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RESUMO

MOTTA, CAROLINA PERIN, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, Maio de 2021.
Avaliacao da eficacia ovicida in vitro de desinfetantes comerciais
associados ou nao ao fungo nematéfago Duddingtonia Flagrans (AC001)
sobre ovos de Toxocara canis. Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Nematoides sao geohelmintos de caes e gatos que podem trazer
prejuizos a saude unica. Dentre esses geohelmintos potencialmente zoondéticos
citamos o Toxocara canis, causando toxocariase em caes e gatos e larva
migrans visceral em humanos. Em geral, os ovos deste nematoide s&o liberados
nas fezes dos animais contaminados no ambiente. Estes ovos sdo muito
resistentes as intempéries climaticas e até mesmo a alguns desinfetantes
comuns. Nesse sentido, o controle ambiental de T. canis torna-se um grande
desafio a saude unica. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia
ovicida in vitro de dois desinfetantes de uso comercial, associados ou nao, ao
fungo nematdéfago Duddingtonia flagrans (AC001) sobre ovos de T. canis. No
ensaio experimental foram criados 7 grupos, com 6 repeticdes cada: G1 (ovos
+ ACO001); G2 (ovos + hipoclorito de sédio 2-2,5%); G3 (ovos + cloreto de
benzalcénio 15%); G4 (ovos + AC001 + hipoclorito de sodio 2-2,5%); G5 (ovos
+ ACO001 + cloreto de benzalcénio 15%); G6 (ovos + hipoclorito de soédio 2-2,5%
+ cloreto de benzalcénio 15%); e G7 (ovos + agua: controle). As leituras
ocorreram nos dias 1, 7, 14 e 21 apds o inicio do estudo. As médias de cada
grupo foram obtidas e transformadas em percentuais. Ao final do experimento,
os percentuais de redugéo ovicida de cada grupo foram: G1 (29.8%); G2 (73%);
G3 (44.1%); G4 (59.7%); G5 (39.4%) e G6 (75.7%) (p<0,005). Todos os grupos
estudados demonstraram eficacia ovicida sobre os ovos de T. canis. Esses
resultados permitem concluir que tanto o hipoclorito de sédio 2-2,5% quanto o
cloreto de benzalcénio 15%, desinfetantes de uso domeéstico ja consagrados,
sao efetivos in vitro na destruicao de ovos T. canis. Outro ponto interessante nos
resultados obtidos foi a atuagao “ovicida” de D. flagrans, com eficacia de 29,8%
de redugdo em relagdo ao grupo controle. Mais estudos sdo necessarios para
avaliar possiveis efeitos potencializadores e/ou antagbnicos desses
desinfetantes, associados entre si ou as ferramentas promissoras de controle
bioldgico, como os fungos nematdfagos. Estudos voltados para o uso desses
produtos no ambiente, inclusive em solo terroso, também devem ser realizados
a fim de buscar alternativas viaveis para aprimorar o controle ambiental desses
parasitas.

Palavras chaves: toxocariase, controle bioldgico, nematodioses, agentes
quimicos, animais domésticos.



ABSTRACT

MOTTA, CAROLINA PERIN, M.Sc., Vila Velha University — ES, May, 2021.
Evaluation of in vitro ovicidal efficacy of commercial disinfectants
associated or not with the nematophagous fungus Duddingtonia Flagrans
(AC001) on Toxocara canis eggs. Advisor: Fabio Ribeiro Braga.

Nematodes are geohelminths affecting cats and dogs that can cause
damage to One Health. Among these potentially zoonotic geohelminths, we can
mention Toxocara canis, causing toxocariasis in cats and dogs and visceral larva
migrans in humans. In general, eggs from this nematode are released into the
environment through the feces of these infected animals. These eggs are highly
resistant to different weather conditions and even to some common disinfectants.
In this sense, the environmental control of T. canis becomes a major challenge
to One Health. The present study aimed to evaluate the in vitro ovicidal efficacy
of two commercially used disinfectants, associated or not, with the
nematophagous fungus Duddingtonia flagrans (AC001) on T. canis eggs. 7
groups were created in the experimental test, with 6 repetitions each: G1 (eggs
+ ACO001); G2 (eggs + 2-2.5% sodium hypochlorite); G3 (eggs + 15%
benzalkonium chloride); G4 (eggs + AC001 + 2-2.5% sodium hypochlorite); G5
(eggs + AC001 + 15% benzalkonium chloride); G6 (eggs + 2-2.5% sodium
hypochlorite + 15% benzalkonium chloride); and G7 (eggs + water: control). The
readings took place on days 1, 7, 14 and 21 after the start of the study. The
averages of each group were obtained and transformed into percentages. At the
end of the experiment, the percentages of ovicidal activity in each group were:
G1 (29.8%); G2 (73%); G3 (44.1%); G4 (59.7%); G5 (39.4%) and G6 (75.7%) (p
<0.00%5). All studied groups showed ovicidal efficacy on T. canis eggs. These
results allow us to conclude that both 2-2.5% sodium hypochlorite and 15%
benzalkonium chloride, already established domestic disinfectants, are effective
in vitro in the destruction of T. canis eggs. Another interesting point in the results
obtained was the “ovicidal” performance of D. flagrans, with a 29.8% reduction
efficacy compared to the control group. Further studies are required to assess
possible enhancing and / or antagonistic effects of these disinfectants, associated
with each other or with promising biological control tools, such as nematophagous
fungi. Studies focused on the use of these products in the environment, including
in wet soil, should also be carried out in order to seek viable alternatives to
improve the environmental control of these parasites.

