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1. INTRODUCAO

As doengas parasitarias ocupam lugar de destague dentre os fatores
que interferem no desenvolvimento pleno da produgao animal. Principalmente
as causadas por endoparasitas, as quais apresentam elevada prevaléncia e
ampla distribuicdo geogréfica (BARRET, FARLAM e PROUDMAN, 2004). Para
cavalos, os sistemas de criagdo adotados, na maioria das vezes favorecem
uma elevada incidéncia dessas parasitoses jA nas primeiras semanas de vida
(MOLENTO, 2005). Ocasionando imensos prejuizos econémicos e produtivos,
como retardo no desenvolvimento, no crescimento e até morte dos animais.
Além de promoverem elevados gastos com tratamento e controle (ARAUJO et
al., 2006).

As consequéncias dessas parasitoses estdo relacionadas,
principalmente, ao numero e espécies de formas infectantes a que o animal é
exposto, assim como a quantidade de parasitas que se estabelecem em seu
trato gastrintestinal. Entretanto, o grau de infeccdo adquirido pelos animais é
dependente de uma série de fatores que muitas vezes se inter-relacionam,
como por exemplo, infeccbes prévias, condicdo fisiolégica dos animais,
comportamento de pastejo e efeitos diretos e indiretos de condicfes climaticas
que podem influenciar na taxa de contaminagcdo da pastagem (WALLER e
CHANDRAWATHANI, 2005).

O controle dessas parasitoses é fundamental, resultando em um melhor
desempenho dos animais. A estratégia de controle utilizada na maioria dos
criatérios baseia-se exclusivamente no uso de compostos antiparasitarios

quimicos, por sua praticidade, eficiéncia, Otima relacdo custo-beneficio e



facilidade de aquisicdo. Porém, estes produtos muitas vezes séo utilizados
erroneamente, de forma preventiva ou supressiva, de maneira indiscriminada e
sem a associacdo de estratégias de controle adequadas, ocasionando a
selecdo de populacdes parasitarias resistentes (MOLENTO, 2005) a maior
parte das classes de medicamentos disponiveis para seu combate, nas mais
variadas regides do mundo. Os fatores apresentados tornam dificil o controle
parasitario, gerando um grande entrave econdmico a producdo animal. Dessa
forma, a resisténcia parasitaria tem se tornado cada vez mais importante no
decorrer dos anos, principalmente em relacdo ao controle parasitario em
equinos (KAPLAN, 2004).

Com o intuito de desenvolver outros métodos para minimizar o uso de
anti-helminticos nas estratégias de controle dos nematoides gastrintestinais,
especialmente em sistemas de producdo em pastoreio continuo, o controle
biolégico parece ser uma realidade. Podendo oferecer uma alternativa eficiente
e segura na reducdo da populacdo de larvas infectantes de nematoides
gastrintestinais nas pastagens (LARSEN, 1999; MOTA et al., 2003).

Apesar dos inumeros agentes com potencial no controle biolégico de
helmintos, os fungos nematéfagos tém demonstrado os maiores avancos nas
pesquisas do assunto (ARAUJO et al., 2004). Diversas espécies possuem
potencial para uso nesta modalidade, dentre as quais se destaca Duddingtonia
flagrans, demonstrando os maiores avangos nas pesquisas sobre o assunto.

D. flagrans produz grande quantidade de clamidosporos (ANEXO 2),
estruturas reprodutivas que capazes de sobrevier a passagem pelo trato
gastrintestinal de ovinos, bovinos, suinos e equinos (LARSEN, 1999). Se

ingeridos serdo eliminados juntamente com as fezes e quando no ambiente,
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ocorrerd o desenvolvimento do fungo e a destruicdo de formas larvares dos
parasitas, quebrando assim o ciclo biolégico dos agentes (FAEDO et al., 1998;

FERNANDEZ et al., 1997).

1.1 HIPOTESE

O fungo Duddingtonia flagrans promove no ambiente, reducdo do
namero de larvas infectantes de nematoéides gastrintestinais de equinos, apos

passar pelo trato gastrintestinal desses animais.

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de Duddingtonia flagrans como método de controle bioldgico

de nematodides gastrintestinais de equinos.

1.30BJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a viabilidade do fungo apds passagem pelo trato gastrintestinal
de equinos;

e Aperfeicoar metodologias, propondo dosagens e intervalos ideais entre
tratamentos;

e Avaliar o percentual de reducao larval em coprocultura;

e Avaliar a agdo do fungo no meio-ambiente, frente a larvas infectantes

presentes em amostras de fezes e na pastagem;

11



Associar a acao do fungo no ambiente com as condi¢des climaticas da

regiao.
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2. USO DO FUNGO Duddingtonia flagrans NO CONTROLE DE
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE EQUINOS

Resumo

A obtencéo de éxito nos sistemas de producédo animal depende de uma série
de fatores, como manejo nutricional, reprodutivo e sanitario adequados, dentre
outros. Em relagdo ao manejo sanitario, em cavalos, o0 controle das
endoparasitoses € um tema gera que muita preocupacgéo, pois estes animais
sdo hospedeiros de uma variedade de parasitas, 0s quais podem causar
grandes perdas produtivas e econdmicas, muitas vezes ocasionando até a
morte dos animais. A estratégia de controle utilizada na maioria dos criatérios
baseia-se exclusivamente no uso de compostos antiparasitarios quimicos, na
maioria das vezes usados erroneamente, de forma intensiva e sem a
associacdo de estratégias de controle adequadas, acelerando a selecdo de
populacdes parasitarias resistentes. Mundialmente, em relacdo ao controle
parasitario em equinos, a situagéo atual é de resisténcia dos parasitos a maior
parte das classes de medicamentos disponiveis para seu combate. Este fato
vem atraindo a atencdo de muitos pesquisadores, os quais tém desenvolvido
estudos buscando métodos alternativos de controle parasitario a fim de
contornar o processo de resisténcia. O controle biol6gico realizado com o fungo
Duddingtonia flagrans ja demonstrou excelentes resultados nesta modalidade.
Os resultados ja observados indicam que o fungo possui capacidade de resistir
a passagem pelo trato gastrintestinal de equinos. Quando eliminado juntamente
com as fezes e sob condi¢gbes ambientais favoraveis o fungo coloniza o bolo
fecal e exerce atividade predatéria sobre estagios larvares imaturos de
nematdides parasitas. Seu uso poderd promover a reducdo do numero de
larvas infectantes presentes na pastagem e consequentemente a taxa de
reinfeccdo dos animais. Além disso, pode ser associado a um programa
integrado de controle parasitario, reduzindo a dependéncia aos anti-helminticos
e a selecdo para nematddeos resistentes.

Palavras Chave: Controle biol6gico, compostos antiparasitarios, Strongylida,
larvas infectantes.
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2. USE OF THE FUNGUS Duddingtonia flagrans ON THE CONTROL OF
GASTROINTESTINAL NEMATODES OF EQUINES

Abstract

Achieving success in the animal production depends on a number of factors,
such as nutritional, reproductive and sanitary appropriated management,
among others. In relation to the sanitary management, in horses, the control of
endoparasites is a topic that generates much concern, because these animals
are hosts of a large variety of parasites, which can cause many productive and
economic losses and even the death of the animals. The control strategy used
in the most of times is based exclusively on the use of chemical compounds,
oftentimes used erroneously, intensively and without combination of
appropriated control strategies, accelerating the selection of resistant parasites.
Worldwide, in relation to the parasite control in horses, the current situation is
the resistance of parasites to the most classes of drugs available to combat it.
This fact has attracted the attention of many researchers, who have developed
studies looking for alternative methods of parasite control in order to overcome
the resistance process. Biological control performed with the fungus
Duddingtonia flagrans has shown excellent results in this modality. The results
already observed indicate that the fungus is capable of resisting the passage
through the gastrointestinal tract of horses. When eliminated with the feces and
under favorable environmental conditions the fungus colonizes the dung and
exerts predation on immature larval stages of parasitic nematodes. Their use
can promote the reduction of the number of infective larvae on the pasture and
consequently the rate of infection of the animals. Moreover, it can be inserted in
an integrated program of parasite control, reducing the dependence to the
anthelmintic compounds and the selection of resistant nematodes.

Key-words: Biological control, antiparasitic compounds, Strongylida, infective

larvae.
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2.1 INTRODUCAO

O complexo do agronegocio de equideos no Brasil gera cerca de 3,2
milhdes de empregos diretos e indiretos, movimenta mais de R$ 7,5 bilhdes
anuais na economia, e possui uma tropa de aproximadamente 5,6 milhdes de
cabecas. Somente em 2011 foi arrecadada uma quantia de aproximadamente
R$ 400 milhdes em leildes de cavalos contra R$ 22,5 mil em 1995 (LIMA,
OLIVEIRA e MENDES, 2012). Dados que indicam que a atividade estd em
ampla expansao produtiva.

A obtencdo de éxito na producdo animal depende de uma série de
fatores, como manejo nutricional, reprodutivo e sanitario adequados, dentre
outros. Em relacdo ao manejo sanitario, em cavalos, o controle das
endoparasitoses € um tema gera que muita preocupacdo a produtores e
técnicos da area. Considerando que esses animais sdo hospedeiros de uma
ampla variedade de parasitas gastrintestinais, dentre os quais helmintos
destacam-se como o0s mais importantes e prevalentes (ASSIS e ARAUJO,
2003). Os sinais clinicos ocasionados podem ser graves, variando desde um
pequeno desconforto abdominal até episddios fulminantes de cdélica e morte
dos animais (MOLENTO, 2005) além dos prejuizos econdmicos e produtivos.

O controle dessas parasitoses € fundamental, pois resulta em um melhor
desempenho dos animais. A estratégia utilizada na maioria dos criatorios
baseia-se exclusivamente no uso de compostos antiparasitarios quimicos, de
forma intensiva e sem a associacdo de estratégias de controle adequadas,
promovendo a selecdo de populacbes parasitarias resistentes (MOLENTO,

2005). Atualmente, se observa resisténcia dos parasitos a maior parte das
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classes de medicamentos disponiveis para seu combate, nas mais variadas
regibes do mundo, principalmente em relacdo ao controle parasitario em
equinos (KAPLAN, 2004; CANEVER et al., 2013). Nesse sentido, sugere-se 0
uso do fungo Duddingtonia flagrans como alternativa para reduzir o nimero de
larvas infectantes na pastagem e consequentemente a taxa de infeccdo dos

animais.

2.2 NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS

A fauna parasitaria de equinos é vasta, compreende varias familias e/ou
géneros distintos, dentre os quais, os nematéides estrongilideos destacam-se
como 0s mais importantes e prevalentes. O grupo pertence a classe Nematoda,
ordem Strongylida, superfamilia Strongyloidae, familia Strongylidae, dividida
em subfamilias Strongylinae e Cyathostominae, designados de grandes e
pequenos estrongilos, respectivamente (URQUHARTH et al., 2007).

Grandes estréngilos englobam os género Strongylus e Triodontophorus,
0S quais parasitam o intestino grosso de equinos e asininos. As espécies do
género Strongylus, S. vulgaris, S. equinus e S. edentatus apresentam como
caracteristica processos migratérios complexos no organismo dos hospedeiros.
Ao contrario, os membros do género Triodontophorus sao grandes estréngilos
nao migratorios (TAYLOR, COOP e WALL, 2007).

Pequenos estrongilos correspondem a 51 espécies, distribuidas em 13
géneros: Cyathostomum, Coronocyclus, Cylicodontophorus, Cylicocyclos,
Cylicostephanus,  Skrjabinodentus,  Tridentoinfudinbulum,  Petrovinema,

Poteriostomum, Parapoteriostomum, Hsiungia, Cylindropharynx e Caballonema
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(LICHTENFELS et al., 1998). Possuem distribuicdo mundial e afetam animais

de todas as idades (CORNING, 2009).

2.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

As infecgBes por grandes estrongilos podem estar associadas a varias
alteracdes clinicas, principalmente devido aos processos migratorios que as
fases larvares desenvolvem nos hospedeiros (REICHMANN et al., 2001).
Dentre o grupo, S. vulgaris é considerado a espécie mais patogénica,
principalmente na sua forma imatura, em decorréncia das lesdes que causa
durante o processo de migragao pelo sistema arterial mesentérico, podendo ser
responsavel por quadros de cdlica intestinal severo (DUNCAN e PIRIE, 1973;
OGBOURNE e DUNCAN, 1985). A migracdo de fases pré-adultas de S.
edentatus esta associada a alteracdes macroscopicas no figado e presenca de
nédulos em tecidos subperitoneais. Podendo ocorrer diarreia, febre, edema,
anorexia, depressdo e perda de peso. As larvas migratérias de S. equinus
apresentam comportamento invasivo, mas sua patogenia ainda nao é
totalmente conhecida. Podem ocasionar os mesmos sinais clinicos descritos
para S.edentatus (TAYLOR, COOP e WALL, 2007).

