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1. INTRODUCAO

A toxocariase € uma doenca negligenciada causada pelo nematdédeo Toxocara
canis (CDC, 2013) parasito intestinal de caes. Varias espécies de helmintos podem
causar a LMV (larva migrans visceral), porém T. canis é o nematdédeo mais
frequentemente associado a doenca (DESPOMMIER, 2003).

Segundo BARRIGA (1988) o controle da populacdo canina, a educacdo da
populacao sobre o potencial zoon6tico de T. canis e a limitacdo do acesso de animais
as areas de lazer constituem medidas essenciais para a prevencdo da toxocariase.
Adicionalmente, a resisténcia e 0s prejuizos causados pelo controle quimico,
especialmente seus efeitos prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente,
evidenciam a necessidade do desenvolvimento e ado¢cdo de métodos alternativos de
controle (SAHEBANI;HADAVI, 2008).

Dentre as diversas metodologias que tém sido testadas com o intuito de
melhorar o controle de parasitos, surge o controle biolégico. Este método reduz as
infeccBes causadas por helmintos cuja acdo se da por meio de organismos vivos que
atuam como antagonistas naturais no ambiente (ARAUJO et al., 2004). Neste sentido,
destaca-se o0 uso de fungos nematéfagos presentes no ecossistema e que atuam
parasitando ovos e larvas de vida livre dos geohelmintos (BRAGA et al., 2007).

Espécies de Trichoderma tém sido empregadas como bionematicidas no
controle de fitonematoides, predominantemente do género Meloidogynea (FERREIRA
et al., 2008; SANTIN, 2008). No entanto, este género também demonstrou atividade
ovicida in vitro sobre ovos de T. canis (CIARMELA et al., 2002; 2010; MAIA FILHO et
al., 2013). Segundo EL GORBAN et al. (2013), os provaveis mecanismos de acao de
Trichoderma spp. no controle de nematddeos constitui-se no parasitismo direto de
ovos e larvas e no incremento da sua atividade enzimética proteolitica e quitinolitica.

A importancia do T. canis na saude publica e os problemas inerentes ao controle
e prevencdo da toxocariase no homem e animais justificam o desenvolvimento de
estudos que minimizem a taxa de infec¢céo deste parasito no ambiente e nas espécies
afetadas. Com isso, objetivamos verificar se o tratamento de ovos embrionados de T.
canis com o fungo nematéfago Trichoderma virens reduz a infeccdo pelo parasito
quando administrados a camundongos.

2. METODOLOGIA
Isolado fangico: O isolado fungico utilizado no presente estudo pertence a micoteca
do Laboratorio de Micologia do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da
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UFPel. Trata-se de um isolado autoctone, o qual foi identificado através de suas
caracteristicas morfolégicas e moleculares como Trichoderma virens.
Obtencédo e embrionamento dos ovos de Toxocara canis: Os ovos do parasito
foram obtidos por histerectomia realizada nas fémeas de T. canis. Ap0s obtencao
dos ovos, os mesmos foram armazenados em solucdo composta de formalina,
estreptomicina e cloranfenicol. O embrionamento foi realizado através da incubagéo
da solucéo de ovos por 30 dias/25°C com aeracdes diarias.
Interagdo do fungo com os ovos de Toxocara canis: Discos de 4 mm de diametro
da cultura fangica foram transferidos para frascos tipo Erlenmeyer contendo 150 mL
de meio minimo. Os frascos foram incubados a 25°C e agitados diariamente por 15
dias. No 15° dia, 5000 ovos de T. canis que estavam em processo de embrionamento
foram adicionados a cultura flngica, permanecendo incubados sob as mesmas
condicbes descritas acima por mais 15 dias. Ao final do periodo de interacéo,
realizou-se centrifugacao do meio de cultura (2000 RPM/5 minutos). O sobrenadante
foi descartado e o sedimento suspendido em um mL de solugcdo tampéo 0.01M
(PBS). Para a contagem dos ovos, 10uL da solugéo foram analisados entre lamina
e laminula em objetiva de 40X.
Animais experimentais: Quarenta camundongos Swiss (Mus musculus) fémeas,
com quatro semanas de vida, cedidas pelo Biotério Central da UFPel foram
utilizadas. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, em sala climatizada
(25°C) com agua e comida ad libitum. Os animais foram divididos em 2 grupos:
Grupo 1 (controle positivo) composto por 20 animais infectados com 0,2 mL de PBS
contendo 100 ovos de T. canis e grupo 2 (grupo infectado) composto por 20 animais
infectados com 0,2 mL de PBS contendo 100 ovos de T. canis tratados com o fungo
Trichoderma virens. Os ovos foram administrados aos camundongos por gavagem.

