematéfagos predadores de larvas (ARAUJO et al.,
2004; PARAUD et al., 2005; WALLER et al., 2006; JOBIM et al., 2008; PARAUD et
al., 2011; SANTURIO et al., 2011; SAGUES et al.,, 2011). Contudo, pesquisas
avaliando a atividade ovicida de fungos sobre ovos deste grupo de parasitos sao
escassos.

No presente estudo demonstrou-se que o0s extratos fungicos MB e EF
preparados a partir de culturas de T. virens (MICLABOO8) e P. lilacinum (CG 193)
evidenciaram significativa atividade ovicida sobre ovos de tricostrongilideos que
parasitam ovinos.

Em estudo prévio, Hofstétter et al. (2016), comprovaram a acéo ovicida de
diferentes preparacdes de extratos a partir de quatro isolados fungicos, incluindo T.
virens (MICLABO08) e P. lilacinum (CG 193) sobre ovos de Ancylostoma spp..
Embora esses autores tenham observado significativo efeito ovicida dos extratos
avaliados, evidenciaram que os extratos MB e EF de P. lilacinum (CG 193) néo
diferiram entre si em sua acao ovicida. Nossos resultados foram similares, uma vez
gue néo foi observada diferenca significativa entre a atividade ovicida do EF, quando
avaliada sua acdo em 24 horas, e o MB de P. lilacinum sobre ovos de

tricostrongilideos. No entanto, evidenciou-se que a atividade ovicida do EF deste
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fungo em 48 horas foi inferior aos demais extratos avaliados (P<0.05; Tabela 1),
sugerindo uma perda da atividade enzimatica do extrato em fungéo do tempo.

Adicionalmente, os resultados do presente estudo evidenciaram que a acao
dos extratos MB e EF de T. virens diferiram entre si, bem como do grupo controle
(P<0.05) nos periodos avaliados. Porém, ndo foi observada diferenca na atividade
dos extratos quando comparado o periodo de 24 e 48 horas (P>0.05; Tabela 1).
Resultados similares foram relatados por Hofstatter et al. (2016) ao avaliar a acdo de
MB e EF de T. virens sobre ovos de Ancylostoma spp.. Por outro lado, os
percentuais de reducdo de eclodibilidade relatados por Hofstatter et al. (2016) tanto
para P. lilacinum como para T. virens foram inferiores aos observados no presente
estudo. Os maiores percentuais de reducdo de eclosdo dos ovos de
tricostrongilideos obtidos com os extratos fungicos avaliados sugerem que 0S 0voS
destes nematoides podem ser mais sensiveis a acdo enzimatica dos extratos de P.
lilacinum e T. virens.

Previamente, Bonants et al. (1995), demonstraram que P. lilacinum produz
uma enzima serina protease que danifica a casca e induz a vacuolizacdo dos ovos
de Meloidogyne hapla. Posteriormente, Kahn et al. (2004) avaliando o efeito deste
fungo sobre Meloidogyne javanica observaramqgue as lesfes de desintegracdo da
camada vitelinica, quitinica e lipidica observadas nos ovos eram decorrentes da
degradacdo enzimatica de proteases e quitinases. Esses autores também
observaram que uma enzima com atividade de quitinase estava presente no
sobrenadante da cultura de P. lilacinume concluiram que essas enzimas facilitavam
a penetracéo fisica do fungo no ovo, auxiliando no processode infec¢ao.

Todavia, observou-se que 0s percentuais de reducao de eclodibilidade do MB
para ambos os fungos sempre foram superiores, atingindo valores acima de 87%,
concordando com os resultados relatados por Hofstatter et al. (2016). Esses autores
sugeriram que a atividade superior do MB poderia ser decorrente da presenca de
enzimas intracelulares que séo liberadas durante o processo de maceragédo e que
somadas a acgdo das enzimas extracelulares secretadas no sobrenadante
aumentariam a eficacia do extrato do fungo.

Pesquisas empregando outros géneros de fungos nematéfagos tém sido
desenvolvidas com o intuito de avaliar a atividade enzimatica de culturas filtradas ou
enzimas purificadas sobre larvas e/ou ovos de helmintos gastrointestinais de

animais. Similar aos resultados obtidos no presente estudo, Braga et al. (2010,
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2011) ao utilizarem extratos brutos enzimaticos do fungo Pochonia clamydosporia
sobre ovos de ciastostomineos e Ancylostoma spp. reduziram em 72,8% e 76,8%,
respectivamente, a eclodibilidade dos ovos em 24 horas, sugerindo o emprego
desse fungo no controle biolégico dessas parasitoses.