A patogenia da infeccdo por parasitas adultos associa-se a danos
causados a mucosa do intestino grosso, pois os adultos ndo desenvolvem
atividade migratoria. Os danos sédo promovidos pelos habitos alimentares dos
parasitas e também pela emergéncia de adultos jovens no intestino,
provocando lesbes a mucosa e vasos sanguineos com subsequente perda de

sangue, liquidos teciduais e nutrientes. Esses fatores sdo 0s principais
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responsaveis pela debilitacdo e anemia associadas as helmintoses intestinais
em cavalos (TAYLOR, COOP e WALL, 2007).

Nas infeccdes por pequenos estrongilos, casos de emergéncia
simultdnea de grande numero de fases larvares (L4) da mucosa e submucosa
intestinal pode ocasionar a sindrome de migragdo larval, também conhecida
como ‘“ciatostomiase larval’. Ocorrendo enteropatia inflamatéria significante no
ceco e célon, resultando em enterite catarral e hemorragica, diarréia, colica,
perda de peso, podendo muitas vezes levar o animal ao Obito (COBB e
BOECKH, 2009).

Enquanto grande numero de parasitas adultos podem causar sinais
como letargia, perda de peso, atraso no desenvolvimento debilidade e diarréia
(CORNING, 2009), potros e animais jovens costumam apresentar maiores
indices de sinais clinicos. Em infec¢Bes leves, os animais podem n&o
apresentar sinais clinicos caracteristicos, convivendo com uma baixa carga
parasitaria. Colite granulomatosa também tem sido descrita associado a larvas

de pequenos estrongilos (LOVE, MURPHY e MELLOR, 1999).

2.4 CICLO BIOLOGICO E EPIDEMIOLOGIA

As espécies da familia Strongylidae apresentam ciclo de vida direto, sem
hospedeiro intermediario, com uma fase exdgena, com estadios larvares de
vida livre no ambiente, em que as condicbes ambientais para o
desenvolvimento e sobrevivéncia das formas larvares livres sdo idénticas para

as duas subfamilias (REINEMEYER, 2009).
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Os ovos séo eliminados nas fezes do hospedeiro e se desenvolvem no
ambiente, passando por dois estagios larvais intermediarios (L1 e L2) até
atingir a fase infectante, ou L3. Na fase enddgena, ocorrem os estagios L4 e L5
antes da maturacéo para adulto, esta envolve algumas migragdes no interior do
hospedeiro, conforme a subfamilia envolvida (MADEIRA DE CARVALHO,
2001).

O numero de ovos e larvas viaveis no meio-ambiente € condicionado por
diversos fatores, sendo a temperatura ambiental e a umidade relativa do ar os
mais importantes. Além da concentracdo de oxigénio, luz solar, tipo de
cobertura vegetal, predadores, organismos copréfagos e todos os fatores
biéticos e abidticos que possam estar presentes nas fezes dos equideos
(MADEIRA DE CARVALHO, 2003).

No Brasil, as pastagens apresentam durante todas as estacbes do ano,
condi¢Bes favoraveis a sobrevivéncia de larvas de nematoides gastrintestinais.
O bolo fecal, quando presente no pasto exerce a funcdo de reservatério,
protegendo as larvas infectantes da dissecacdo, fazendo com que algumas
perdurem por Varios meses, ou até mais de um ano, mesmo na auséncia de
animais. Quando em condi¢cdes ambientais favoraveis, as larvas abandonam as
massas fecais migrando horizontal e verticalmente para a fracdo da vegetacao
que sera ingerida por seu hospedeiro definitivo, dando assim continuidade ao

seu ciclo evolutivo (KUZMINA et al., 2006).
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2.5 CONTROLE

A forma de controle adotado na maioria dos haras baseia-se
exclusivamente em compostos antiparasitarios, principalmente por sua
praticidade e eficiéncia, 6tima relacdo custo-beneficio e pela facilidade de
aquisicdo (MOLENTO, 2005). Dentre os produtos disponiveis, existem trés
grupos quimicos distintos que sdo os mais utilizados: os benzimidazois, as
pirimidinas, e as lactonas macrociclicas. Sabe-se também que a alternancia
entre esses grupos quimicos € frequente, ocorrendo muitas vezes ao ano
(TRAVERSA, 2008).

Os antiparasitarios podem ser usados de forma supressiva, curativa ou
estratégica. O tratamento supressivo € administrado em intervalos curtos, 0
estratégico estd associado com a época do ano e com 0 aumento do numero
de parasitas no animal, ou seja, com a epidemiologia dos parasitas. No
tratamento curativo o tratamento € aplicado quando o animal apresenta alta
contagem de ovos nas fezes ou sinais clinicos (SANGSTER et al., 2002).

De acordo com Kaplan (2002), grande parte dos criadores de cavalos
possui elevada preocupacdo em relacdo ao impacto das parasitoses na
sanidade dos animais. Esta concepcdo geralmente resulta na busca por um
controle “total” das parasitoses. Para tal objetivo costuma ser adotado o uso de
tratamentos supressivos, com frequéncia suficiente para manter a carga
parasitaria e a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) proxima de zero.

Entretanto, deve-se ter em mente que a utilizacdo indevida desses
produtos promovera resultados abaixo das expectativas, aumento dos custos

de producédo (CEZAR, CATTO e BIANCHIN; 2008), acelerard o processo de
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selecdo de parasitas resistentes (PRICHARD, 1994) e consequentemente

diminuird a vida atil dos antiparasitarios.

2.6 RESISTENCIA PARASITARIA

Resisténcia parasitaria define-se como sendo um processo no qual
alguns parasitos de uma populacdo adquirem capacidade de sobreviver a
tratamentos que sdo geralmente eficazes contra as mesmas espécies e
estagios de infecgdo, ou seja, alguns individuos de uma populacédo parasitaria
possuem genes que codificam para a resisténcia contra determinada droga
(PRICHARD et al.,, 1980). Portanto, a resisténcia é herdada e o seu
desenvolvimento primeiro exige que o0sS genes de resisténcia estejam
presentes, e que a expressao destes genes aumente na populacéo por selecao
genética (HODGKINSON et al., 2008).

A taxa de desenvolvimento de resisténcia é determinada pela pressdo
de selecdo e na medida em que 0s organismos sobreviventes ao tratamento
passem seus genes para a proxima geracao. Com a continuacao da selecéo e
reproducdo dos parasitas resistentes, a frequéncia de genes de resisténcia na
populacdo aumenta até o ponto em que o tratamento falhara (SANGSTER,
1999). A adocao de praticas de tratamentos supressivos e, principalmente o
uso inadequado das drogas antiparasitarias conduzem e/ou aceleram a
selecdo de parasitas resistentes a maioria das drogas utilizadas para o controle
desses agentes (KAPLAN, 2002; MOLENTO, 2005).

Para parasitas de equinos, 0s primeiros relatos de resisténcia anti-

helmintica foram na década de 60, para a droga fenotiazina (GIBSON, 1960;
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DRUDGE e ELAM, 1961). Alguns anos depois, a resisténcia ao tiabendazol
também foi relatada (DRUDGE e LYONS, 1965). Em 1996, Chapman et al.
relataram pela primeira vez resisténcia parasitaria frente ao benzimidazol, a
piperazina e ao pamoato de pirantel. J& em 1999, Young et al. observaram
resisténcia ao fenbendazole (32%) e reducédo da eficicia do pirantel (93%).

A partir do inicio da década de 80, foi reconhecido que S. vulgaris e as
demais espécies da subfamilia Strongylinae tiveram a prevaléncia reduzida.
Enquanto os ciatostomineos, frequentemente passaram a representar
praticamente 100% de prevaléncia em animais mantidos em pastejo (HERD,
MILLER e GABEL, 1981). Atualmente, no controle das endoparasitoses de
equinos 0 maior obstaculo encontra-se nos pequenos estréngilos
(Cyathostominae), os quais se apresentam resistentes a maioria das classes
de anti-helminticos disponiveis, nas mais diversas regides do mundo
(TRAVERSA et al., 2009).

Segundo Kaplan (2004), a resisténcia desses parasitas aos
benzimidazois encontra-se amplamente generalizada, com prevaléncia de até
100% em alguns paises. No inicio dos anos 90 foi relatado na Europa, alta
prevaléncia de ciatostomineos resistentes aos compostos do grupo das
tetrahidropirimidinas (IHLER, 1994). Na América do Norte, Matthews (2008)
observou eficicia de ivermectina e moxidectina. Enquanto casos de reducdo da
eficacia da ivermectina foram constatados no Reino Unido (CAMPBELL,
CRINGOLI e COLES, 2007), na Alemanha (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA
et al., 2007) nos Estados Unidos (LYONS, 2008). No Brasil ja foi relatada
resisténcia de ciatostomineos a ivermectina e moxidectina (MOLENTO et al.,

2008).
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2.7 MEDIDAS ALTERNATIVAS DE CONTROLE PARASITARIO

Para o controle das doencas parasitarias, considerando-se a situacao
atual de resisténcia dos parasitas deve-se mudar a concepcéo de “cura total”.
Segundo Molento (2009), o controle deve ter como base estratégias de gestao,
buscando reduzir o uso de anti-helminticos, a selecdo de parasitas resistentes
e também a liberagdo de produtos quimicos no ambiente. Concomitantemente,
deve-se garantir a exposicdo dos animais a certos niveis dos agentes
causadores de doencas (antigenos), permitindo dessa forma o
desenvolvimento da imunidade adquirida.

Além disso, recomenda-se a integracdo de outras formas de controle,
buscando reduzir o numero de larvas infectantes nas pastagens, promovendo
assim a reducéo da reinfeccdo dos animais e consequentemente o uso de anti-
helminticos (ARAUJO et al., 2004; BRAGA et al., 2009). Nesse sentido, o
controle biologico realizado com fungos nematofagos destaca-se como uma
alternativa promissora. Podendo promover sinergismo com o0 controle
parasitario convencional e/ou reduzir a dependéncia aos anti-helminticos

(BRAGA et al., 2010).

2.8 CONTROLE BIOLOGICO DE PARASITAS

Segundo Gronvold et al. (1996), nos sistemas biol6gicos, o0s
microorganismos presentes na natureza atuam naturalmente como
antagonistas regulatorios, buscando o equilibrio e a reducédo da presenca de

agentes causadores de perdas em uma populacdo. Nesse caso, 0 termo
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controle bioldgico origina-se da utilizagdo de antagonistas disponiveis no meio-
ambiente a fim de reduzir a quantidade de determinado agente, como as larvas
infectantes dos parasitos gastrintestinais, por exemplo.

Para o emprego comercial de uma formulacdo para uso no controle
biologico de parasitas fatores adicionais também devem ser considerados, tais
como: Capacidade de producdo do antagonista em escala industrial, custos
relacionados a producdo, competitividade com drogas tradicionais, ja
estabelecidas no mercado, e tempo de sobrevivéncia do organismo em
formulagbes comerciais. As formulacdes também devem oferecer seguranca
para os produtores, consumidores, animais tratados e ao meio ambiente e
finalmente, apresentarem eficacia no controle dos organismos alvo (MOTA et

al., 2003).

2.8.1 Fungos nematéfagos

Os fungos nemat6fagos estao presentes na natureza como antagonistas
naturais de nematdides de vida livre, conhecidos como destruidores de
nematoides (BARRON, 1977). Foram primeiramente descritos h4 mais de um
século e catalogados em mais de 150 espécies, as quais se encontram
divididas em trés grupos principais: oportunistas, endoparasitos e predadores
(BARRON, 1977; GRONVOLD et al.,1993).

Os fungos oportunistas sdo parasitas de ovos, seu mecanismo de acéo
inicia-se pela colonizacdo da superficie dos ovos e posterior penetracdao das
hifas por poros presentes na membrana dos mesmos. O processo de

penetracdo ocorre por um conjunto de agcdes mecanicas e enzimaticas (LYSEK
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e STERBA, 1991). A acdo enzimatica ocasiona aumento da permeabilidade da
membrana dos ovos, facilita a passagem de toxinas e promove desequilibrio
osmatico, prejudicando diretamente o desenvolvimento dos estagios pré-
parasitarios provenientes dos ovos (STIRLING e OESTE, 1991). Ocorre
também a colonizagdo do conteudo interno dos ovos ou mesmo as larvas em
desenvolvimento (MOTA et al., 2003).

Os fungos endoparasitos atuam em estagios larvares e também em
nematdéides adultos. O processo de infec¢do inicia-se pela ingestdo de esporos
capazes de se desenvolver e colonizar o conteudo interno dos nematoides,
podendo promover a morte dos mesmos (BARRON, 1977). Os predadores
pertencem a um grupo heterogéneo de microfungos, caracterizado por sua
habilidade em capturar e destruir nematdides, assim como competir pelas
fontes de nutrientes ou suplementos necesséarios para o desenvolvimento
fungico no meio-ambiente (WALLER e FAEDO, 1996).