Quarenta e oito horas apés a infeccao, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. O figado, pulm&es e coracao foram removidos para posterior
recuperacdo de larvas. Os oOrgaos foram macerados e digeridos em solucéo
contendo 50 mL de acido cloridrico 1% e pepsina 1% sob agitacédo constante a 120
RPM over night a 37°C. Apos, os 6rgaos digeridos foram submetidos a centrifugacéo
a 2000 RPM/5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante de
cada 6rgao foi observado entre lamina e laminula em microscopia Optica (40X) para
contagem das larvas.

O procedimento foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal da Universidade Federal de Pelotas sob o numero 678.
Anadlise estatistica: Os dados referentes a contagem das larvas nos 06rgaos
digeridos nos grupos 1 e 2 foram analisados utilizando o teste do qui-quadrado. As
analises foram realizadas utilizando o software estatistico SAS (verséo 9.4) com nivel
de significancia de 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A recuperacao de larvas nos diferentes 6rgaos revelou a presenca de larvas no
coracao, pulmdes e figado. O figado foi 0 6rgdo onde houve a contagem mais alta de
larvas, tanto no grupo controle positivo (média de 33,8 de larvas recuperadas) quanto
no grupo infectado (média de 24,2 larvas recuperadas). Observou-se que os 6rgéos
de animais que receberam 0s ovos embrionados expostos ao fungo a recuperacao
meédia de larvas foi menor (P <0,05) do que aqueles a partir de ovos embrionados sem
exposicao ao fungo. A taxa de reducao de larvas no grupo tratado foi de 57,4%.

Estudos in vitro que avaliaram a utilizacdo de fungos nematéfagos ovicidas:
Pochonia chlamydosporia, Paecilomyces lilacinus e Fusarium pallidoroseum sugerem
que a utilizagdo destes agentes de biocontrole em T. canis € uma alternativa viavel e



ecoldgica, uma vez que se constitui numa ferramenta de controle natural (ARAUJO et
al., 1995, CIARMELA et al.,, 2002 GORTARI et al.,, 2007, FRASSY et al., 2010,
CARVALHO et al., 2010; CIARMELA et al., 2010). Os resultados obtidos no presente
estudo permitem sugerir que a viabilidade dos ovos de T. canis expostos ao fungo T.
virens pode ter sido reduzida por duas razdes: a) danos a estrutura dos ovos ; b) danos
no desenvolvimento da larva. De acordo LYSEK (1978), a atividade ovicida de fungos
nematofagos pode ocorrer por destruicdo das camadas do ovo que faz com que ocorra
a exposicao do embrido e, consequentemente, a sua morte; ou os fungos podem
prejudicar o desenvolvimento do embrido, o que impede a infec¢ao.

O género Trichoderma é usado como bionematicida no controle de nematoides
parasitas de plantas, especialmente o género Meloidogynea com resultados bem
sucedidos, tanto in vitro como in vivo (FERREIRA et al., 2008; AL-SHAMMARI et al.,
2013; MENDOZA et al., 2013). Além disso, sua a¢do ovicida in vitro também foi
demonstrada contra T. canis (CIARMELA et al. (2002; 2010 ; MAIA FILHO et al. 2013).

EL GORBAN et al. (2013) sugeriram que 0s provaveis mecanismos utilizados
pelo Trichoderma no controle de nematoides é constituido pelo parasitismo direto de
ovos e larvas e sua acao enzimatica proteolitica e quitinolitica.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a exposi¢ao de ovos de T. canis com o fungo
T. virens foi capaz de reduzir a infecgao experimental. Dessa forma, este fungo pode
ser um potencial agente para o controle biolégico de T. canis no ambiente.
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