A capacidade dos extratos MB e EF dos fungos avaliados em inibir a ecloséo
de ovos dos tricostrongilideos que parasitam ovinos € relevante e merece maiores
estudos. Considerando a metodologia de preparacdo dos extratos, que incluiu a
filtracdo do meio de cultura sobrenadante e a maceracdo da massa micelial do
fungo, e as evidéncias que proteases, colagenases e quitinases estejam envolvidas
na penetracdo e digestdo da cuticula dos nematoides, incluindo H. contortus
(MANSFIELD et al.,1992; HUANG et al., 2004.; MORTON et al., 2004; YANG et al.,
2007), acredita-se que a acdo inibitéria sobre a eclodibilidade dos ovos de
tricostrongilideos ocorreu pela acdo de enzimas hidroliticas secretadas pelo fungos.
De acordo com Homero (1984) os ovos do filo Nematoda possuem uma camada
interna lipoproteica, uma intermediaria quitinosa e uma externa vitelinica, as quais
podem ser suscetiveis a acdo dessas enzimas. Contudo, neste estudo nao
caracterizou-se as enzimas presentes nos extratos enzimaticos avaliados e estudos
sdo necessarios para determinar o perfil enzimatico desses isolados fangicos.

Similarmente, estudos realizados por Santin (2008), Romao-Dumaresq et al.
(2012) e Ochandia et al. (2015) apontaram que o potencial de Trichoderma spp. no
controle de fitonematdides deve-sea sintese de metabolitos volateis inibitorios, bem
como de enzimas liticas que degradam a quitina dos ovos, sendo aatividade
quitinolitica provavelmente a mais relevante para a lesdo da bainha do ovo. Embora
0 género Trichoderma seja predominantemente utilizado no controle biol6gico de
fitonematoides (ETHUR et al., 2005; PATRICIO et al., 2007), nos Ultimos anos
alguns estudos tem evidenciado sua acdo sobre ovos e larvas de T.canis
(CIARMELA et al.,, 2002, 2010; MAIA FILHO et al., 2013, 2017) demonstrando o
potencial deste fungo como um agente de biocontrole. Igualmente, a utilizagao
dosextratos enzimaticos de T. virens no presente estudo demonstrou o potencial
ovicida deste género fungico sobre ovos de tricostrongilideos, evidenciando
percentuais de reducao de eclodibilidade acima de 78%.

Considerando que este é o primeiro estudo a avaliar a acdo de extratos

fungicos sobre ovos de tricostrongilideos que parasitam ovinos e ponderando os
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resultados obtidos, acreditamos no potencial de P. lilacinum e T. virenscomo

agentes de biocontrole.

4.1.5Concluséao

A eclodibilidade de ovos de tricostrongilideos que parasitam ovinos apés a
exposi¢do aos extratos enziméticos dos fungos P. lilacinume T. virensnos periodos
de 24 e 48 horas foi significativamente reduzida. No entanto, estudos s&o
necessarios para identificar e caracterizar as moléculas responsaveis pelos efeitos
observados, bem como para avaliar o comportamento dos extratos fungicos em

experimentos que envolvam interacOes bidticas e abidticas.
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Resumo
Este estudo determinou a acdo de extratos enziméticos de Duddingtonia flagrans e
Trichoderma virens sobre larvasL3 de tricostrongilideos parasitos de ovinos. A partir
de culturas em meio minimo liquido dos D. flagrans e T. virens foram preparados
dois diferentes extratos: extrato filtrado (EF) e extrato macerado bruto (MB). Larvas
L3 de tricostrongilideos foram obtidas a partir defezes de ovinos naturalmente
infectados. Nos testes in vitro aproximadamente 100 larvas L3foram expostas a
cada extrato fungico, durante 24 e 48 horas/25°C. O grupo controle consistiu de
larvas L3 e meio minimo. Os ensaios foram realizados com cinco repeti¢cdes e quatro
tratamentos. Observou-se que, com excecao do EF de D. flagrans avaliado em 24
horas, o efeito dos demais extratos fungicos sobre as larvas L3 diferiram do grupo
controle(P<0.05). Em D. flagrans o extrato macerado foi superior (P<0.05) ao extrato
filtrado em sua capacidade de causar a imobilizacdo das larvas. Ja em T. virens
observou-se que a acdo dos extratos MB diferiu entre si, sendo o efeito do MB
avaliado em 48 horas superior (P<0.05). Conclui-se que 0s extratos enzimaticos
destes fungos podem vir a ser utilizados no controle biolégico de tricostrongilideos
que parasitam ovinos. No entanto, adicionais pesquisas sdo imprescindiveis para

melhor avaliar a acao dos extratos sobre as formas infectantes destes parasitos.

