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1. INTRODUCAO

As helmintoses gastrintestinais sdo uma das principais causas que
interferem no desenvolvimento da atividade pecuaria, determinando retardo no
crescimento, morte e custos com manejo (ARAUJO, 2006). As perdas
econdmicas mundiais ocasionadas por parasitos gastrintestinais sdo estimadas
em milhdes de ddlares/ano, isso se da, principalmente, pelo impacto que causam
na producdo de carne, leite e também aos altos custos das medidas de controle
(ANUALPEC, 2003). As taxas de mortalidade se mostram maiores, principalmente
entre os animais jovens (GRAMINHA et al., 2001).

Dentre os parasitos gastrintestinais que mais acometem ruminantes estdo os
pertencentes a familia Trichostrongylidae e incluem os géneros Haemonchus,
Trichostrongylus, Ostertagia, Nematodirus e Cooperia (FORTES, 1997). De
acordo com AMARANTE e SALES (2007), Haemonchus contortus € o principal
endoparasita de ovinos, pois devido ao seu habito hematéfago, promove quadros
graves de anemia e morte.

A utilizacdo de anti-helminticos vem mostrando-se como um método eficaz
de controlar o parasitismo. Entretanto, seu uso excessivo tem ocasionado o
surgimento de nematoides resistentes (SUTHERLAND; LEATHWICK, 2011;
MOLENTO, 2004). Adicionalmente, ha uma grande preocupac¢do com residuos na
carne e no leite, bem como o risco de contaminacdo ambiental (MOTA et al.,
2003).

Neste sentido, pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de encontrar
medidas alternativas para controlar as endoparasitoses, buscando minimizar o
emprego de quimioterapicos e também reduzir os niveis de poluentes no
ambiente e nos produtos de origem animal (MOTA et al., 2003). Entre as opc¢oes,
sugere-se 0 controle biolégico como uma alternativa viavel e promissora na
reducado das infec¢des ocasionadas por parasitos gastrintestinais. Sua acao se da
por meio de organismos vivos e antagonistas naturais no ambiente (ARAUJO et
al.,, 2004). A utilizacdo de fungos nematéfagos como controle biolégico de
parasitos vem aumentando gradativamente (BRAGA et al.,, 2010). Estes micro-
organismos estdo presentes no ecossistema e sua acdo € direcionada ao
parasitismo dos ovos e larvas de vida livre dos geohelmintos (BRAGA et al.,
2010).

O presente estudo objetivou avaliar a acao in vitro de extratos fungicos de
Trichoderma virens sobre ovos de tricostrongilideos.

2. METODOLOGIA
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Para a realizacéo deste trabalho foi utilizado um isolado fungico de T. virens
pertencente a micoteca do Laboratério de Micologia, Instituto de Biologia,
Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas.
As culturas foram mantidas em tubos de ensaio contendo agar batata (PDA) a
4°C, posteriormente foram subcultivadas para placas de Petri com PDA e
incubadas a 25°C, durante 10 dias. Discos de 4mm de cultura do isolado fungico
foram transferidos para frascos tipo Erlenmeyer contendo 100 mL de meio minimo
liquido [glicose(1,8g/L); NH4NO3(0,4g/L); MgS0O47H20 (0,12g/L); Na2HPO4
7H20 (3,18g/L), KH2PO4 (0,269/L), extrato de levedura (0,3g/L)]. Os frascos
foram incubados a 25°C em agitador rotatorio a 120 rpm, durante cinco dias.

A partir das culturas em meio minimo liquido, dois diferentes extratos foram
preparados: extrato filtrado (EF), obtido pela passagem do sobrenadante através
de papel filtro Whatman n°l e extrato macerado bruto (MB) obtido pela
maceracao do micélio em trés banhos de nitrogénio liquido até a obtencédo de um
pd, o qual foi ressuspenso ao meio liquido sobrenadante. Todos os extratos foram
preparados e utilizados no mesmo dia.