Keywords: toxocariasis, biological control, nematodiasis, chemical agents,
domestic animals.



1. INTRODUCAO

O numero de animais domésticos tem crescido significativamente nos
ultimos anos no cenario mundial (Paul et al, 2010). Apds o inicio da pandemia
do novo coronavirus em 2019 foi possivel observar ainda mais tal crescimento,
uma vez que muitas pessoas recorreram a companhia de animais nesse periodo
de isolamento social (May, 2021).

A estreita convivéncia entre animais e seres humanos € capaz de
promover saude mental e fisica, além de bem-estar para ambos (Wells, 2007;
Friedmann & Krause-Parello, 2018). Entretanto, essa proximidade
consequentemente acarreta na exposi¢cao ao risco de doencgas, principalmente
as zoonozes, que fazem parte da abordagem de One Health (Saude Unica), a
qual envolve esforcos multidisciplinares na perspectiva de promover a saude
comum, englobando humana, animal e ambiental (Paul et al, 2010; Overgaauw

& Kapen, 2013).

Geohelmintos sao parasitas cuja transmiss&o ocorre por meio do contato
com solo contaminado com ovos e larvas, causando doengas em animais e seres
humanos, consideradas zoonoses. Dentre os mais conhecidos esta o nematoide
ascarideo Ascaris lumbricoides, popularmente chamado de lombriga (Ojha et al.,
2014). Sao helmintos intestinais os quais sua presenca esta diretamente ligada
a falta de higiene e saneamento basico, consequentemente sendo mais
prevalentes em paises em desenvolvimento, onde as condigdes precarias de
moradia e sobrevivéncia refletem intensos problemas de saude publica (Rai et
al., 2000; Naish et al., 2004). Criangcas em idade pré-escolar sdo as mais

acometidas pelas infecgdes helminticas, apresentando dentre outros sintomas,



desinteria crénica, baixo peso e desenvolvimento retardado (Lim-Leroy & Chua,

2020).

Dentre os geohelmintos comumente encontrados em animais de
companhia, como caes e gatos, destaca-se o nematoide ascarideo Toxocara
canis, que causa a toxocariase nesses animais (Overgaauw, 1997; Okulewicz et
al., 2012). A toxocariase € uma das principais infeccbes helminticas que
acomentem esses animais, e por se tratar de uma zoonose muito comum, tem
fundamental importancia e impacto socioecondmico mundial (Macpherson,

2013; Overgaauw & Kapen, 2013; Chen et. al., 2018).

Em relagdo as formas de prevencao desta infecgdo, podem se citar: a)
controle populacional de animais errantes; b) promog¢ao da educagaéo ambiental
da populagao quanto ao alto potencial de zoonético da doenga; ¢) vermifugagao
de animais domésticos, e; d) impedimento do acesso desses animais as areas

de lazer comuns (Selek et al., 2016).

O controle da toxocariase em animais domésticos é realizado por meio da
administragao de drogas anti-helminticas (Overgaauw, 1997; Taylor et al., 2017).
Este controle tradicional por muitas vezes tem demonstrado insucesso diante da
resisténcia parasitaria observada ao longo dos anos (Kopp et al., 2007; Jimenez
Castro et al., 2019). A exemplo, Jimenez Castro e autores (2019) demonstraram
por meio de sequenciamento genético uma forte resisténcia parasitaria em caes
galgos infectados com Ancylostoma caninum, nematoide de cées e gatos
potencialmente zoonotico, nos EUA, refratarios ao tratamento com pirantel®.
Nesse sentido, cada vez mais pesquisas com a finalidade de se promover

medidas integrativas e consequentemente maior efetividade no controle de



geohelmintos tém sido realizadas (Mota et al.,2003; Ferraz et al., 2019; Prichard

& Geary, 2019; Braga et al., 2020).

A resisténcia dos ovos de T. canis frente as condicbes ambientais, devido
a presencga de camadas lipoproteicas, deve ser considerada (Araujo et al., 2009;
Azam et al., 2012; Overgaauw & Kapen, 2013). Portanto, uma das maneiras de
destruir esses ovos € a desinfeccao por produtos quimicos, como desinfetantes
usuais de limpeza doméstica disponiveis no mercado (Aygicek et al., 2001;
Morrondo et al., 2006; Ursache et al., 2019).