Palavras chaves: Fungos nematéfagos, agentes de biocontrole, Trichostrongylidae,

helmintos.
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Abstract
This study determined the action of enzymatic extracts of Duddingtonia flagrans and
Trichoderma virens on larvae L3 of trichostrongylidea parasitizing sheep. From the D.
flagrans and T. virens cultures in minimal liquid medium, two different extracts were
prepared: filtered extract (FE) and crude macerated extract (CME).
Trichostrongylidea larvae L3 were obtained from naturally infected sheep. To in vitro
tests approximately 100 larvae L3 were exposed to fungal extract from each fungal
isolate, for 24 and 48 hours/25 °C. The control group consisted of larvae L3 and
minimal liquid medium. The assays were performed with five replicates and four
treatments. It was observed that, except for D. flagrans fungal extract evaluated at 24
hours, the other fungal extracts differed (P<0.05) from the control group. For D.
flagrans, the macerated extract was superior (P<0.05) to the filtered extract as to its
ability to cause larvae L3 immobilization, while for T. virens, it was observed that
CME action differed between the evaluated periods, its effect being higher when
evaluated at 48 hours (P<0.05). We concluded that the enzymatic extracts of these
fungi can be used in the biological control of trichostrongylideaparasitizing sheep.
However, additional research is essential to better evaluate the action of the extracts

on the infective forms of these parasites.

Key words: Nematophagous fungi, biocontrol agents, Trichostrongylidae, helminths.
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4.2.1 Introducéo

Os parasitos da familia Trichostrongylidae sdo os helmintos que mais
acometem o0s pequenos ruminantes. A utilizacdo de anti-helminticos € a base do
controle quimico. No entanto, seu uso excessivo traz desvantagens que incluem o
desenvolvimento de nematoides resistentes (SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011,
KAPLAN, 2004; MOLENTO, 2004), presenca de residuos quimicos dos farmacos
nos produtos de origem animal e prejuizos ao ambiente (SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011). Com a finalidade de minimizar as desvantagens e 0s
problemas do controle quimico, pesquisas que visam a implementacdo de medidas
alternativas tornam-se relevantes (MOTA et al., 2003). Neste sentido, o controle
biolégico constitui-se numa alternativa promissora de combate as parasitoses
gastrointestinais,pois ao atuar nas formas infectantes dos helmintos no
ambiente,reduz a quantidade de larvas disponiveis e previne a reinfeccdo das
espécies suscetiveis (ARAUJO, et al., 2004; BRAGA, et al., 2011a). Entre os
diversos organismos de biocontrole, destacam-se os fungos nematofagos, que
apresentam capacidade ovicida e larvicida sobre os parasitos gastrintestinais de
ruminantes (GAMS; ZARE, 2001; CIARMELA et al., 2002; ARAUJO et al., 2007).

Estudos realizados utilizando Duddingtonia flagransno controle de helmintos
de importancia em veterinaria foram relatadosfrente a Cooperia spp. e
Oesophagostomum spp. (ARAUJO et al., 2006), tricostrongilideos (ARAUJO et al.,
2004; PARAUD et al., 2005; WALLER et al., 2006; JOBIM et al., 2008; PARAUD et
al., 2011; SANTURIO et al., 2011; SAGUES et al., 2011), Ascaris lumbricoides
(BRAGA et al., 2007), Ancylostoma spp. (MACIEL et al., 2006; CARVALHO et al.,
2009; MACIEL et al., 2010; MELLO et al., 2014), Ciatostomineos (BRAGA et al.,
2009) e Angiostrongylus vasorum (BRAGA et al., 2013). Adicionalmente,
Trichoderma spp. tem se mostrado eficaz como um agente de biocontrole de
fitonematdides (SHARON et al., 2001; SANTIN, 2008; BORGES et al.,, 2013;
COSTA, 2015) ede helmintos de importancia médica e veterinaria como Toxocara
canis (CIARMELA et al., 2002, 2010; MAIA FILHO et al. 2013; 2017).
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Por outro lado, estudos tém demonstrado que o emprego de extratos
enzimaticos dos fungos D. flagrans e Monacrosporium thaumasium, evidenciam
expressiva atividade sobre larvas de Angiostrongylus vasorum (BRAGA et al.,
201l1la; SOARES et al., 2012). Adicionalmente, extratos enziméticos dos fungos
Purpureocillium lilacinum, T. virens e Pochonia clamydosporia foram capazes de
reduzir a ecloséo de ovos de Ancylostoma spp. (BRAGA et al.,2011b; HOFSTATTER
et al., 2016) e Ciatostomineos (BRAGA et al., 2010).