Os fungos predadores caracterizam-se pela producdo de um sistema de
hifas em forma de uma rede tridimensional adesiva, semelhante a armadilhas,
onde capturam formas larvares de nematdides parasitas, em fase exdgena de
desenvolvimento, ou nematdides de vida livre. O estimulo para ativar essas
armadilhas acontece quando larvas de nematdides, ou mesmo outros
microorganismos se movimentam, pelo contato com suas excretas, compostos
biologicos ou até mesmo por condicdes adversas, tais como: escassez de
nutrientes e de agua (BALAN e GERBER, 1972; BIRD e HERD, 1994). O
aparecimento das estruturas predadoras pode acontecer dentro de 24 horas

apos a interacdo fungo - nematdide (PRAMER, 1964). No caso de larvas
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infectantes dos nematdides parasitos, a cuticula externa ndo confere protecéo
a acdo predatéria dos fungos (WHARTON e MURRAY, 1990).

Segundo Dias et al. (2007), os fungos classificados como predadores
destacam-se dentre as alternativas mais promissoras para o controle biolégico
das doencas parasitarias dos animais domeésticos. Dentre outros fatores, estao
naturalmente em abundancia no solo e podem utilizar varios substratos
organicos e micro habitats que promovem oportunidades para a interagdo com
nematdides (GRONVOLD et al.,1996). Sdo cosmopolitas, e além do solo,
também sdo encontrados em pastagens e qualquer tipo de detritos organicos
em decomposi¢cdo. Locais estes, propicios também ao desenvolvimento de
estagios imaturos de nematoides parasitas (FAEDO et al., 1998).

De acordo com Mota et al. (2003), esses agentes ndo apresentam efeito
sobre as fases parasitarias dos nematoéides, mas concentram suas ac¢des sobre
0s hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais de vida
livre, diminuindo a fonte de infec¢cdo para os hospedeiros finais. Desta forma,
para animais criados em sistemas extensivos, o uso do fungo pode propiciar a
reducdo de larvas infectantes presentes na pastagem e consequentemente a
taxa de reinfeccéo dos animais.

Um requisito essencial para que um isolado seja possivelmente explorado
no controle biolégico de parasitas, é que ele possua a habilidade de suportar a
passagem pelo trato gastrintestinal dos animais ap6s administracdo oral. Ou
seja, deve suportar condicOes de estresse e, uma vez presente nas fezes ser
capaz de germinar, colonizar o bolo fecal e capturar os estagios larvares
recém-eclodidos dos ovos, antes que migrem para a pastagem (BRAGA et al.,

2010). Além disso, deve possuir especificidade de acado, alta capacidade
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reprodutiva e suportar as condicdes ambientais e climéticas da regido

geografica onde o controle sera realizado (BRAGA et al., 2009).

2.8.2 Duddingtonia flagrans

Duddingtonia flagrans é um fungo predador de nematodides e destaca-se
dentre os agentes mais estudados para uso no controle biolégico das
parasitoses dos animais domésticos, apresentando grande potencial para uso
nesta modalidade (BRAGA et al., 2009). Conforme mecanismo anteriormente
descrito para os fungos predadores, D. flagrans apresenta como caracteristica
hifas que se desenvolvem em forma de redes tridimensionais adesivas,
semelhantes & armadilhas.

A atividade predatoria inicia-se com a interacdo larva/nematoide de vida
livre — fungo, promovendo contato entre as armadilhas e a cuticula dos
nematéides, seguido do seu aprisionamento. Apds, ocorre rompimento da
cuticula, entrada e crescimento das hifas no interior do corpo da larva,
promovendo imobilizacdo e digestdo de seu conteludo interno, causando sua
morte (WANG et al., 2006). O processo € complexo, ocorrendo por meio de
uma combinacdo de eventos fisicos e enzimaticos (DA CRUZ et al., 2011). A
acdo enziméatica é fundamental para a perfuracdo e degradacdo da cuticula
(rica em quitina) de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais. As
seguintes enzimas ja foram isoladas de D. flagrans: fosfatases acidas,
proteases, fosfofolipase C, lipases e pectinases (MEYER e WIEBE, 2003;
MOTA et al., 2003).

D. flagrans produz clamidésporos, estruturas reprodutivas com parede
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espessa e altamente resistentes, diferenciados a partir das hifas, os quais
podem dar origem a hifas, conidiéforos e conidios (BARRON, 1977). Se
ingeridos, os clamidésporos percorrem o trato gastrintestinal dos animais e
permanecem viaveis quando nas fezes, colonizando-as logo apds a sua
deposi¢do no solo (FAEDO, LARSEN e WALLER, 1997). No bolo fecal, o
desenvolvimento do fungo é estimulado pelo contacto com um namero
crescente de larvas infectantes (PAZ-SILVA et al., 2011) e também por
nematoides de vida livre. Com a colonizagdo, os clamidésporos podem atingir a
pastagem, sendo frequente sua ingestao juntamente com o pasto (MOTA et al.
2003)

Em relacdo a possiveis efeitos adversos da administracdo de D. flagrans
aos animais, Madeira de Carvalho et al. (2003), concluiram, por meio de
avaliacdo de parametros hematologicos e bioquimicos que o fungo ndo causa
efeitos adversos, quando administrado via oral a equinos. Além disso, poderia
haver preocupacdo sobre outras consequéncias, como, por exemplo, acao
sobre outros organismos que trazem beneficios para o solo e para o meio-
ambiente. Porém, em estudo desenvolvido por Knox, Josh e Anderson (2002),
foi comprovado que D.flagrans ndo promove impacto ambiental negativo
guando usado em um sistema de producdo a pasto. Os autores observaram
que o numero de nematodides de vida livre e de microartropodos ndo foram
reduzidos (P>0,05) pelo fungo, como também néo foi verificado efeito (P>0,05)
sobre a presenca de outros fungos predadores.

Desde o inicio da década de 90 até os dias atuais sdo crescentes 0s
estudos desenvolvidos com uso de D.flagrans no controle das endoparasitoses

dos animais domésticos. Nas mais variadas regides do mundo pesquisadores
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ja relataram eficacia de D. flagrans no controle de estagios imaturos de
parasitos de bovinos (LARSEN et al., 1995; SILVA et al., 2013), caprinos e
ovinos (LARSEN et al., 1998; WAGHORN et al., 2003; OJEDA-ROBERTOS et
al., 2008) e também de equinos (BIRD e HERD, 1994; LARSEN et al., 1996;
MADEIRA DE CARVALHO et al., 2007; ARAUJO et al., 2010; PAZ-SILVA et
al.,, 2011; TAVELA et al., 2013).

A atividade predatéria de D. flagrans sobre nematéides de equinos ja foi
muito estudada in vitro, demonstrando altos indices de eficacia na reducdo do
ndamero de larvas infectantes de estrongilideos (BIRD e HERD, 1994;
FERNANDEZ et al., 1997; FERNANDEZ et al., 1999; SANTOS, PADILHA e
RODRIGUES, 2001). Com relacdo a atividade do fungo em condicGes
ambientais, estudos de Larsen et al. (1996) e Braga et al. (2009) observaram
eficAcia na reducdo de larvas infectantes na pastagem, o que se refletiu na
diminuicdo do numero de parasitos presentes no trato gastrintestinal dos
animais que foram mantidos nos piquetes de experimentacdo. Outra
caracteristica de D. flagrans é sua capacidade de ser produzido em larga
escala, devido a sua alta habilidade reprodutiva e resisténcia a longos periodos
de armazenamento, suportando as mais variadas condigbes ambientais
(GRONVOLD et al., 1996).

Pesquisas em epidemiologia, biologia e modo de acdo de fungos
nematofagos demonstram a viabilidade do emprego desses agentes no
controle biolégico de helmintos gastrintestinais. Entretanto, deve-se considerar
a importancia de avaliar os isolados com caracteristicas predatorias
promissoras em condi¢des climaticas variadas (MOTA et al., 2003). D. flagrans,

se desenvolve melhor entre 20 e 25°C e um indice pluviométrico entre 15 e 60
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mm por semana (GRONVOLD et al.,1996). Entretanto, essas condicfes podem
variar conforme o isolado.

Segundo Madeira de Carvalho et al. (2007), um fator imposto & utilizacao
de D.flagrans no controle biolégico de parasitas € a necessidade de sua
presenca nas fezes dos hospedeiros para que ocorra reducdo das formas
larvares no bolo fecal e consequentemente na pastagem. Nesse sentido,
quando um animal ingere clamidésporos ocorre a emissdo dos mesmos
juntamente com o conteudo fecal. As fezes frescas de bovinos e equinos, em
condicdes climaticas ideais, sdo rapidamente colonizadas pelo fungo. Sendo
também frequente a sua ingestdo durante o pastoreio, com subsequente

excrecgéo nas fezes (LARSEN, 2000).

2.10 CONCLUSAO

Diante do impacto negativo que as endoparasitoses podem causar na
equinocultura e levando-se em consideracao a situacao atual de processo de
resisténcia parasitaria, principalmente associado aos ciatostomineos
recomenda-se que 0 controle parasitario seja orientado por profissionais
qualificados.

Os médicos veterinarios devem orientar criadores e funcionarios sobre o
uso adequado dos antiparasitarios, doses e intervalos entre tratamentos,
buscando reduzir o uso e assim prolongar a vida util desses produtos. Deve-se
mudar a concepgao “de cura total”, com uso de tratamentos supressivos,
buscando eliminar a0 maximo os parasitas. A recomendacgédo deve estar

BN

associada a tratamentos estratégicos, baseados na epidemiologia dos
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parasitas.

Pesquisas com controle biologico realizado com o fungo nematéfago D.
flagrans tém demonstrado excelentes resultados no controle de nematoides
gastrintestinais de equinos. O emprego de D. flagrans como estratégia de
controle parasitario podera reduzir a dependéncia aos anti-helminticos e a
selecd@o para nematddeos resistentes. Além disso, diminuira a contaminacéo da
pastagem e consequentemente podera diminuir a ingestdo de larvas

infectantes, reduzindo o parasitismo animal.
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3. ACAO DO FUNGO Duddingtonia flagrans NA REDUCAO DE LARVAS
INFECTANTES DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE EQUINOS:
MODELO IN VITRO E IN VIVO

Resumo

O parasitismo gastrintestinal em equideos pode afetar todas as categorias,
causando grandes prejuizos econdémicos, perdas produtivas e até morte dos
animais. O controle destes parasitas € tradicionalmente realizado através do
uso de anti-helminticos quimicos. Entretanto, atualmente observa-se
resisténcia destes agentes a maior parte das classes de medicamentos
disponiveis para seu combate. Dessa forma, necessita-se de medidas
alternativas ou suplementares de controle parasitario. O objetivo deste estudo
foi avaliar a acdo do fungo Duddingtonia flagrans frente a larvas infectantes de
nematoides de equinos. O delineamento foi inteiramente casualizado,
composto por trés grupos tratados (T1, T2 e T3) e um grupo controle (C), com
cinco animais cada. Os tratamentos consistiram em clamidésporos de D.
flagrans em trés titulagdes: (T1) 2,5x10°; (T2) 5x10° e (T3) 1x10° kg™ de peso
vivo animal (PV). O experimento foi subdividido em cinco dias de tratamento e
cinco dias pés-tratamento, totalizando 10 dias. Amostras fecais foram coletadas
diariamente e analisadas por meio de contagem de OPG e coprocultura. A
analise estatistica foi realizada por meio do software livre R. Na contagem de
OPG, os grupos foram diferentes (P<0,05) somente nos dias 8, 9 e 10 da
avaliacdo. Na contagem de larvas infectantes, os grupos apresentaram
diferengas significativas (P<0,05) nos dias 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8, 9 e 10 . Foi
observada correlacdo significativa entre contagem de OPG (p=0,001) e
contagem de L3 (p=0,004) somente nos grupos Controle e T1. Os grupos T2 e
T3 apresentaram percentuais de reducdo larval de até 99,05% e 99,69%,
respectivamente. Conclui-se que na dosagem de 5x10° e 1x10° clamidésporos
Kg™, D. flagrans pode ser inserido na alimentacéo de equinos, proporcionando
reducdo significativa no numero de larvas infectantes de nematbides
gastrintestinais. O uso do fungo pode servir como método auxiliar no controle
de nematodides de cavalos.

Palavras Chave: Controle biolégico, fungos nematéfagos, clamidosporos,
armadilhas.
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3. ACTION OF THE FUNGUS Duddingtonia flagrans IN REDUCING OF
INFECTIVE LARVAE OF GASTROINTESTINAL NEMATODES OF HORSES:
IN VITRO AND IN VIVO MODEL

Abstract

The gastrointestinal parasitism in horses can affect all categories, causing great
economic and production losses and even death of animals. The control of
these parasites is traditionally performed with the use of chemical anthelmintics.
However, currently there is resistance of these agents to most classes of drugs
available. Thus, there is a need to develop new alternative or additional
measures of parasite control. The aim of this study was to evaluate the effect of
Duddingtonia flagrans against infective larvae of nematodes of horses. The
study design was completely randomized, with three treated groups (T1, T2 and
T3) and a control group (C), with five animals tests in each. The treatments
consisted of chlamydospores of D. flagrans in three doses: (T1) 2,5x10°; (T2)
5x10° (T3) 1x10° kg™ of animal body weight. The experiment was divided into
five days of treatment and five days post-treatment, totaling 10 days. Fecal
samples were collected daily and analyzed using the faecal egg count (EPG)
and coproculture. Statistical analysis was performed using the software free R.
The groups were statistically different for EPG counts only on days 8, 9 and 10
(P<0.05) of the assessment. The groups showed significant differences (P<
0.05) for larval count on days 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 and 10. Significant correlation
was observed between EPG (p= 0.001) and L3 (p= 0.004) only for the Control
and T1 groups. Groups T2 and T3 showed a reduction of larvae of 99.05% and
99.69%, respectively. At the dosage of 5x10° and 1x10° chlamydospores kg™,
D. flagrans may be inserted in the feed of horses providing significant reduction
in the number of infective larvae of gastrointestinal nematodes. It can also serve
as an alternative method in the control of nematodes of horses.