Por outro lado, ha muito se conhece a eficiéncia de controladores
bioldgicos, como os fungos nematéfagos, ditos “comedores” de ovos e/ou de
larvas de nematoides parasitos gastrintestinais, que estdo presentes no
ambiente. Frassy et al. (2010) demonstraram a atuagéao de fungos nemato6fagos
no controle de ovos de T. canis. Nesse sentido, especificamente na ultima
década, muito se elucidou sobre 0 mecanismo de agao destes fungos. Dentre
estes, destaca-se a espécie Duddingtonia flagrans, potencialmente
“helmintofaga”, e ainda produtora de enzimas de potencial bionematicida (Braga
& Araujo, 2014; Silva et al., 2019). Dessa forma, alinhando-se ao conhecimento
da epidemiologioa parasitaria, muitos resultados de sucesso na redugéo, tanto
em experimentagao in vitro quanto in vivo, foram obtidos (Ferraz et al., 2020;
Braga et al., 2020). Contudo, a utilizacdo de praticas integradas no controle
parasitario utilizando esse fungo merecem mais atengdo, uma vez que ainda
existe certo desconhecimento e preconceito na utilizacdo associada de
compostos quimicos e biolégicos (Braga et al., 2009; Frassy et al., 2010; Braga

& Araujo, 2014; Ferraz et al., 2019; Braga et al., 2020; Lima et al., 2020).



O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia ovicida in vitro
de desinfetantes comerciais associados ou n&do ao fungo nematéfago

Duddingtonia flagrans (AC001) sobre ovos de Toxocara canis.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Toxocara canis e toxocariase

Toxocara canis e Toxocara cati sao geohelmintos nematéides comumente
encontrados em caes e gatos, respectivamente, e sua presenga pode acarretar
em prejuizos a saude e ao desenvolvimento desses animais (Okulewicz et al.,
2012). Sao helmintos esbranquigados, arredondados e longilineos, pertencentes
ao filo Nemathelmintes, classe Nematoda, Superfamilia Ascaridoidea e género
Toxocara (Despommier, 2003; Selek et al., 2016). Esses ascarideos apresentam
distribuicdo mundial, e a taxa de infeccdo em animais é bastante diversa na
maioria dos paises, variando entre 5% e 80% ou mais (Glickman & Schantz,
1981; Taylor et al., 2017). No Brasil, de acordo com Dantas-Torres (2020),
baseado em outros estudos realizados em diversas regides do pais, a
prevaléncia de T. canis varia de 0,7% a 48,9% em cées e T. cati 0,3% a 43,1%
em gatos.

Caes e gatos com menos de 6 meses de idade sado relatados como os
mais susceptiveis as infecdes por Toxocara sp. em relacdo aos animais adultos,
entretanto mais pesquisas sdo necessarias para compreensao dessa ocorréncia
em animais idosos (Overgaauw, 1997; Overgaauw & Kapen, 2013).

O ciclo de vida do T. canis é complexo. Uma fémea adulta libera cerca de
200.000 ovos resistentes diariamente no ambiente, que sao eliminados sob a
forma inativa (ndo embrionada) por meio das fezes dos animais infectados
(Glickman & Schantz, 1981; Despommier, 2003). De acordo com o tipo de solo,

temperatura e umidade do ambiente, tais ovos evoluem para a forma infectante



(Ls), se mantendo viaveis por pelo menos 1 ano (Schnieder et al., 2011; Azam et
al., 2012).

A resisténcia conferida aos ovos destes geohelmintos no ambiente
derivam da composigao do seu envoltdrio (casca), que € composta por camadas
lipoprotéicas que variam de uma a cinco, dependendo do nematoide (Wharton,
1980). Bouchet e colaboradores (1986) descreveram a casca dos ovos de T.
canis sendo composta por cinco camadas: 1) uma fina membrana uterina,
podendo apresentar protuberancias discretas; 2) uma fina membrana vitelina
contornando as cristas e estrias da camada subjacente; 3) uma camada de
quitina espessa e uniforme; 4) uma camada granulosa de alta densidade e; 5)
uma zona lamelar composta pela superposicdo de camadas de carater fibroso.
Portanto, é devido a essa complexa composicdo estrutural que esses ovos
apresentam tamanha resisténcia as intempéries. Nesse sentido, destaca-se a
atuacao ovicida de alguns fungos nematéfagos (Lysek et al., 1982).

A infecgdo por T. canis em caes ocorre mais comumente por meio da
ingestéo de ovos contendo L3 (Schnieder et al., 2011; Taylor et al., 2017). Pode
ainda ocorrer infeccao pré-natal por via transplacentaria em cadelas prenhes, 3
semanas antes do parto, e a infeccdo transmamaria ocorre nas primeiras 3
semanas de lactagao. Por fim, os caes podem se infectar também por meio da
ingestdo de hospedeiros paratémicos, como roedores e aves (Glickman &
Schantz, 1981; Overgaauw, 1997).