A coleta de fezes foi realizada da ampola retal de ovinos naturalmente
infectados com nematddeos gastrointestinais. As fezes foram encaminhadas para
o laboratério, acondicionadas em caixas térmicas. Para a obtencdo dos ovos, no
laboratorio foi realizada a quantificacédo individual da infec¢do, através da técnica
de Gordon & Whitlock (1939), assim sendo possivel identificar as amostras
positivas e negativas. As amostras positivas que apresentavam em torno de 1000
ovos por grama de fezes seréo processadas de acordo com a técnica descrita por
Hubert e Kerboeuf (1992) para recuperacdo de ovos, em no maximo duas horas
apos a coleta das fezes. Esta técnica determina que passe as amostras em
quatro tamises de 1 milimetro, 105 pum, 55 ym e 25 pum. Os ovos retidos na malha
de menor diametro serdo lavados com agua destilada estéril e centrifugados a
3000 rpm por 5 minutos.

Em placas de cultivo de tecidos, verteu-se 500 um dos extratos flngicos, EF
e MB. A esse volume acrescentou-se 500 pum de uma suspensdo contendo
aproximadamente 100 ovos de tricostrongilideos. Nas placas correspondentes ao
grupo controle verteu-se 500 um de uma suspensao contendo aproximadamente
100 ovos de tricostrongilideos acrescido de 500 um de meio minimo. Todas as
placas foram incubadas a 25°C, durante 24 e 48 horas. Cada tratamento se
constituiu de cinco repeticbes. Apos 24 e 48 horas, realizou-se a leitura em lupa
estereoscopica levando-se em consideracdo o numero total de larvas (ovos
eclodidos) de tricostrongilideos presentes em cada placa dos grupos tratados e
controle. Foi calculado o percentual de reducdo de eclodibilidade através da

formula citado por Braga et al., (2010, 2011):
% de reducéo = (média de larvas do grupo controle — média de larvas do grupo tratado) x 100
média de larvas do grupo controle

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que os extratos fungicos empregados neste estudo foram
capazes de inibir a eclodibilidade dos ovos de tricostrongilideos. Em 24 horas de
incubacéo, os extratos fungicos EF e MB inibiram a eclodibilidade em 87,5% e
98,2% dos ovos; e em 48 horas a inibicdo observada foi de 78,8% e 92,4%,
respectivamente. Estudos prévios realizados por BRAGA et al. (2011)
empregando extrato filtrado do fungo Pochonia chlamydosporia evidenciaram um
percentual de reducdo de 76,8% na eclosdo dos ovos de Ancylostoma spp.
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Adicionalmente, os resultados do presente estudo sdo similares aos relatados por
HOFSTATTER et al. (2016) que demonstraram reducao da eclodibilidade de ovos
de Ancylostoma spp. quando expostos aos extratos fungicos de Purpureocillium
lilacinum e T. virens. Esses autores relataram um percentual de reducédo de
eclodibilidade de 52,25% quando utilizado o extrato macerado bruto e de 53,64%
quando empregado o macerado filtrado de T. virens. Este € o primeiro estudo a
avaliar a acdo de extratos fungicos sobre ovos de tricostrongilideos. Embora a
maioria dos estudos relatados empregue a acgédo predadora de fungos
nematofagos sobre larvas destes parasitos (GRAMINHA et al., 2001,
FONTENOT et al., 2003; ESLAMI et al., 2005). Acredita-se que o emprego de
meétodos que inibam a eclodibilidade de ovos de tricostrongilideos no ambiente
possa contribuir de maneira significativa no controle destas importantes
parasitoses.

4. CONCLUSOES

Os resultados in vitro do presente estudo evidenciam que T. virens pode ser
um otimo candidato no biocontrole de helmintos de importancia em medicina
veterinaria. A probabilidade de se utilizar esses fungos em ambientes
contaminados torna o controle biolégico um método promissor e eficaz. Estudos
utilizando métodos alternativos para controlar essa parasitose € necessaria, Visto
que ao se reduzir o numero de ovos e larvas infectantes se diminuira a infec¢éo
das espécies suscetiveis.
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