Key Words: Biological control, nematophagous fungi, chlamydospores, traps.

42


http://europepmc.org/abstract/MED/7884564

3.1 INTRODUCAO

Os sistemas de criacdo de equideos favorecem uma elevada incidéncia
de parasitoses gastrintestinais, ja nas primeiras semanas de vida. Podendo
causar desde um pequeno desconforto abdominal até episédios fulminantes de
cOlica e morte (MOLENTO, 2005). Ocasionando ainda elevadas perdas
econdmicas, considerando-se também a redugdo no ganho de peso e na
produtividade, aumento na susceptibilidade a doencas e custos com
tratamentos.

O controle destas parasitoses é fundamental, sendo tradicionalmente
realizado por meio do uso de anti-helminticos quimicos. Porém, atualmente se
observa resisténcia dos parasitos a maior parte desses medicamentos, nas
mais variadas regi6es do mundo. A resisténcia parasitaria tem se tornado cada
vez mais importante no decorrer dos anos, principalmente em relacdo ao
controle parasitario em equinos (CANEVER et al., 2013).

Diante destes fatores, ressalta-se a necessidade de formas alternativas
ou suplementares de controle parasitario, na qual se pode inserir o controle
biolégico de parasitas. Diversas espécies de fungos nematdéfagos possuem
capacidade para uso nesta modalidade, dentre os quais, se destaca o
Duddingtonia flagrans (MOTA et al., 2003).

D. flagrans possui grande capacidade de produzir clamidosporos,
estruturas reprodutivas com parede espessa e altamente resistentes, que se
ingeridos, percorrem o trato gastrintestinal dos animais e permanecem viaveis
quando nas fezes, colonizando-as logo apés a sua deposicdo no solo

(LARSEN et al. ,1995). No meio-ambiente, a coloniza¢do inicia-se com
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germinacdo de esporos e posterior formagdo de hifas e micélios. As hifas
desenvolvem-se em forma de redes tridimensionais adesivas, semelhantes a
armadilhas, responsaveis pelo aprisionamento mecanico do nematoide,
iniciando assim a atividade predatoria do fungo (WAGHORN et al., 2003).

Em condicdes ideais de temperatura e umidade, D. flagrans possui
capacidade de reduzir o numero de larvas infectantes de nematdides
gastrintestinais presentes no bolo fecal e consequentemente pode reduzir a
contaminagcdo da pastagem e indiretamente, a taxa de infeccdo animal
(LARSEN et al., 1996). Podendo tornar-se uma importante alternativa a ser
empregada em formulagbes bioldégicas para o controle de infeccdes
parasitarias em equinos e outros animais.

Desta forma, este estudo teve por objetivo avaliar a acdo de D. flagrans
frente a larvas infectantes de nematdéides de equinos apos passagem pelo trato

gastrintestinal.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Isolado fungico

Foi utilizado D. flagrans, isolado CG 768, processado no Laboratério de
Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense —
Darcy Ribeiro, Campos de Goytacazes, RJ. O isolado foi cultivado utilizando
milho triturado como meio para crescimento, a uma temperatura entre 23 e
27°C na auséncia de luz por 21 dias. Posteriormente, o material foi secado em

estufa a 25°C. ApOs secagem retirou-se amostras de 10 gramas e foi
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adicionado 100 mL de agua destilada. O material foi homogeneizado, filtrado e
em seguida realizou-se uma contagem de clamiddsporos utilizando camara de
Neubauer, em triplicata. Foi determinado o nimero de clamidésporos por mL e
posteriormente associou-se 0 volume e 0 peso utilizados para obtencdo do

namero de clamidosporos por grama de milho triturado.

3.2.2 Experimento in vivo

O experimento in vivo foi realizado no Haras Sdo José da Serra,
localizado no municipio de Sao José dos Pinhais, PR. O estudo ocorreu no
periodo correspondente a primavera do ano de 2012. Foram utilizados 20
cavalos adultos, da raca Puro Sangue Inglés (PSI). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, composto por trés grupos tratados
(T1, T2 e T3) e um grupo controle (C), com cinco animais cada. Os tratamentos
consistiram em clamidésporos de D. flagrans em trés titulagdes: (T1) 2,5x10>;
(T2) 5x10° e (T3) 1x10° kg de peso vivo animal. Os grupos tratados
receberam o fungo juntamente com 500g de aveia em gréos e o grupo controle
recebeu somente a aveia. Os tratamentos foram administrados em cochos
individuais, entre sete e oito horas da manha. A pesquisa transcorreu em um
periodo de 10 dias, subdivididos em cinco dias de tratamento (periodo de
administracdo do fungo) e cinco dias pds-tratamento. Durante todo o periodo
experimental, amostras fecais de todos os animais, foram coletadas via retal,

no mesmo horario estabelecido para administracdo dos tratamentos.
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3.2.3 Andlises laboratoriais

A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foi realizada conforme o
método de Gordon e Whitlock (1939) modificado na concentracdo de 4 g de
fezes para 26 ml de solucdo saturada. As amostras foram analisadas
individualmente em duplicata, com calculo para média de cada repeticdo. Em
seguida, foi determinada a média para cada grupo, por dia avaliado. A
coprocultura foi realizada conforme Roberts e O’Sullivan (1950),
individualmente, por dia avaliado. O material foi acondicionado em estufa BOD
(28°C e 60% URA) por 10 dias. As larvas infectantes (L3) recuperadas de cada
amostra foram quantificadas em triplicata sendo calculada a média para cada
repeticAo e posteriormente a média para cada grupo, por dia avaliado.
Calculou-se o percentual de reducao larval dos tratamentos para cada dia de

avaliacdo, conforme Mendoza-de- Guives et al. (1999):

% de reducdo =_Média de L3 do grupo controle - Média de L3 do grupo tratado X 100

Média de larvas do grupo controle

3.2.4 Anélise estatistica

Os dados de contagem de OPG e L3 foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors. Como a normalidade n&o foi comprovada foi aplicado
teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para comparacdo dos
quatro grupos (C, T1, T2, T3) em cada um dos 10 dias. O teste de Friedman foi
utilizado para avaliar diferencas entre os 10 dias de avaliagdo e o teste DMS

(diferenca minima significativa) para a identificacéo de diferencas significativas.
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A correlagédo entre a contagem de OPG e L3 foi verificada pelo teste de
Spearman. Todas as andlises utilizaram o software R (R DEVELOPMENT

CORE TEAM, 2013).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo a varihvel OPG, o0s valores dos grupos foram
estatisticamente diferentes somente nos dias 8, 9 e 10 (P<0,05) (Figura 1). O
T3 apresentou diferencas significativas em todas as comparacdes analisadas
nestes dias (Tabela 1), o que pode ser justificado pelo aumento dos valores de
OPG deste grupo. Quando se avaliou as diferencas entre os 10 dias, todos os

grupos mostraram-se semelhantes (P>0,05).

FIGURA 1: MEDIA (+ ERRO PADRAO) DA CONTAG~EM DE OVOS POR
GRAMA DE FEZES (OPG) DE EQUINOS APOS INGESTAO DE DIFERENTES
DOSAGENS DE CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans.
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C: Controle, T1: 25x10%* T2: 5x10° e T3: 1x10° clamidésporos de Duddingtonia

flagrans por kgt de peso vivo. Asterisco (*): Indica dias com diferenca

significativa (P<0,05) entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis.
Fonte: O autor (2012).
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TABELA 1: COMPARACAO DAS DIFERENCAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE TRATAMENTOS DENTRO DOS DIAS 8; 9; 10.

Grupos T1 T2 T3
C 0,1 0,234 0,0006*
T1 0,770 0,0160*
T2 0,0080*
C 0,2 0,021 0,00008*
T1 0,212 0,0010*
T2 0,0160*
C 0,0 0,179 0,0004*
T1 0,428 0,0470*
T2 0,0090*

C: Grupo Controle, T1- 25x10% T2: 5x10°> e T3: 1x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg* de peso vivo. Asterisco (*): Indica diferenca
significativa (P<0,05) entre dois tratamentos pelo teste DMS (diferenga minima
significativa).

FONTE: O autor (2012).

Segundo Waghorn et al. (2003), D. flagrans é um fungo predador de
nematdides e somente exerce acdo nos estagios larvais de vida livre dos
parasitas. Concordando com estes autores, 0s resultados observados neste
estudo demonstraram que D. flagrans nédo exerceu atividade direta sobre a

OPG.

Em estudo transcorrido durante seis meses, Larsen et al. (1996)
avaliaram o uso de D. flagrans no controle de endoparasitas de cavalo e
observaram efeito (P<0,05) de reducédo na contagem de OPG nos ultimos cinco
meses do estudo. Resultados semelhantes foram obtidos por Braga et al.
(2009), os quais utilizaram micélios de D. flagrans na dosagem de 1g/10 Kg de
peso vivo, adiministrado via oral, semanalmente, durante seis meses. No
entanto, o efeito (P<0,05) foi observado apés dois meses de avaliacdo. Tavela
et al. (2011) observaram 87,5% de reducdo no OPG ap6s um més de
avaliacdo, utilizando mesma dosagem e formulacdo, com o fungo

Monacrosporium thaumasium. A reducdo nos valores de OPG pode ser
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atribuida a acéao indireta do fungo, o qual atua na reduc¢éo do numero de larvas
infectantes presentes na pastagem, reducdo da ingestdo de larvas pelos
animais e consequentemente reducdo da carga parasitaria animal e da

eliminagdo de ovos nas fezes.

Na contagem de larvas infectantes, os grupos apresentaram diferencas
(P<0,05) nos dias 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 e 10 (Figura 2). O T3 demonstrou-se
superior aos demais, revelando maior niumero de comparacfes significativas
(P<0,05) entre tratamentos (Tabela 2) ao longo do periodo avaliado. No dia 10,
os grupos T2 e T3 apresentaram diferengas (P<0,05) mostrando-se superiores
ao T1. Quando se avaliou diferencas entre os dias, o grupo Controle foi
semelhante ao longo dos 10 dias (P>0,05), porém, T1; T2 e T3 apresentaram

diferengas (P<0,05) dentre o periodo avaliado.

FIGURA 2: MEDIA (+ ERRO PADRAO) DO NUMERO DE LARVAS
INFECTANTES OBTIDAS DE COPROCULTURA DE EQUINOS APOS
TRATAMENTO COM DIFERENTES DOSAGENS DE CLAMIDOSPOROS DE
Duddingtonia flagrans.
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C: Grupo controle; T1: 25x10% T2: 5x10° T3: 1x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo. Asterisco (*): Indica dias com
diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos pelo teste Kruskal-Wallis.
FONTE: O autor (2012).
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TABELA 2: COMPARACAO DAS DIFERENCAS MINIMAS SIGNIFICATIVAS
ENTRE TRATAMENTOS DENTRO DOS DIAS 2; 3; 4, 5;6; 7; 8; 9; 10.

Dias Grupos T1 T2 T3
C 0,0030* 0,0015* 0,0012*
2 T1 - 0,7400 0,6500
T2 - - 0,9100
C 0,001* 0,1 0,0001*
3 Tl - 0,0001* 0,1
T2 - - 0,0001*
C 0,0017* 0,0025* 0,00004*
4 T1 - 0,8600 0,0820
T2 - 0,0590
C 0,0019* 0,0076* 0,0003*
5 T1 - 0,5200 0,4200
T2 - - 0,1600
C 0,0040* - 0,0110*
6 T1 - 0,1600 0,6200
T2 - - 0,3500
C 0,0002* 0,000008* 0,0040*
7 Tl - 0,0860 0,1820
T2 - - 0,0050*
C 0,0060* - 0,0003*
8 T1 - 0,2100 0,1900
T2 - - 0,9300
C 0,0010* 0,0010* 0,0290*
9 Tl - 1,0000 0,1350
T2 - - 0,1350
10 C - 0,022* 0,032*

Asterisco (*): Indica diferenca significativa (P<0,05) entre dois tratamentos pelo
teste DMS (diferenca minima significativa). C: Grupo Controle, T1: 25x10%, T2:
5x10° e T3: 1x10° clamidésporos de Duddingtonia flagrans por kg de peso
Vivo.

FONTE: O autor (2012).

Os valores de percentual de reducdo larval estdo demonstrados na
Tabela 3. O T1 apresentou percentual de reducdo larval em coprocultura
variando entre 64,95 a 98,43%. Entretanto, o teste de Spearman demonstrou
correlacdo positiva entre a contagem de OPG (p=0,001) e contagem de L3

(p=0,004) nos tratamentos Controle e T1. Neste caso, o percentual de reducao

larval observado no T1 estaria associado ao OPG e nao pode ser condicionado
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a acdo do fungo. Para o respectivo isolado, esta dosagem pode ter sido

limitante para alcancar reducgéo larval estatisticamente significante.