Em cades com idade entre 2 e 3 meses, 0s ovos ingeridos eclodem no
intestino delgado e as larvas migram por meio da circulagdo sanguinea para o
figado e consequentemente pulmdes, sonfrendo mudas. Em seguida retornam

ao intestino por meio da traquéia, onde atingem sua maturidade (Fisher, 2014).



Nos cades maiores de 3 meses, devido a imunidade adquirida, esse ciclo se altera
e a migragdo hepatotraqueal diminui, dando lugar a migracdo somatica
(Overgaauw, 1997; Taylor et al., 2017).

Caes infectados podem nao apresentar sinais clinicos em infeccdes leves
a moderadas, quando da migragao pulmonar das larvas. Contudo, a presenga
destas no intestino delgado pode provocar quadro de abdémen abaulado ou
encolhido, emaciacao, émese e diarreia. Em casos de infec¢des graves, quadros
de tosse sao observados, além de taquipnéia e secrecdo nasal purulenta.
Filhotes podem ir a ébito logo apds o nascimento (Schnieder et al., 2011).

O diagnéstico da doenga é realizado pela identificagdo da presenga de
ovos nas fezes dos animais infectados, por meio de técnicas de flutuacao fecal
com solugdes hipersaturadas (Hendrix, 1995; Macpherson, 2013). Os ovos
podem ser encontrados nas fezes apds 4 a 5 semanas da infecgdo, e sao
observados em grande numero, apresentando casca espessa e de aspecto
rugoso, além de coloragao acastanhada (Selek et al., 2016).

O tratamento da toxocariase em caes € realizado por meio da
administragcado de drogas anti-heminticas. O fembendazol, o0 mebendazol e o
pamoato de pirantel sdo as drogas mais utilizadas e tém eficacia satisfatoria.
Ivermectina, moxidectina, milbectina e selamectina também podem ser
utilizadas, inclusive associadas (Taylor et al., 2017; CAPC, 2020). O tratamento
deve ser iniciado antes dos cdes completarem 3 semanas de idade, pois a
transmissao transmamaria pode ocorrer em até 5 semanas pos-parto, e deve ser
repetido com 2, 4, 6 e 8 semanas até completarem 6 meses de idade. As cadelas

lactentes devem ser tratadas juntamente com seus filhotes. Adultos devem ser
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tratados periodicamente, no minimo 4 vezes ao ano, de acordo com a idade e o
estilo de vida do animal (Overgaauw & Kapen, 2013; ESCCAP, 2020).
Compreender a epidemiologia da toxocariase é essencial para tragar
estratégias de prevencéo e controle dessa verminose, levando em consideragao:
a) a alta resisténcia dos ovos as variantes ambientais (Araujo et al., 2009; Azam
et al., 2012); b) a grande quantidade de ovos liberados diariamente no ambiente
pelas fémeas; e c) a possibilidade de cadelas assintomaticas manterem larvas
de T. canis em hipobiose nos tecidos, promovendo reinfeccdo em casos de

queda de imunidade, como por exemplo na gestacao (Taylor et al., 2017).

2.2. Potencial zoondtico do Toxocara canis

Em humanos, a infeccéo por T. canis também se desenvolve a partir da
ingestao de ovos contendo Lz (Despommier, 2003; Selek et al., 2016). Depois de
ingeridos, os ovos eclodem no intestino delgado e essas larvas penetram na
parede intestinal migrando para outros érgéos e tecidos por meio da circulagéo
sanguinea. Diferente do que ocorre em caes e gatos, na espécie humana essas
larvas ndo conseguem retornar ao intestino, ndo havendo o desenvolvimento do
nematoide adulto, sendo o ser humano considerado um hospedeiro acidental
desse parasito (Overgaauw & Kapen, 2013; Chen et al., 2018).

Criancas em idade pré-escolar sdo as mais afetadas, podendo
desenvolver febre, hepatomegalia, granulomas hepaticos, hipereosinofilia
cronica, hiperglobulinemia e alteragbes pulmonares (Macpherson, 2013).
Entretanto, muitas podem se manter assintomaticas, pois os sintomas e o grau

de intensidade variam de acordo com idade, imunidade, quantidade de larvas
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ingeridas, intensidade e duracéo da infecgéo e local de migragéo das larvas (Lim
et al., 2015; Selek et al., 2016). A prevaléncia da doenga ¢é influenciada por
diversas variaveis como densidade populacional, fatores climaticos e
geograficos, bem como culturais e socioeconémicos (Congdon & Lloyd, 2011).
Em paises subdesenvolvidos, como na América Latina, a prevaléncia € maior
devido ao saneamento basico precario e consequente exposicdo ao solo
contaminado pelo alto fluxo de animais errantes (Macpherson, 2013; Moreira et

al., 2014).