Este estudo objetivou avaliar a acdo de extratos enzimaticos de D. flagranse

Trichoderma virens sobre larvas de helmintos da familia Trichostrongylidea.

4.2.2. Material e Métodos

Neste estudo foram utilizados dois isolados fungicos: D. flagrans (CG 258) e
T.virens (MICLAB 008) pertencentes a micoteca do Laboratério de Micologia,
Instituto de Biologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade
Federal de Pelotas. As culturas foram mantidas em tubos contendo agar batata
(PDA) a 4°C, posteriormente subcultivadas em placas de Petri com PDA e incubadas
a 25°C, durante 10 dias, previamente descrito por Hofstatter et al. (2016).

A partir das culturas em meio minimo liquido, dois diferentes extratos dos
fungos foram preparados como segue: o extrato filtrado (EF) foi obtido pela
passagem do caldo sobrenadante através de papel filtro Whatman n°l. Para a
preparacao do extrato macerado bruto (MB), previamente o micélio foi separado do
meio sobrenadante e submetido a maceragcdo em trés banhos de nitrogénio liquido
até a obtencédo de um pod, o qual foi imediatamente ressuspendido ao meio liquido
sobrenadante. Os extratos foram preparados e utilizados no mesmo dia.

Aproximadamente 50 g de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal
de 32 ovinos naturalmente infectados com nematddeos gastrointestinais. As fezes
foram acondicionadas em caixas isotérmicas, encaminhadas ao laboratério e
imediatamente processadas através da técnica de Gordon; Whitlock (1939) para

quantificacdo individual da infeccdo. As larvas L3 foram recuperadas através da



63

técnica de coprocultura descrita por Roberts; O’Sullivan (1950),quando foram
mantidas por sete dias em estufa a 28°C e umidade relativa acima de 80%. Apos
este periodo foi realizada a recuperacao seguindo a técnica de Baermann (CORT et
al., 1922) com modificagoes. Brevemente, 8 a 10 gramas de fezes foram colocadas
sobre uma tela ou peneira forrada com gaze e apoiada na borda superior de um
funil, o qual foi fechado e adaptado a um tubo de borracha. Posteriormente, o funil
foi preenchido com agua aquecida (40-45°C) durante 1 a 2 horas em repouso. Um
volume de 10 pL do sedimento utilizado para contagem e identificacdo das larvas L3
de tricostrongilideos.

Uma aliquota de 500 pL de cada extrato fungico (EF e MB) de T. virens e D.
flagrans foi vertida para placas de cultivo de tecidos. A esse volume foi acrescido
500 pL de uma suspensdo contendo aproximadamente 100 larvasL3 de
tricostrongilideos. Nas placas correspondentes ao grupo controle verteu-se 500 pL
de uma suspensdo contendo aproximadamente 100 larvas L3 de tricostrongilideos
acrescido de 500 puL de meio minimo. As placas foram incubadas a 25°C, durante 24
e 48 horas, sendo os tratamentos identificados como EF 24, EF 48, MB 24, MB 48,
Controle 24 e Controle 48. Cada ensaio in vitro consistiu de cinco repeticdes e
quatro tratamentos.

ApOs 24 e 48 horas de incubacéo, o conteido de cada poco contendo as L3
foi transferido para tamises de 25um inseridas em outra placa de cultura de tecidos e
novamente acondicionadas em estufa a 25 °C por 24 e 48 horas. Posteriormente, 0s
tamises foram removidos e o conteudo retido foi lavado, sendo coletado nos pogos
vazios da placa. A contagem das larvas L3 que migraram e das larvas L3 que
ficaram retidas nos tamises foi realizada em lupa estereoscoépica. Para o presente
estudo, considerou-se o0 numero total de larvas inviaveis de tricostrongilideos
presentes em cada placa dos grupos tratados e controle. A mesma metodologia de
leitura foi realizada nas placas que foram incubadas durante 48 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e cinco repeticbes. Como a variavel resposta nao apresentou
normalidade, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-

Wallis. Quando encontradas diferencas entre os tratamentos as meédias foram
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comparadas pelo teste de Bonferroni. As andlises foram efetuadas com auxilio do
programa estatistico SAS (SAS, 2012) considerando uma probabilidade de 5%.