TABELA 3. MEDIA DO PERCENTUAL (%) DE REDUCAO DE LARVAS
INFECTANTES OBTIDAS DE COPROCULTURA DE EQUINOS APOS
TRATAMENTO COM CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans DURANTE
5 DIAS.

Periodo de tratamento | Periodo pés-tratamento

Trat. Dial Dia2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 Dia10

T1 0 64,95 88,61* 98,43* 97,17 94,20* 95,92* 94,56* 97,42* 84,20
T2 0 72,52* 40,27* 98,65* 97,38* 98,65 99,05* 98,38 97,24* 90,70*
T3 0 75,27 70,59* 99,69 98,49* 94,95 095,60* 98,66* 91,04* 92,37*

G: Grupo; D: Dia; C: Grupo Controle, T1: 25x10%, T2: 5x10°> e T3: 1x10°
clamidésporos de Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo.

Asterisco (*): Indica diferenga significativa (P<0,05) entre dois tratamentos pelo
teste DMS (diferenca minima significativa).

FONTE: O autor (2012).

O T2 e T3 apresentaram percentual de reducado larval entre 40,27 e
99,05%; 70,59 e 99,69% (Tabela 3), respectivamente. Nestes grupos néo foi
constatada correlacdo entre as variaveis OPG e L3 (P>0,05). Ou seja, a
reducdo na contagem de L3 n&o foi acompanhada pelo OPG. Pode-se concluir
que a elevada reducdo do numero de larvas infectantes ocorreu devido a
atividade predatéria do D. flagrans.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandez et al. (1999),
porém utilizando concentracdo de clamidésporos 10 vezes superior a maior
dosagem utilizada neste estudo, observando 98,4% de reducgao larval na
coprocultura. Como parte do mesmo estudo, 0s pesquisadores avaliaram a
acao na reducéao de larvas infectantes na pastagem, constatando eficacia entre
85,8% e 99,4%. Em estudo transcorrido durante seis meses, Braga et al.

(2009), obtiveram melhores resultados no quinto més de avaliagdo, com 68,5%
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de reducdo larval em coprocultura, enquanto na pastagem a reducdo maxima
ao longo do periodo foi de 82,5%.

Esses dados confirmam que a atividade predatéria de D. flagrans é
variavel, podendo ser influenciada por inumeros fatores. Mota et al. (2003),
ressaltam que as condigcbes climéticas podem afetar diretamente o
desenvolvimento e atividade de um fungo. Os autores recomendam que
isolados fungicos com caracteristicas predatorias promissoras sejam avaliados
em condi¢des climéticas variadas. Além disso, varidveis ambientais e/ou do
microambiente fecal também estdo associados ao potencial nematéfago de um
fungo. Paz-silva et al. (2011) avaliaram a relacdo de D. flagrans com a carga
endoparasitaria em equinos, utilizando quatro concentracfes de clamidésporos
(0.1, 0.2, 0.4 e 0.8x10%100g de fezes) aplicadas em solucdo diretamente sobre
as fezes de animais, na pastagem. Foi constatado que o fungo adaptou-se a
guantidade de parasitas presentes nas fezes. Conforme Mota et al. (2003) no
bolo fecal o desenvolvimento do fungo é estimulado pelo contato com um
namero crescente de larvas infectantes e também por nematdides de vida livre.
Dessa forma, os resultados oriundos de percentual de reducdo larval em
coprocultura ndo podem ser extrapolados para o percentual de reducéo larval
na pastagem.

Fontenot et al. (2003), afirmaram que a capacidade dos fungos
predadores em combater os nematoides pode ser avaliada pela recuperacao
das L3 nos cultivos fecais e o percentual de reducao indica a eficacia do fungo
em controlar as larvas presentes no material fecal. Ressalta-se que estudos
laboratoriais sdo importantes para encontrar os fungos com maior potencial

para biocontrole. Entretanto, sdo limitados, pois superestimam a capacidade
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predatoria dos fungos em ambiente restrito, no qual ndo sédo reproduzidas as
reais interferéncias do clima, do solo e da pastagem e as larvas nao
conseguem escapar da acao do fungo (CAMPOS et al., 2009).

O conhecimento do tempo de eliminacdo apo6s ingestdo de um fungo
determinara a implantacdo de intervalos entre dosagens. Considerando a
importancia deste fator alguns pesquisadores buscaram avaliar a eliminacao de
clamidésporos de D. flagrans em diferentes espécies. Em ovinos, Ojeda-
Robertos et al. ( 2008) observaram a presenca dos esporos nas fezes entre 24
e 144 h apés administracao da ultima dosagem. Em bovinos, Silva et al. (2013),
avaliaram a atividade D. flagrans 12; 15; 18; 21; 24; 48 e 72 h apds seu
consumo, observando maior atividade predatoria (98,3%) 72 h apds a ingestédo
do fungo. Em equinos, Larsen et al. (1995), observaram eliminacdo de
clamidosporos até 80 h apds sua ingestdo. Resultado semelhantes foram
constatados por Araujo et al. (2010), os quais avaliaram a eficacia de D.
flagrans 12; 24; 48 e 72 h pdés-tratamento. Obtendo, nesta ultima avaliacéo, o
maior percentual de eficacia.

Resultados superiores foram observados neste estudo, no qual o
percentual de reducéo larval (Tabela 3) dos grupos tratados permaneceu em
nivel constante até o dia nove, ou seja, 96 h ap6s a ingestdo do fungo.
Somente apds 120 h, que compreende a Ultima administracdo dos tratamentos,
observou-se reducdo dos valores. Nesta avaliacdo o T2 e T3 foram
significantes (P<0,05) quando comparados ao grupo C (Tabela 2). Menor
decréscimo no percentual de reducédo larval foi observado no T3, composto
pela maior concentracdo fungica, o qual apresentou valores entre 70,59 e

99,69% no decorrer dos 10 dias de observacdo. A atividade predatoria
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demonstrou-se dose-dependente, estando o maior tempo de acdo e menor
namero de L3 associados ao tratamento composto pela maior dosagem de
clamidosporos, correspondente ao T3.

A estipulagdo de intervalos entre tratamentos € um fator de extrema
importancia para promover a aplicacdo de D. flagrans rotineiramente como
método de controle biologico. Este estudo demonstrou que com intervalos de
até 96h pdés-tratamento o fungo ainda promoveu reducao continua do niumero
de L3 em coprocultura. Indicando que ndo ha necessidade de administracédo
diaria aos animais. Além disso, considerando-se cavalos mantidos em sistemas
extensivos, o tratamento ainda pode ser reforgcado pela frequente ingestado de
clamidésporos juntamente com o pasto (LARSEN, 2000).

Isso se justifica pelo fato de que apds a eliminacao, fezes de animais
tratados (contendo clamidésporos) sdo rapidamente colonizadas pelo fungo,
quando em condi¢es ambientais favoraveis. Ocorrendo também disperséo de
esporos para areas de pastagem adjacente (LARSEN, 2000). Podendo assim
promover a ingestdo do fungo inclusive por outros animais que estejam
alocados na mesma pastagem. Seu uso a médio e/ou longo prazo pode ser
inserido como uma medida extremamente positiva para reduzir a contaminacao
da pastagem por L3 e consequentemente a taxa de infeccdo dos animais.
Podendo atuar como método auxiliar de controle parasitario, reduzindo o uso
de compostos anti-helminticos, a dependéncia a esses produtos e a pressao de

selecéo para a resisténcia parasitaria.
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3.4. CONCLUSAO

O estudo demonstrou que com administracfes diarias, o fungo passou a
reduzir continuamente o nimero de L3 apds o 3° dia de uso nas trés dosagens
avaliadas.

Nas condicdes deste estudo, as dosagens de 5x10° e 1x10°
clamidésporos Kg' de D. flagrans podem ser inseridas na alimentacdo de
equinos com intervalos de até 120 h, proporcionando reducao significativa no

namero de larvas infectantes de nematoéides gastrintestinais.
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4. Duddingtonia flagrans NO CONTROLE DE NEMATOIDES
GASTRINTESTINAIS DE EQUINOS: AVALIAC}AO A LONGO PRAZO E IN
VITRO

Resumo

O controle das parasitoses gastrintestinais em equinos € imprescindivel.
Entretanto atualmente se observa resisténcia destes parasitas a maior parte
dos medicamentos disponiveis para seu combate. Dessa forma, necessita-se
de medidas alternativas ou suplementares de controle parasitario, na qual se
pode inserir o controle biolégico. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
do fungo Duddingtonia flagrans frente a larvas infectantes de nematdides
gastrintestinais de equinos em cultura fecal e no meio ambiente, apos
passagem pelo trato gastrintestinal dos animais. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, composto por trés grupos tratados (G1, G2 e G3)
e um grupo controle (C), com oito animais testes cada. Os tratamentos
consistiram em clamidésporos de D. flagrans em trés titulagdes: (G1) 1,5x10°>;
(G2) 3x10° e (G3) 6x10° kg* de peso vivo animal (PV). A pesquisa in vivo
transcorreu em um periodo de 30 dias, com administracdo de tratamentos e
coleta de fezes a cada 3 dias. Dia 0 — dia 21, correspondeu ao periodo de
administracdo dos tratamentos e dia 24 — dia 30 a coleta de fezes para
avaliacOes pds-tratamento. Foi realizada contagem de ovos por grama de fezes
(OPG) e cultura fecal, individualmente, por avaliacdo. Para a etapa
desenvolvida no meio-ambiente, foram delimitadas 36 areas de 1 m? cada,
namero equivalente para a distribuicdo de repeticbes em triplicata para cada
grupo, com amostras de fezes coletadas de todos os animais nas seguintes
fases do experimento in vivo: Dia 0(DO0), dia 15 (D15) e dia 30 (D30). As fezes
foram depositadas na pastagem e apés 14 e 21 de cada etapa de deposicao foi
avaliado o numero de larvas infectantes presentes nos bolos fecais e na
pastagem. Para a variavel OPG, todos os grupos demonstraram resultados
semelhantes (P>0,05). Com intervalos de 72 horas entre tratamentos, D.
flagrans reduziu significativamente o nimero de numero de L3 obtidas de
cultura fecal. Nas dosagens de 3x10° (G2) e 6x10° (G3) clamidésporos Kg™ o
fungo promoveu redugdo significativa na contagem de larvas infectantes
obtidas de coprocultura, diferindo (P>0,05) do grupo C. A temperatura média
registrada durante o periodo experimental foi desfavoravel ao desenvolvimento
e a atividade predatéria do fungo, prejudicando a avaliacdo de sua atividade
predatéria no meio-ambiente. Recomenda-se que novos estudos sejam
planejados e desenvolvidos baseando-se nas caracteristicas climaticas de
cada regiao e do periodo em que a pesquisa sera desenvolvida.

Palavras-chave: Parasita, fungo, pastagem, larvas infectantes, coprocultura.
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4. Duddingtonia flagrans IN THE CONTROL OF GASTROINTESTINAL
NEMATODE IN HORSES: LONG-TERM EVALUATION AND IN VITRO

Abstract

The control of gastrointestinal parasites in horses is essential, however
currently is observed that these parasites are resistant to the most drugs
available to combat it. The aim of this study was to evaluate the activity of the
fungus Duddingtonia flagrans against infective larvae of gastrointestinal
nematodes of horses in fecal culture and on environment, after passage
through the gastrointestinal tract of the animals. The experimental design was
completely randomized, with three treated groups (G1, G2 and G3) and a
control group (C), with eight animals tests each. The treatments consisted of
chlamydospores of D. flagrans in three titrations: (G1) 1.5 x10°; (G2) 3x10° and
(G3) 6x10° kg™ of live weight (LW). The research in vivo was carried out during
30 days, with administration of treatments and collect of feces every 3 days.
Day O - Day 21, corresponded to the period of administration of treatments and
Day 24 — Day 30 to the period of analysis after treatment. Was performed
counting of Eggs per gram of feces (EPG) and fecal culture, individually, to
each evaluation. To the stage developed in the environment, 36 areas of 1 m?
each were delimited on the pasture, equivalent to the distribution of repetitions
in triplicate for each group of stool samples collected from all animals in the
stages: Day 0 (DO), day 15 (D15) and day 30 (D30). Feces were deposed on
the pasture and after 14 and 21 days of each deposition step was evaluated the
number of infective larvae present in the dungs and on the pasture. For the
variable EPG all groups showed similar results (P>0.05). With intervals of 72
hours between treatments, D. flagrans reduced the number of L3 obtained of
fecal culture. At dosages of 3x10° (G2) and 6x10° (G3) chlamydospores per kg™
the fungus caused a significant reduction in the count of infective larvae
recovered from stool cultures, differing (P<0.05 ) of the group C. The average
temperature during the experimental period was unfavorable to the
development and predatory activity of the fungus, impairing the evaluation of
their predatory activity about environment conditions. It is recommended that
further studies be designed and developed based on climate characteristics of
each region and of the period in which the research will be developed.