A sindrome mais comum causada pela migragao e instalacdo das larvas
nos 6rgaos e tecidos humanos é conhecida como Larva Migrans Visceral (LMV)
e € a mais frequente em criangas (Chen et al., 2018). Quando as larvas atingem
os olhos, o quadro é denominado Larva Migrans Ocular (LMO) e pode cursar
com aumento da pressao intraocular, dor, visdo turva e fotofobia, assim como
com a formacéao de granulomas e lesdes oculares permanentes (Lim et al., 2015;

Chen et al., 2018).

O diagndstico € comumente realizado por meio de sorologia pelos
métodos ELISA e Western Blotting para deteccéo de anticorpos e antigenos de
T. canis no sangue, associada aos sintomas e exames de imagem (Yamasaki et
al., 2000; Smith et al., 2009). Anticorpos IgM, IgG e IgE podem ser detectados
no sangue periférico dentro de 4 dias a 4 semanas da infecdo, e permanecem
durante anos no soro. Entretanto, testes que detectam anticorpos podem sofrer
reacbes cruzadas com outros parasitas, diminuindo sua sensibilidade e
especificidade (Yamasaki et al., 2000).

A LMV pode ser tratada com a administracdo por via oral de anti-

helminticos, associados a terapia anti-inflamatéria. Os anti-helminticos mais
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utilizados sao albendazol, tiabendazol e mebendazol, apesar da eficacia limitada
(Moreira et al., 2014). Nos casos de LMO, a intervengéo cirurgica pode ser
necessaria para remogao da larva, a fim de evitar a progressédo dos danos
oculares (Selek et al., 2016; Chen et al., 2018).

A administracao periédica de anti-helminticos em animais de companhia,
bem como habitos de higiene frequentes sao pecas-chave na prevencao da LMV
(Macpherson, 2013; Fisher, 2014; Selek et al., 2016). Ambientes frequentados
por grande numero de animais errantes tendem a apresentar alto risco de
infecgao por T. canis, e devem ser evitados por criancas, assim como também o
acesso desses animais as areas publicas como playgrounds infantis, pracas e
até quintais, e a remocao de fezes do solo auxilia na redugao desse risco (Nijsse

et al., 2015).

2.3. Desinfetantes comerciais

Em canis, abrigos de animais, clinicas veterinarias e até mesmo em
residéncias, a desinfeccdo de pisos, superficies e areas comuns é de suma
importancia para o controle de microorganismos e consequentemente de
zoonoses (Morrondo et al., 2006). Diversos desinfetantes de uso domeéstico
estdo disponiveis no mercado e sdo amplamente utilizados, destacando-se
aqueles a base de quaternarios de aménio, fendis e compostos clorados
(Aycicek et al., 2001; Ursache et al., 2019).

Os quaternarios de aménio como o cloreto de benzalcénio possuem
propriedades anti-sépticas, desinfetantes e sanitizantes, bem como demonstram

baixa toxicidade, alta solubilidade em agua, s&o estaveis em solugdo e n&o sao
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corrosivos. Ja os compostos clorados como o hipoclorito de sddio tém alto poder
germicida por sua poderosa agao oxidante, entretanto os de uso doméstico se
apresentam diluidos, contendo apenas 2-2,5% de cloro ativo, o que torna seu
uso seguro e ainda assim eficaz nas atividades do dia-a-dia (Jaigobind et al.,
2007).

Apesar desses produtos quimicos nao garantirem em rétulo propriedades
nematicidas e ovicidas, diversos estudos realizados ja comprovaram tais agdes,
em diferentes graduagdes de acordo com o tempo de exposi¢ao, a natureza e a
concentragao do produto (Aycgicek et al., 2001; Morrondo et al., 2006; Alves Neto,
2009; Verocai et al., 2010; Suzuki et al., 2013; Oh et al., 2016; Ursache et al.,

2019)

2.4. Fungos nematofagos

Segundo Soares (2014), o controle biolégico € uma das possiveis
aplicagdes biotecnoldgicas dos fungos nematéfagos, e tem como vantagem ser
uma alternativa “limpa”, evitando a geragao de residuos como nos produtos
quimicos.

Fungos nematofagos “comedores” de ovos e ou larvas de nematoides
parasitos gastrintestinais ja vem sendo utilizados em experimentos laboratoriais
e também a campo em animais domeésticos e de produgao (Mota et al., 2003;
Tavela et al., 2013).

Os fungos nematofagos podem ser classificados em 3 grupos:
predadores, endoparasitas e ovicidas/oportunistas. Além destes, ha ainda

aqueles considerados produtores de metabdlitos secundarios téxicos, que
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também podem ser promissores no controle biolégico (Yang et al., 2013; Soares,
2014).