4.2.3 Resultados

Evidenciou-se que em D. flagrans, os MB24 e MB48 nao diferiram entre si,
porém diferiram dos extratos filtrados (Tabela 1). Neste fungo, os extratos
macerados brutos mostraram-se superiores em sua capacidade de causar a
imobilizacdo das larvas. J4 em T. virens observou-se que os extratos MB24 e MB48
diferiram entre si (P<0.05), sendo o efeito do MB48 superior. Adicionalmente, o
efeito do EF24 n&o diferiu do MB48 (Tabela 1).

Tabela 1-Média de contagem de larvas invidveis de tricostrongilideos em 24 e 48 horas
submetidos ao tratamento com diferentes extratos fungicos de Trichoderma virens e
Duddingtonia flagrans.

Fungo Média de larvas inviaveis Média de larvas inviaveis
(Extrato) 24 horas 48 horas
T. virens
Macerado 15,400 22,152
Filtrado 18,02b 13,65b
Controle 4,9c 7,0¢c
D. flagrans
Macerado 21,652 23,502
Filtrado 7,20¢ 12,65b
Controle 4,9¢c 7,0¢

Médias seguidas de letras diferentes na coluna e linha diferiram estatisticamente
(p<0,05)
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4.2.4 Discussao

Os fungos predadores representam um grupo de micro-organismos utilizados
no controle bioldgico de nematoides. Atuam predando larvas infectantes (L3)
presentes no ambiente (SOARES et al., 2012).

No geral, os extratos fungicos avaliados no presente estudo diferiram do
grupo controle (P<0.05) em ambos os periodos avaliados. Evidenciou-se que em D.
flagrans os extratos macerados mostraram-se superiores em sua capacidade de
causar a imobilizacdo das larvas, o que se repetiu com o extrato de T. virens em 48
horas de avaliacao.

Estudos prévios sugerem que o efeito de extratos enzimaticos de fungos
sobre ovos e larvas de nematoides seja decorrente da acdo de enzimas hidroliticas,
proteases e serinas queatuam sobre a cuticula dos nematoides, inviabilizando-os
(LOPEZ-LLORCA; ROBERTSON, 1992; BONANTS et al., 1995; KHAN et al., 2004,
SOARES et al., 2012). De acordo com estudos realizados por Soares et al. (2012), a
serina protease Mtl produzida pelo fungo Monacrosporium thaumasium (NF34a),
causou a inviabilizacdo de 23,9% das larvas (L1) de Angiostrongylus vasorum.
Similarmente, Braga et al. (2011a) ao avaliarem a acdo do extrato bruto enzimético
deDuddingtonia flagrans sobre larvas de Angiostrongylus vasorum, obtiveram um
percentual de reducdo de larvas de 53,5% e 71,3% em 24 e 48 horas,
respectivamente.

Os percentuais de reducdo de larvas encontrados no presente trabalho
diferiram de Braga et al. (2011a) e Soares et al. (2012). Os autores acreditam que
essas diferencas foram ocasionadas pelo numero de larvas recuperadas para o
desenvolvimento dos experimentos in vitro que ndo se comportou consistente em
todas as repeticbes. Todavia, evidenciou-se que 0s extratos fungicos, notadamente
0s extratos macerados de D. flagrans e T. virens diferiram do grupo controle
(P<0.05) em ambos os periodos avaliados. No entanto, outros experimentos sao

necessarios para avaliar e comprovar tais resultados.

425 Conclusao
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O presente estudo demonstrou que os extratos enzimaticos dos fungos D.
flagranse T. virensforam capazes de inviabilizar as larvas detricostrongilideos em 24
e 48 horas de exposicdo. Desta forma, extratos enzimaticos destes fungos podem vir
a ser utilizados no controle biolégico de tricostrongilideos que parasitam ovinos. No
entanto, adicionais pesquisas sdo imprescindiveis para melhor avaliar a acdo dos

extratos sobre as formas infectantes destes parasitos.
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5 Conclusoes

A exposicao dos ovos e larvas de tricostrongilideos aos extratos enzimaticos
dos fungos T. virens, P. lilacinum e D. flagrans é capaz de reduzir o percentual de
eclodibilidade, assim como o nimero de larvas vidveis ap0s interacao de 24 e 48
horas com os mesmos. Os fungos T. virens, P. lilacinum e D. flagrans sao

promissores no controle biolégico de tricostrongilideos.
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