Key-words: Endoparasites, fungus, pasture, infective larvae, fecal culture.
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4.1 Introducéao

Os equinos sdo hospedeiros de uma grande variedade de
endoparasitas, dentre os quais os helmintos destacam-se como 0S mais
importantes e prevalentes (LYONS et al., 1999). No geral, podem ocasionar
inUmeros prejuizos econdmicos e produtivos, com consequéncias diretas no
desempenho e na produtividade dos animais. Dentre algumas consequéncias
diretas, destacam-se: retardo no desenvolvimento, anemia, perda de peso,
distarbios intestinais e até morte dos animais (QUINELATO et al., 2008).
Segundo Molento (2005), em cavalos, as parasitoses intestinais podem
promover desde um pequeno desconforto abdominal até episddios fulminantes
de colica e morte.

O controle desses agentes torna-se imprescindivel para que se possa
promover o manejo sanitario de um sistema produtivo. Para esta finalidade,
antiparasitarios comerciais sdo tradicionalmente usados como a Unica
ferramenta, principalmente por sua praticidade, facilidade de aquisicdo e por
sua 6tima relacdo custo-beneficio (MOLENTO, 2005). Porém, na maioria das
vezes 0 uso desses produtos ocorre de maneira indiscriminada e sem a
associacdo de estratégias de controle adequadas, fato responsavel por
acelerar o desenvolvimento de resisténcia destes parasitos aos medicamentos
disponiveis para seu controle (MATTHEWS et al., 2004). Atualmente, observa-
se resisténcia destes agentes a maior parte das classes de antiparasitarios
disponiveis, principalmente em relagdo ao controle parasitario em equinos
(KAPLAN et al., 2004) no qual muitas vezes a resisténcia ocorre frente a todas

as classes anti-helminticas.
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Diante destes fatores, ressalta-se a necessidade de formas alternativas
ou suplementares de controle parasitario, na qual se pode inserir o controle
biologico de parasitas. Este se refere a diminuicdo da populacéo parasitaria
pela utilizacdo de antagonistas naturais disponiveis no ambiente cujas acdes
se concentram sobre os hospedeiros intermediérios, paraténicos, vetores e
estagios larvais de vida livre, ndo atuando, até onde se sabe, sobre estagios
internos de parasitos (MOTA et al. 2003).

Apesar dos inumeros agentes com potencial no controle biolégico de
helmintos, os fungos nematéfagos tém demonstrado os maiores avangos nas
pesquisas do assunto (ARAUJO et al., 2004), tanto in vitro como em condi¢des
naturais (LARSEN et al., 1992, 1995; PAZ-SILVA et al., 2011; SAGUES et al.,
2011). Nesta modalidade, D.flagrans destaca-se como uma das espécies mais
estudadas, apresentando muitas vantagens. Possuindo capacidade de produzir
grande quantidade de clamidésporos, estruturas reprodutivas com parede
espessa e altamente resistente, que se ingeridos, percorrem o trato
gastrintestinal dos animais e permanecem viaveis quando nas fezes,
colonizando-as logo apo6s a sua deposi¢do no solo (LARSEN et al. ,1999). No
bolo fecal, o desenvolvimento do fungo é estimulado pelo contacto com um
namero crescente de larvas infectantes e também por nematdides de vida livre.
Com a colonizacdo, os clamidosporos podem atingir a pastagem, sendo
frequente sua ingestao juntamente com o pasto (MOTA et al., 2003).

A acdo de fungos nematofagos esta concentrada no ambiente fecal e
direcionada ao combate das larvas de vida livre dos parasitos (ARAUJO et al.,
1998; CASTRO et al., 2003). Dessa forma, D.flagrans podera ser aplicado

como forma de reduzir a presenca de larvas infectantes nas pastagens e
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consequentemente a reinfestagdo dos animais, assim como promover a
profilaxia das endoparasitoses (MOTA et al., 2003). Além disso, destaca-se
como uma alternativa auxiliar a ser incluida em programas de manejo sanitario
integrado para controle de doengas parasitarias em equinos, buscando reduzir
a dependéncia aos anti-helminticos e consequentemente a selecdo para
parasitas resistentes.

Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade de D. flagrans frente a
larvas infectantes de nematdéides gastrintestinais de equinos em cultura fecal e

no meio ambiente, apds passagem pelo trato gastrintestinal dos animais.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolado fungico

Foi utilizado D. flagrans, isolado CG 768, processado no Laboratério de
Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense —
Darcy Ribeiro, Campos de Goytacazes, RJ. O fungo foi cultivado utilizando
milho triturado como meio para crescimento, a uma temperatura entre 23 e
27°C, na auséncia de luz por 21 dias. Posteriormente, o material foi secado em
estufa a 25°C. ApoOs secagem retirou-se amostras de 10 gramas adicionou-se
100 mL de agua destilada. O material foi homogeneizado, filtrado e em seguida
realizou-se contagem de clamiddsporos utilizando camara de Neubauer, em
triplicata. Foi determinado o nimero de clamiddsporos por mL e posteriormente
associou-se 0 volume e o peso utilizados para obtencdo do numero de

clamidosporos por grama de milho triturado.
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4.2.2. Experimento in vivo

O estudo in vivo foi desenvolvido no Regimento de Policia Montada
“Coronel Dulcidio” do Estado do Parana, localizado em Curitiba, PR, de
fevereiro a margo de 2013, totalizando 30 dias. Foram utilizados 32 cavalos
adultos, machos e fémeas, mantidos em baias individuais durante todo o
periodo experimental. A Sele¢cdo dos animais, assim como a formacgéo dos
grupos baseou-se na contagem de OPG.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por
trés grupos tratados (G1, G2 e G3) e um grupo controle (C), com oito animais
testes cada. Os tratamentos consistiram em clamidésporos de D. flagrans em
trés titulagdes: (G1) 1,5x10°; (G2) 3x10° e (G3) 6x10° kg™ de peso vivo animal
(PV). Os grupos tratados receberam o fungo associado ao milho triturado,
juntamente com 300g de aveia em gréos e o grupo controle recebeu somente a
aveia. Os tratamentos foram administrados em cochos individuais, entre sete e
oito horas da manhd, a cada trés dias (72 horas). A pesquisa in vivo
transcorreu em um periodo de 30 dias (ANEXO 1), sendo do dia zero ao dia 21,
correspondente ao periodo de administracdo dos tratamentos e dia 24 ao dia
30 as avaliacbes pos-tratamento. Dessa forma, os tratamentos foram
administrados aos animais oito vezes com intervalos de trés dias e apds foram
realizadas trés coletas de fezes para avaliacdes pos-tratamento. Durante todo
periodo experimental, as amostras fecais foram coletadas no mesmo horario

estabelecido para administracao dos tratamentos.
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4.2.3 Andalises laboratoriais

A contagem de ovos por grama de fezes (OPG) foi realizada conforme
método de Gordon e Whitlock (1939) modificado na concentracdo de 26 ml de
solugdo saturada e 4g de fezes. Todas as amostras foram analisadas
individualmente e posteriormente, foi determinada a média para cada grupo,
por avaliacdo. A coprocultura foi realizada conforme Roberts e O’Sullivan
(1950), individualmente, por dia avaliado. O material foi acondicionado em
estufa BOD (28°C e 60% URA) por 10 dias. As larvas infectantes recuperadas
de cada amostra foram quantificadas em triplicata sendo calculada a média
para cada repeticdo e posteriormente a média para cada grupo, por avaliacdo.
Calculou-se o percentual de reducao larval dos tratamentos para cada dia de

avaliacdo, conforme Mendoza-de- Guives et al. (1999):

% de reducéo = Média de L3 do grupo controle - Média de L3 do grupo tratado x 100

Média de L3 do grupo controle

4.2.4 Avaliacao da atividade de Duddingtonia flagrans no meio-ambiente

Esta etapa foi desenvolvida em uma area de pastagem do Campus de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, localizada no bairro
Cabral em Curitiba, PR. A area foi avaliada, mensurada e cercada. O pasto foi
rocado até alcancar aproximadamente 15 cm de altura. Realizou-se lavagem
de pasto (MOLENTO, 2001) prévia para avaliar a presenca de larvas

infectantes de parasitas gastrintestinais.
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No local foram delimitados 36 areas de 1 m? cada (ANEXO 6), para a
distribuicdo de repeticdes em triplicata para cada grupo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, onde os grupos foram distribuidos
ao acaso dentre as areas. Essa etapa teve duracdo de durante 51 dias e foi
desenvolvida paralelamente ao experimento in vivo. Para tal, foram usadas
amostras de fezes de todos os animais, coletadas nas seguintes avaliagdes:
DO, D15 e D30.

As amostras foram separadas por grupo e homogeneizadas, buscando-
se obter 1,5Kg/grupo/repeticdo em cada coleta. Apds pesagem e identificacao
as amostras foram manualmente depostas na pastagem. Para cada fase de
coleta e deposicédo das fezes foram realizadas duas avaliagbes (ANEXO 1),
aos 14 (Dx+14) e aos 21(Dx+21) dias ap0s a colocacdo das amostras nas
areas correspondentes. As avaliacGes consistiram em contagem de larvas
infectantes na pastagem e nos bolos fecais correspondentes a cada grupo, por
avaliacéo.

Amostras de pastagem foram obtidas cerca de 80% proximas (até 20
cm) e 20% distantes (20 cm — 1m) dos bolos fecais, mas posteriormente foram
juntadas e homogeneizadas a fim de se obter uma Unica amostra de cada
repeticdo. A contagem de larvas Kg/MS foi procedida conforme técnica de
lavagem de pasto descrita por Molento (2001).

Para determinacdo do numero de L3 nos bolos fecais procedeu-se a
técnica de Baermann (CORT et al., 1922). Em cada avaliacdo, por¢bes dos
bolos fecais foram removidas e para realizacdo da técnica padronizou-se a

utilizagcéo de 20 g de fezes de cada amostra. Uma por¢ao de cada bolo fecal foi
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separada para determinacdo da MS. O resultado foi determinado como o

namero de larvas por Kg/MS.
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FIGURA 1: EXEMPLO DE UMA DAS 36 AREAS USADAS PARA DEPOSI(}AO
DAS FEZES DE EQUINOS NA PASTAGEM APOS TRATAMENTO COM
DIFERENTES DOSAGENS DE CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans.
Legenda: a= Bolo fecal manualmente deposto; b= Marcacgéo limite da area; c=
Identificacdo da repeticao.

4.2 .5 Variaveis climéaticas

Dados climéticos correspondentes ao periodo experimental foram
solicitados ao Instituto Tecnolégico SIMEPAR, localizado em Curitiba, PR.
Foram considerados: temperatura ambiental maxima, média e minima;
precipitacdo (mm) e umidade relativa do ar. Os registros foram obtidos com
periodicidade diaria, relativos ao periodo de 01 de fevereiro a 30 de abril de
2013. Primeiramente foram analisadas as variacOes diarias e apds calculou-se

médias mensais para cada uma das variaveis.
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4.2.6 Andlise estatistica

Os resultados de contagem de OPG e L3 foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors. Como a normalidade n&o foi comprovada, aplicou-se
0 teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para comparacdo dos
quatro grupos (C, G1, G2, G3) em cada avaliacdo. O teste de Friedman foi
utilizado para avaliar diferencgas entre as avaliagoes.

A correlagao entre a contagem de L3 por Kg/MS nos bolos fecais e na
pastagem foi verificada pelo teste de Spearman. Todas as andlises utilizaram o

software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variAvel OPG todos os grupos demonstraram resultados
semelhantes (P>0,05) ao longo das avaliagbes, semelhante ao observado por
Larsen et al. (1996) e De Almeida et al. (2012). O gque se explica pelo fato de
D.flagrans ndo apresentar atividade predatéria sobre parasitos adultos, mas
sim nas formas pré-parasitarias dos nematbides presentes no ambiente
(MADEIRA DE CARVALHO et al., 2007), podendo reduzir a presenca de L3 no
ambiente e consequentemente a taxa de reinfecgao dos animais.

Alguns estudos ja demonstraram efeito do uso de fungos nematofagos
sob a contagem de OPG. Braga et al. (2009) constataram reduc¢éao significativa
de OPG de cavalos com administracfes de D. flagrans a cada 15 dias, durante
seis meses. O resultado foi atribuido como secundario a atividade predatoéria do

fungo, promovido pela reducdo de larvas infectantes na pastagem e
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consequentemente da taxa de reinfeccdo dos animais. Tavela et al. (2011)
avaliaram o uso de Monacrosporium thaumasium em cavalos, administrados
duas vezes por semana, também durante seis meses. A contagem de OPG do

grupo tratado diferiu (P <0,01) do grupo controle durante todos os meses do

estudo.

FIGURA 2: MEDIA (+/- DESVIO PADRAO) DO NUMERO DE LARVAS
INFECTANTES OBTIDAS DE COPROCULTURA DE FEZES DE EQUINOS
APOS TRATAMENTO COM CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans
DURANTE 21 DIAS.
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C: Grupo controle; G1: 1,5x10°% G2: 3x10°% G3: 6x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo. Letras mindsculas sobrescritas na
legenda indicam diferenca significativa (P<0,05) pelo teste de Friedman.
FONTE: o autor (2013).