O grupo de fungos predadores inclui as principais espécies de fungos
nematofagos, dos géneros Duddingtonia, Arthrobotrys e Monacrosporium (Yang
et al., 2007; Braga & Araujo, 2014). Essa categoria apresenta acao predatéria
baseada na formacdo de armadilhas, por meio de hifas adesivas que
emaranhadas geram redes bi e tridemensionais, com o objetivo de aprisionar e
destruir estagios larvais de nematoides (Larsen, 1999; Mota et al., 2003; Yang et
al., 2007; Braga et al., 2010; Braga & Araujo, 2014).

Os fungos endoparasitas agem infectando o hospedeiro, por meio da
liberagao de esporos, conidios e conidioforos, que sao ingeridos pelo nematoide,
degradando-o de dentro para fora. Entretando, esse grupo apresenta algumas
limitacbes de sobrevivéncia que dificultam sua ultilizacdo comercial, como a
obrigatoriedade de hospedeiro, ndo sendo possivel utiliza-los em controle de
solo, e a necessidade de agua disponivel (Stirling & West, 1991).

Ovicidas ou oportunistas séo fungos cuja atividade ocorre sobre ovos,
cistos e fémeas de nematoides, destacando-se a espécie Arthrobotrys
oligospora, primeiro fungo nematoéfago da categoria a ser estudado (Braga &
Araujo, 2014). Esses fungos ja vém sendo alvo de diversos estudos, como sendo
organismos versateis e promissores no controle de nematoides e helmintos de
animais domeésticos e seres humanos (Araujo & Maia, 1993; Lysek, 1976; Kerry
et al., 1984; Braga, 2007; Lopez-Llorca et al., 2008).

Além da agdo mecanica, os fungos nematofagos ainda sdo capazes de
produzir enzimas extracelulares, como proteases e quitinases, que também

possuem propriedades ovicidas e larvicidas (Mota et al., 2003; Yang et al., 2007;
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Braga et al., 2015; Soares, 2014; Soares et al., 2015). O mecanismo molecular
de acao dessas enzimas ainda nao é totalmente conhecido, entretanto sabe-se
que elas sao capazes de promover a degradagao dos principais constituintes
quimicos da cuticula e da casca dos ovos de nematdides (Braga et al., 2011;
Yang et al., 2013; Soares, 2014). A espécie Duddingtonia flagrans (AC001) é
considerada umas das mais promissoras no controle de nematoides e tém
demonstrado eficacia consideravel (Meyer & Wiebe, 2003; Mota et al., 2003;

Braga et al., 2010; Silva et al., 2011).

2.5. Perspectivas no controle parasitario de caes e gatos

A resisténcia parasitaria as drogas anti-helminticas existentes no
mercado € uma realidade que vem sendo estudada ao longo dos anos (Kopp et
al., 2007; Jimenez Castro et al., 2019). Diante desse cenario, a implementagéo
de programas integrativos de controle parasitario que garantam a saude e a
segurancga dos animais e seres humanos torna-se necessaria (Mota et al., 2003).
Alternativas de controle biolégico associado ao controle quimico ja estdo
disponiveis, e a utilizagdo dos fungos nematofagos faz parte dessa estratégia
(Braga & Araujo, 2014).

Uma das alternativas promissoras envolvendo os fungos nematofagos
€ o aproveitamento de seus produtos no combate aos nematoides. As enzimas
extracelulares supramencionadas ja demonstraram potencial nematicida,
entretanto merecem mais estudos, para que possam ser incorporadas de forma

segura e eficaz no mercado (Araujo et al., 2008; Soares, 2014).
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A miconanotecnologia também pode ser considerada uma das
estratégias no controle biolégico desses geohelmintos. Nanoparticulas de prata
(AgNPs) produzidas por fungos nematéfagos tém sido amplamente estudadas
devido as suas propriedades o6ticas, fisicas e quimicas (Barbosa et al., 2021).
Métodos de obtengdo dessas AgNPs ja vem sendo testados, entretanto os
fisicos e quimicos demandam emprego de substancias tdxicas. Ja o método
biolégico denominado “Sintese Verde“ tem sido uma aposta para essa producgao,
por ser ecologicamente correto, eficiente, rentavel e passivel de ser reproduzido,
uma vez que origina grande quantidade de produto a partir de pequena biomassa
(Chowdhury et al., 2014; Ghareib et al., 2016). Nesse contexto, mais uma vez
destaca-se o fungo nematdfago Duddingtonia flagrans, por sua capacidade
predatéria e de resisténcia as condigdes ambientais, além da producdo de
enzimas, que participam do processo de produgao de AgNPs (Costa Silva et al.,
2017). Em estudo publicado recentemente, Barbosa et al. (2021) avaliaram a
atividade nematicida de AgNPs sintetizadas por D. flagrans, pelo método de
Sintese Verde, sobre larvas Ls do nematoide ascarideo Ancylostoma caninum, e
observaram que as AgNPs demonstraram atividade nematicida em todas as
concentracdes testadas, concluindo se tratar de mais uma das versatilidades
desse fungo, que pode ser explorada no controle biolégico de nematoides.