Na contagem de larvas infectantes (Figura 1) referentes a cada
avaliacao, todos os grupos mostraram-se semelhantes (P>0,05). Entretanto, ao
considerar-se o total de avaliacbes o G3 foi superior (P<0,05) ao G1 e ao C,
sem deferir (P>0,05) do G2. Enquanto o G1 foi semelhante (P>0,05) ao C e

nao diferiu (P>0,05) do G2. Indicando que com administracfes repetidas a

cada 72 h, apenas as dosagens de 6x10° (G3) e 3x10° (G2) clamidésporos por
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kg' foram efetivas, gerando reducdo significativa (P<0,05) de larvas

infectantes.

TABELA 1: MEDIA DO PERCENTUAL (%) DE REDUCAO DE LARVAS
INFECTANTES OBTIDAS DE COPROCULTURA DE EQUINOS APOS
TRATAMENTO COM CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans DURANTE
21 DIAS.

Administracdo dos tratamentos | P6s-tratamento

Trat. DO D3 D6 D9 D12 D15 D18 D21 D24 D27 D30

G3* 0 37,24 93,22 9501 88,73 77,11 93,05 97,13 98,62 78,26 0
G2 0 12,24 80,04 9151 89,05 89,64 98,30 84,67 8387 86,66 62,77
Gl 0 27,04 8895 67,39 9853 8506 86,02 9291 94,01 84,35 0

Trat.. Tratamento; G1: 1,5x10°, G2: 3x10° e G3: 6x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo. Asterisco (*) indica efeito
significativo (P<0,05) pelo teste de Friedman.

FONTE: o autor (2013).

Em relacdo aos percentuais de reducdo larval (Tabela 1), o G1
apresentou valores de 27,04% até 94,01% e o G2 de 12,24% a 83,87%, ambos
para D3 e D24, respectivamente. Enquanto o G3 demonstrou os melhores
resultados, com reducéo de 37,24% a 98,62%, para D3 a D24.

Para equinos, administrado a cada 72 horas, o isolado CG 768 de
D.flagrans na dosagem de 1,5x10° clamidésporos por kg * (G1) mostrou-se
limitante para a reducao significativa de L3 em coprocultura. Enquanto na
dosagem de 6x10° kg®, correspondente & maior concentracdo de
clamidosporos testada (G3) mostrou-se altamente eficaz. Resultados inferiores
foram obtidos por (DE ALMEIDA et al., 2012), os quais avaliaram D. flagrans na
dosagem de 10° clamiddsporos por Kg*, administrado diariamente & cavalos,
durante 5 meses. Somente no quinto més do estudo foi observada reducéo
significativa de L3 obtidas de coprocultura do grupo tratado.

Também com administracdes diarias, Madeira de Carvalho et al. (2007)

testaram D. flagrans na dosagem de 5x10° clamidésporos por Kg™ em equinos,
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obtendo percentual de reducdo larval de 62-72%. Enquanto Larsen et al.
(1995), registraram reducdo de L3 de ciatostomineos de 90-99%, mas com
uma dose diaria superior, de 5x10° — 5x10’ clamidésporos por Kgt. Ja
Fernandez et al. (1997; 1999) observaram percentuais de reducao larval em
de 99,7% e 99,6%, respectivamente. Entretanto, as dosagens avaliadas por
estes autores foram de 10° até 5x10° clamidésporos por Kg*, com
administracdes diarias. Tavela et al. (2013) testaram duas dosagens da
associacdo de D. flagrans e M. Thaumasium, em dose Unica, frente a larvas
infectantes de ciatostomineos. A atividade predatéria foi semelhante (P>0,05)
entre os grupos tratados, mas diferiu (P<0,05) do grupo controle.

Nesse sentido, ressalta-se que o correto estabelecimento do intervalo
entre tratamentos € um fator de extrema importancia a ser avaliado, podendo
ser determinante para a eficacia de um isolado. Para cavalos, clamiddsporos
de D. flagrans sao eliminados juntamente com as fezes de 12-72 horas apos a
ingestdo (ASSIS; ARAUJO, 2003; ARAUJO et al., 2010). Tavela et al. (2013)
observaram que a coadministracdo de micélios D. flagrans and M. thaumasium
peletizados em alginato de sédio obedece a esse mesmo periodo de
eliminacdo. Enquanto o isolado CG 768 de D. flagrans demonstrou ser
eliminado nas fezes até 120 h apoOs sua ingestdo, intervalo no qual ainda
apresentou efeito (P<0,05) na reducao de larvas infectantes (dados presentes
no capitulo anterior desta dissertagdo).

Tavela et al. (2011), administraram M. thaumasium a cavalos, duas
vezes por semana, durante seis meses, observando reducdo significativa de
larvas infectantes no grupo tratado somente trés meses apds 0 inicio do

estudo. Aplicando metodologia semelhantes, Braga et al. (2009), testaram D.
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flagrans, também administrado duas vezes por semana a cavalos, durante seis
meses. Reducéo significativa na contagem de L3 foi obtida somente apds trés
meses de administracao do fungo, sendo 68,5% o maior valor constatado.
Conforme Mota et al. (2003), algumas caracteristicas sao fundamentais
para que um fungo seja selecionado como candidato para uso no controle
biolégico de parasitas. Primeiramente, deve sobreviver a passagem pelo trato
gastrintestinal dos animais, e quando eliminado nas fezes deve ser capaz de
desenvolver-se e capturar as formas imaturas de parasitas presentes no bolo
fecal. Assim, além de avaliar a atividade predatoria de um fungo em condi¢des
ambientais controladas, como ocorre na coprocultura, deve-se também testa-lo

frente a condi¢cdes ambientais naturais, como na pastagem e no bolo fecal.

FIGURA 3: MEDIA DO NUMERO DE LARVAS INFECTANTES POR kg DE
MATERIA SECA RECUPERADAS DA PASTAGEM APOS DEPOSICAO
ARTIFICIAL DE FEZES DE EQUINOS TRATADOS COM DIFERENTES
DOSAGENS DE CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans.
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Trat.: Tratamento; G1: 1,5x10° G2: 3x10° e G3: 6x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo. Asterisco (*) indica avaliagdo com
diferenca (P<0,05) entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.

FONTE: o autor (2013).
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FIGURA 4: MEDIA DO NUMERO DE LARVAS INFECTANTES POR kg DE
MATERIA SECA RECUPERADAS DE BOLOS FECAIS (artificialmente
depostos na pastagem) DE EQUINOS APOS TRATAMENTO COM
CLAMIDOSPOROS Duddingtonia flagrans.

65000

60000

55000

50000
45000

40000 ac

35000 oc1

30000
ac2

25000
BG3

20000

15000 A
10000 A

Larvas Infectantes (L3) por Kg de Matéria Seca

5000 -

|:| -

Co+14 Do+21 O15+14 D15+21 D30+14 I:Zf3|3+21=iL1
Awvaliagbes

Trat.: Tratamento; G1: 1,5x10° G2: 3x10°> e G3: 6x10° clamidésporos de
Duddingtonia flagrans por kg™ de peso vivo.
FONTE: o autor (2013).

Na avaliacdo da atividade de D.flagrans frente a L3 na pastagem (Figura
3) os grupos tratados demonstraram-se semelhantes (P>0,05) entre si e
também ao grupo controle, considerando 21 dias de permanéncia das fezes na
pastagem. Enquanto ao avaliar-se cada dia de amostragem o D30+21 revelou
diferenca (P<0,05) entre os grupos C e G1, apresentando este menor numero
de L3. A contagem de L3 nos bolos fecais (Figura 4) de todos os grupos foi
semelhante (P>0,05) em cada avaliacdo e também no decorrer de todas as
mensuragdes realizadas. Os dados de L3 no bolo fecal e na pastagem
demonstraram correlagdo negativa (P<0,05) ao longo do periodo experimental,
indicando que o aumento do nimero de L3 na pastagem foi acompanhado pela
diminuicdo dessa mesma variavel nas fezes. Foi interessante observar que

existe grande presenca de larvas no bolo fecal mesmo apds 2 a 3 semanas

73



apos sua deposigdo. Isto pode implicar na contaminagdo constante da area de
pastagem para os animais e no possivel beneficio do fungo uma vez que ele
tenha condicdes de crescer e apreender as larvas — reduzindo a taxa de
desafio larvar.

Algumas pesquisas ja foram desenvolvidas buscando testar a atividade
de D.flagrans frente a fatores ambientais e as variaveis climaticas. Para tal,
fezes dos animais que receberam o fungo na dieta foram artificialmente
depositados na pastagem, semelhante ao realizado no presente estudo. Em
experimentos transcorridos durante cerca de quatro meses, Fernandez et al.
(1997; 1999) avaliaram a atividade de D.flagrans na reducdo de formas
larvares de nematdides de equinos na pastagem, obtendo percentuais de
reducdo larval de até 95% e 99,4%, respectivamente. Baudena et al., (2000),
em 12 meses de avaliacdes, observaram que D. flagrans promoveu reducéo
significativa no numero de L3 a partir do segundo més de uso.

De Almeida et al. (2012) testaram o mesmo fungo, mas na reducéo de
larvas infectantes de endoparasitas de cavalos mantidos em pastagem de
campo nativo na regido Sul do Brasil. A pesquisa transcorreu durante seis
meses (primavera-verdo), mas somente no Ultimo més o grupo tratado
apresentou reducdo significativa na contagem de L3. Resultados superiores
foram obtidos por Madeira de Carvalho et al. (2007), com equinos mantidos
em sistema extensivo, com percentuais de reducédo larval na pastagem entre
50-70% durante o periodo corresponde a primavera-verao em Portugal.

Na Figura 5 estdo expressas as meédias dos dados meteoroldgicos
(SIMEPAR, 2014), correspondentes ao periodo experimental. A temperatura

meédia foi de 20,9°C; 19,3°C e 17,7°C, para fevereiro, marco e abril,
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respectivamente. A precipitacdo média foi a variavel que apresentou maior
reducdo, em fevereiro foi de 6,7 mm, em marc¢o 4,0 mm, enquanto em abiril foi
de apenas 1,7 mm. A umidade relativa do ar registrada foi de 83,6%; 85,9% e

80,7% para fevereiro, margo e abril, respectivamente.

FIGURA 5: MEDIAS MENSAIS DE TEMPERATURA (°C) MAXIMA, MEDIA E
MINIMA; PRECIPITACAO (mm) E UMIDADE RELATIVA DO AR
CORRESPONDENTE AO PERIODO DE FEVEREIRO — ABRIL DE 2013 PARA
CURITIBA, PR, BRASIL.
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few/13 mar,/13 abrj13

FONTE: Instituto Tecnolégico SIMEPAR, Curitiba, PR, Brasil.

Conforme Stromberg (1997), temperatura e umidade sao fatores
essenciais para o desenvolvimento de larvas infectantes de endoparasitas.
Alguns pesquisadores observaram que a taxa migracdo de larvas para a
pastagem foi reduzida na presenca de baixos indices de precipitacdo e/ou
umidade relativa do ar e, como consequéncia ndo foi possivel avaliar a
atividade predatoria de D. flagrans (LARSEN et al., 1996; FERNANDEZ et al.
1997; BAUDENA et al. 2000). Enquanto Madeira de Carvalho et al. (2007)
observaram em seu estudo que a elevagdo de temperatura associada com
aumento da precipitagdo promoveu maior migracao das larvas para a
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pastagem, elevando o crescimento fangico e consequentemente aumentando a
sua atividade predatdria. Segundo Mota et al. (2003), o desenvolvimento do
fungo pode ser estimulado pelo contato com um numero crescente de larvas
infectantes e também por nematéides de vida livre.

Além disso, as variaveis ambientais também podem afetar diretamente o
desenvolvimento do fungo. Por exemplo, para D. flagrans, a temperatura ideal
para desenvolvimento situa-se entre 10 e 35°C, sendo observado que sob
temperaturas superiores ou inferiores o fungo cresce e reproduz-se com menor
viabilidade. Gronvold et al. (1996) determinaram que 30 °C é a temperatura
Otima para cultivo desse fungo. Em estudo realizado por Santos, Padilha e
Rodrigues (2001), foi observado que entre 25 e 30°C D. flagrans proporcionou
acima de 90% de reducdo de larvas infectantes de ciatostomineos. Os mesmos
autores constataram que 25°C foi a temperatura que proporcionou 0 maior
indice de desenvolvimento de ovos até larvas infectantes desses parasitas.
Dessa forma, a temperatura média registrada durante o periodo experimental
foi desfavoravel ao desenvolvimento e a atividade predatéria do fungo,
prejudicando a avaliacdo de sua atividade predatéria. Assim como, pressupde-
se que nédo favoreceu a eclosdo dos ovos e o0 desenvolvimento das formas
larvares dos endoparasitas no bolo fecal.

Sabe-se que, dentre outros fatores, que o crescimento e a atividade do
fungo estéo diretamente associados com as condi¢cbes ambientais, o que indica
gue um mesmo isolado pode promover resultados discrepantes dependo das
variaveis ambientais as quais estiver exposto. Condi¢des favoraveis podem
proporcionar excelente atividade predatodria, alteracdes destas variaveis podem

reduzir ou até impedir o crescimento do fungo, afetando seu potencial
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nematofago. Mesmo assim, o controle biolégico realizado com D. flagrans
destaca-se como uma alternativa promissora e sustentavel de controle
parasitario. O que se justifica pelo fato de que sua aplicabilidade é pesquisada
como método auxiliar no controle de parasitas, o qual promovera a reducéo de
L3 na pastagem e assim a taxa de infec¢ao dos animais.

Entretanto, baseando-se nos efeitos que as varidveis ambientais podem
ocasionar recomenda-se que estudos a meédio e longo prazo sejam
desenvolvidos em regides geograficas e em periodos com caracteristicas
climaticas favoraveis ao desenvolvimento e atividade predatéria do fungo.
Resultados obtidos nestas condi¢cdes podem destacar as pesquisas da area e
acelerar o processo para inser¢cdo comercial de D. flagrans como método de

controle biolégico de parasitas dos animais domésticos.

4. 4 CONCLUSAO

A pesquisa demonstrou que com intervalos de 72 horas entre
tratamentos, D. flagrans reduz significativamente o nimero de L3 obtidas de
cultura fecal. Nas dosagens de 3x10° (G2) e 6x10° (G3) clamidésporos Kg™* o
fungo promoveu reducgao significativa na contagem de larvas infectantes,
diferindo (P>0,05) do grupo C.

A avaliacdo da atividade predatoria de D. flagrans na pastagem e nos
bolos fecais foi prejudicada pelas condicbes climaticas do periodo
experimental. A temperatura meédia registrada foi desfavoravel ao

desenvolvimento e a atividade predatoria do fungo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O controle das parasitoses em equideos costuma ser baseado
unicamente no uso de compostos anti-helminticos, sem associacdo de
nenhuma outra estratégia de controle, salvo iniciativas recentes de realizar o
controle pelo OPG individual dos animais. Na maioria das vezes, esses
produtos sdo utilizados de forma inadequada, sem respeitar dosagens,
intervalos entre tratamentos, dentre outros critérios. Promovendo a selecéo de
populacbes parasitarias resistentes aos produtos disponiveis para combater
esses agentes.

A situacdo atual revela que a resisténcia parasitaria tem se tornado cada
vez mais importante no decorrer dos anos, principalmente em relacdo ao
controle parasitario em equinos. Mundialmente, este fato tem chamado a
atencdo de criadores, médicos veterinarios e de pesquisadores, ressaltando a
necessidade de se mudar a concepcgao sobre o uso dos antiparasitarios. Deve-
se preconizar o uso racional desses produtos, evitando, principalmente a
adocdo de tratamentos supressivos. Estratégias alternativas devem ser
associadas em programas integrados de controle parasitario, a fim de retardar
o desenvolvimento da resisténcia e prolongar a vida utii dos compostos
disponiveis no mercado.

Nesse sentido, pesquisas buscando métodos alternativos de controle
parasitario tém demonstrado resultados promissores, principalmente as
relacionados ao uso do controle bioldgico realizado com o fungo D. flagrans.

Apo6s administragdo via oral a cavalos, o fungo ja demonstrou ser eficaz na
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reducdo de larvas infectantes presentes na pastagem e consequentemente
promove a reducao da ingestdo de L3 pelos animais.

Os resultados demonstrados nesta dissertacéo revelam que o isolado CG
768 de D. flagrans apresenta capacidade de reduzir o numero de larvas
infectantes de nematdides gastrintestinais de cavalos apds passagem pelo
trato gastrintestinal desses animais, quando em condi¢bes ideais de
temperatura e umidade para o desenvolvimento do fungo.

No experimento onde as amostras de fezes foram cultivadas em estufa, o
fungo demonstrou excelente atividade predatéria, com reducdo constante do
namero de L3 obtidas na coprocultura. Entretanto, no meio ambiente, a
temperatura média registrada durante o periodo experimental foi desfavoravel
ao desenvolvimento e a atividade predatoria do fungo, prejudicando assim a
avaliacdo de sua acaol/eficacia.

Observou-se que a efetividade de D. flagrans no controle de larvas
infectantes esta associada as variaveis climaticas do ambiente. Dessa forma,
regibes geograficas que apresentem condicbes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento do fungo podem ser os locais ideais para a implementacéo
deste controle bioldgico, permitindo seu desenvolvimento, com o objetivo de
que a atividade predatoria frente a L3 de nematdides seja uma alternativa

viavel para o controle sanitario adequado de equinos.
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ANEXO 1: CRONOGRAMA DO EXPERIMENTO (20/02 -

12/04/2013)

REALIZADO NO REGIMENTO DE POLICIA MONTADA MONTADA
“CORONEL DULCIDIO” DO ESTADO DO PARANA.

20/02 — Quarta
DO

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura(amostras individuais).

23/02 — S&bado
D3
DO (lavagem de pasto)

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

Semeadura das fezes na pastagem (D0) — 1,5kg/grupo em
triplicata

26/02 — Terca
D6

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

01/03 — Sexta
D9

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Andlises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

04/03 — Segunda
D12

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Anélises: OPG e coproculttura (amostras individuais).

07/03 — Quinta
D15

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

Semeadura de fezes na pastagem (D+15) -1,5kg/grupo em triplicata

09/03 — Sabado
+ 14 D (lavagem de pasto)

Semeadura do dia 23/02
Coleta de pasto para lavagem e determinacdo da MS
Coleta de parte de bolo fecal para Baermann

10/03 - Domingo

Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

D18
13/03 — Quarta Administracdo dos tratamentos, coleta de fezes;
D21 Anélises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

Ultimo dia de tratamento

AVALIACOES POS-TRATAMENTO

16/03 — Sébado
D24
+21 D (lavagem de pasto)

Coleta de fezes;
Anélises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

Semeadura do dia 23/02 — DO
Coleta do pasto para lavagem e determinacéo da MS;
Coleta de parte do bolo fecal para Baermann.

19/03 — Terca
D27

Coleta de fezes;
Anaélises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

21/03 — Quarta
D+14 (lavagem de pasto)

Semeadura do dia 07/03
Coleta de pasto para lavagem e determinagdo da MS;
Coleta de parte do bolo fecal para Baermann.
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22/03 — Sexta
D30

Coleta de fezes;
Analises: OPG e coprocultura (amostras individuais).

Semeadura de fezes (D+30) - 1,5kg/grupo em triplicata

28/03 — Quinta
D+21 (lavagem de pasto)

Semeadura do dia 07/03
Coleta de pasto para lavagem e determinacdo da MS;
Coleta de parte do bolo fecal para Baermann.

05/04 — Segunda
D+14 (lavagem de pasto)

Semeadura do dia 22/03 (D+30)
Coleta de pasto para lavagem e determinacéo da MS;
Coleta de parte do bolo fecal para Baermann.

12/04 — Segunda
D+21 (lavagem de pasto)
Final do experimento.

Semeadura do dia 22/03 (D+30)
Coleta de pasto para lavagem e determinacdo da MS;
Coleta de parte do bolo fecal para Baermann.
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ANEXO 2: CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans EM CAMARA DE
NEUBAUER.

Setas indicam clamidésporos. Aumento de 400X.
Fonte: O autor (2013).
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ANEXO 3: CULTURA DE Duddingtonia flagrans EM AGAR SABOURAND.

FONTE: Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual
do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro (2012).
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ANEXO 4: DESENVOLVIMENTO E ATIVIDADE PREDATORIA DE
Duddingtonia flagrans.

.....

Legenda: a = armadilha de Duddingtonia flagrans; b= hifas de Duddingtonia
flagrans; ¢ = estagio pré-parasitario aprisionado em armadilha. Aumento de
200X.

Fonte: O autor (2013).
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ANEXO 5: CLAMIDOPOROS DE Duddingtonia flagrans (isolado CG 768)
ASSOCIADOS A MILHO TRITURADO.

Fonte: O autor (2013).
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ANEXO 6: MAPA E§QUEMATICO DEMOSNTRAI}IDO A DISTRIBUIQAO DOS
GRUPOS/REPETICOES PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE DE
Diddingtonia flagrans NO MEIO-AMBIENTE:

GIRID1S GIR1DAN GIRID1 GIRID1E GIR2DO GIRIDIS GIRIAD

CRI1DD GLRID: GIRIDIS GIRIDO CRID1S GIR1DD GIRID30

CRIDIE CRID30 GIRADN GERIDO CR2ID30 GIRADD GIR2IDM

GIRIDLS GIRIDO GIRID1S GIRIDA0 CRADD CRAD13 CRIDD

CR1D30 GIR1D30 GIRADIS GIRADD GIR1DD GIR3AD1S GIRIDD
GARIDW

Legenda: G1= grupo 1; G2= grupo 2; G3= grupo 3; C= grupo controle; R1=
repeticdo 1; R2= repeticdo 2; R3= repeticdo 3; DO= dia 0; D15= dia 15; D30=
dia 30.

Cada area corresponde a 1m?; Distancia entre areas= 1m.

Fonte: O autor (2013).
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ANEXO 7- RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSO DURANTE
O CURSO DE MESTRADO:

1 - BUZATTI, A.; SANTOS, C. P. ; YOSHITANI, U. Y. ; SPRENGER, L. K. ;
KLOSTER, F. S. ; ANTUNES, J. D. ; MOLENTO, B.M. . Biological control using
the fungi Duddingtonia flagrans against cyathostomins of horses. In:
International Conference on Equine Infectious Diseases IX, 2012. Journal of
Equine Veterinary Science (Print), 2012. v. 32. p. S31-S31.

2 - BUZATTI, A.; SPRENGER, L. K. ; RITCHER, E. ; MOLENTO, M. B. .
Efficacy of neem oil against engorged Rhipicephalus (Boophilus) microplus ticks
on in vitro tests. In: 24th Internacional Confererence of the World Association
for the Advancement of Veterinar Parasitology, 2013, Perth. 24th Internacional
Confererence of the World Association for the Advancement of Veterinar
Parasitology - Abstracts, 2013. p. 526-526.

3 - BUZATTI, A. ; SANTOS, C. P. ; FERNANDES, M. A. M. ; SPRENGER, L. K.
; YOSHITANI, U. Y. ; SANTOS, C. D. ; BARROS, R. W. ; MOLENTO, B.M. .
Acéo de Duddingtonia flagrans na reducao de larvas infectantes de nematoides
gastrintestinais de equinos. In: XXIlI Congresso Brasileiro de Parasitologia e Il
Encontro de Parasitologia do Mercossul, 2013, Florianépolis. Anais do XXIII
Congresso Brasileiro de Parasitologia, 2013.

4 - FORTES, F. S. ; KLOSTER, F. S. ; BIER, D. ; BUZATTI, A. ; YOSHITANI, U.
Y. ; MOLENTO, M. B. . Evaluation of resistance in a selected field strain of
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ANEXO 9 - PALESTRAS PROFERIDAS DURANTE O CURSO DE
MESTRADO:

1 - Curso - Viva o Veréo; Instituicdo promotora/financiadora: Universidade
Federal do Parand; Tema ministrado: Zoonoses Parasitarias em Praias -
Larva Migrans Cutanea.

2- Curso Producdo de Ileite em bases ecologicas; Instituicdo
promotora/financiadora: EMATER — PR; Tema ministrado: Manejo sanitério
de base ecoldgica no controle de endo e ectoparasitas de bovinos de
leite.

3 — Curso Bovinocultura de Leite em Bases Agroecologicas; Instituicdo
promotora/financiadora: EMATER/Centro Paranaense de Referéncia em
Agroecologia (CPRA) — PR; Tema ministrado: Alternativas de Manejo no
controle de Endo e Ectoparasitas de Bovinos de leite.

4 - Congresso: 1° CONCcorte — Congresso Nacional de Cordeiros de Corte;
Jaguarituna, SP. Instituicdo promotora/financiadora: Associacdo Brasileira dos
Criadores DORPER/Farmpoint. Tema ministrado: Epidemiologia e controle
das parasitoses de pequenos ruminates.
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ANEXO 10: APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS:

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agrarias
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 032/2013, referente ao projeto “Uso de fungo Duddingtonia
flagrans como método de controle de parasitas gastrintestinais em equinos™, sob a responsabilidade
de Marcelo Beltrao Molento. na forma em que foi apresentado (uso de 20 equinos). foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias, em reunifio realizada dia
03 de junho de 2013.

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 032/2013, regarding the project “Use of fungus Duddingionia
flagrans as a method of control gastrointestinal parasites in horses™, under Marcelo Beltrio
Molento’s supervision, in the terms it was presented (use of 20 equines). was approved by the
Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal do
Parana (Federal University of the State of Parana. Southern Brazil) during session on June 03, 2013.

Curitiba. 03 de junho de 2013.

Patrick Schmidt Ricardo Guilherme D’Otaviano
de Castro Vilani
Presidente \(ice-Presidenle
\

Comissdo de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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