Logo, diante de um cenario de resisténcia parasitaria ja consolidado,
e da necessidade de novas estratégias de controle de nematoides, em especial
Toxocara canis, comumente encontrado em animais domésticos e de potencial
zoonotico importante, o presente trabalho buscou avaliar a eficacia ovicida in
vitro de desinfetantes comerciais associados ou ndo ao fungo nematéfago D.

flagrans sobre ovos deste parasito.



17

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
e Avaliar a eficacia ovicida in vitro de desinfetantes comerciais associados
ou nao ao fungo nematdéfago Duddingtonia flagrans (AC001) sobre ovos

de Toxocara canis.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade ovicida in vitro de 2 compostos quimicos
desinfetantes comerciais, um a base hipoclorito de sédio e um a base de
quaternario de amoénio, sobre ovos de Toxocara canis;

e Avaliar a eficacia ovicida in vitro do fungo nematéfago Duddingtonia
flagrans sobre ovos de Toxocara canis;

e Avaliar a eficacia ovicida in vitro do uso associado do fungo nematéfago
Duddingtonia flagrans com os compostos quimicos a base de hipoclorito

de sdédio e quarternario de aménio sobre ovos de Toxocara canis.
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4. MATERIAL E METODOS

4 1. Toxocara canis

Os ovos de Toxocara canis foram obtidos a partir da dissecacdo de um
exemplar adulto fémea desse nematoide existente em conservagdo no
Laboratorio de Parasitologia Experimental e Controle Bioldgico da Universidade
Vila Velha (UVV). Aproximadamente 20.400 ovos foram extraidos e colocados
em 3 mL de agua destilada de acordo com a técnica modificada de Frassy et al.

(2010).

4.2. Desinfetantes e Duddingtonia flagrans (AC001)

Foram utilizados hipoclorito de sodio 2-2,5% (Qboa, Anhembi, Brasil) e
cloreto de benzalconio 15% (Herbalvet T.A.®, Ourofino, Brasil), este com diluigao
realizada conforme rotulo.

O fungo nematofago Duddingtonia flagrans (AC001) foi obtido do solo
brasileiro e isolado pelo Laboratorio de Parasitologia Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa. Atualmente, € mantido em constante repique pelo Laboratorio
de Parasitologia Experimental e Controle Biologico da Universidade Vila Velha.

No presente trabalho foi utilizada uma solugdo de AC001. Para obtengao
da solugao, o fungo foi repicado em uma placa de Petri de 9 cm de didametro
contendo meio de cultura batata-dextrose-agar 2% (BDA2%). O crescimento
micelial em toda a placa foi observado apdés 7 dias de cultivo. Apdés o

crescimento, 5 mL de agua destilada foram adicionados na placa de Petri e com
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auxilio de uma lamina de vidro os conidios e fragmentos miceliais foram
raspados da superficie do agar e posteriormente vertidos em tubo Falcon de 15

mL, de acordo com a técnica descrita por Araujo & Maia (1993).

4.3. Ensaio experimental

Foram criados 7 grupos experimentais em microtubos de 1,5 mL, com 6
repeticdes para cada grupo, para cada dia de leitura. Os grupos estédo descritos

na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Grupos experimentais (G1 a G7) elaborados para avaliar a eficacia ovicida in vitro de desinfetantes
comerciais e do fungo Duddingtonia flagrans (AC001), isolados e combinados entre si, sobre os ovos de Toxocara

canis nos intervalos de dias 1, 7, 14 e 21.

Grupos Ensaio Experimental

G1 18 uL ovos + 10 uL conidios de AC001

G2 18 uL ovos + 82 uL de hipoclorito de sodio 2-2,5%

G3 18 L ovos + 82 L de cloreto de benzalcénico 15%

G4 18 uL ovos + 10 pL conidios de AC001 + 72 L de hipoclorito de sédio 2-2,5%

G5 18 yL ovos + 10 pL conidios de AC001 + 72 L de cloreto de benzalcénico 15%

G6 18 uL ovos + 41 yL de hipoclorito de sédio 2-2,5% + 41 pL de cloreto de benzalcénico 15%
G7 (controle negativo) 18 pL ovos + 82 pL de agua destilada

As leituras dos grupos foram realizadas em 4 dias diferentes: dia 1 (24
horas), dia 7 (168 horas), dia 14 (336 horas) e dia 21 (504 horas), apds a
montagem dos ensaios. A quantidade de ovos e conidios adicionada aos
microtubos foi padronizada por meio de aliquotas, obtendo-se concentracdes de

aproximadamente 120 ovos/18 ul e 120 conidios/10 ul (Ferraz et al., 2019),
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respectivamente. Os volumes de hipoclorito de sodio 2-2,5%, cloreto de
benzalcbnico 15% e agua destilada foram calculados de modo que o volume final
da solucao fosse de 100 pl por microtubo, confome demonstrado na tabela 1.

Os microtubos foram mantidos na bancada do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UVV, em temperatura de 25° C até o
momento das leituras (figura 1).

A leitura dos grupos foi realizada em lamina, no Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UVV, por meio de microscopia optica.
Utilizando as objetivas de 4x e 10x, os ovos remanescentes foram contados com
o auxilio de um contador manual estatistico, e foram visualmente observados: o
aspecto geral, a coloragéo, a integridade e espessura da casca, o aspecto do
conteudo, bem como qualquer outra condicdo que diferisse da inicial. Somente
foram contados como ovos remanescentes aqueles que apresentavam

caracteristicas visuais semelhantes as iniciais.

4 .4. Analise estatistica

Os resultados do experimento foram avaliados por meio de analise de
variancia (ANOVA) e pos teste Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade, utilizando
o software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2003). Os percentuais de redugao foram
calculados pela seguinte equacao: % Redugé&o = média de ovos remanescentes
no grupo controle (G7) — média de ovos remanescentes nos grupos tratados x
100/média de ovos remanescentes no grupo controle (Mendoza-De-Gives &

Vasquez-Prates, 1994).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficacia ovicida de cada um dos desinfetantes utilizados, do fungo
D. flagrans e associagdes, sobre os ovos de T. canis, € demonstrada na tabela
2, como as médias das 6 repeti¢cdes de cada grupo (G1 a G7) nos dias 1, 7, 14

e 21 do experimento.

Tabela 2. Resultados médios obtidos dos grupos G1 a G7 quanto ao niumero de ovos remanescentes de T. canis

nos dias 1, 7, 14 e 21 do ensaio experimental.

GRUPO 5 GRUPO 6

GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 (ovos + AC001  (ovos+ GRUPO 7
(ovos + (ovos + (ovos + (ovos + AC001 loreto de hipoclorito de (CONTROLE:
DIAS ACO001) hipoclorito cloreto de + hipoclorito b N P ‘PO o ovos + agua)
de sodio 2- benzalcénio de sodio 2- enzalconio sédio 2-2,5% +
15%) + cloreto de
2,5%) 15%) 2,5%) benzalcénio
15%)
94 93 49* 87,83 64,83 83,67 124,8
7 69,33 0* 62 51,17 58,5 0* 86,17
14 45,5 0* 56,67 0* 38,67 0* 69,67
21 33,33 0* 2517 0* 47 0* 64,33

Asteriscos denotam diferenga significativa (p<0.005) para o grupo controle

Ao final do experimento (21 dias), a soma das médias do grupo
controle (G7) foi de 345 ovos de T. canis e nos demais grupos: G1 (242.1); G2
(93); G3 (192.7); G4 (138.9); G5 (209.0) e G6 (83.7). Dessa forma, evidenciando-
se cada uma das médias ao final dos dias estudados, foi possivel obter os
seguintes resultados para o percentual de redugédo ovicida: G1 (29.8%); G2
(73%); G3 (44.1%); G4 (59.7%); G5 (39.4%) e G6 (75.7%). Observa-se que 0s
maiores percentuais ovicidas foram obtidos nos grupos G2 e G6 (figura 3A-C),
que em sua composi¢ao havia produtos quimicos ja consagrados: o hipoclorito

de sodio 2-2,5% e o cloreto de benzalconio 15%.
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Por outro lado, a atividade ovicida registrada no G1, embora tenha
sido baixa, serve mais uma vez como registro da atuagao do fungo D. flagrans,
sobre ovos de T. canis. No passado, a atuagcdo deste fungo sobre ovos de
helmintos ja tinha sido sugerida por Braga et al. (2007). Estes autores avaliaram
a capacidade ovicida de D. flagrans sobre ovos do nematoide ascarideo Ascaris
lumbricoides, demonstrando que esse fungo, apesar de ser classificado como
predador, apresenta também capacidade ovicida, devido as enzimas por ele
produzidas. No presente estudo foi observado que D. flagrans (AC001) foi capaz
de promover efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas e
clamiddsporos foram observados aderidos a casca (figura 2). Braga et al. (2008)
também demonstraram pela primeira vez que um fungo predador “destruidor” de
larvas de nematoides aderiu aos ovos de Shistosoma mansoni, trematoide
causador da esquistossomose, e possivelmente inviabilizou seu
desenvolvimento. Desde entao, muito ja se estudou sobre a possivel atividade
ovicida de D. flagrans e varios trabalhos interessantes demonstraram-na, gracas
a composi¢ao da casca dos ovos de alguns nematoides, como é o0 caso em
questao (Braga et al., 2008; Frassy et al., 2010; Braga et al., 2011).

A casca dos ovos da maioria dos geohelmintos (inclusive o T. canis)
possui camadas de composic¢édo lipidica e proteica (Wharton, 1980), e devido
produgao de enzimas extracelulares por D. flagrans, recentemente descobriu-se
uma nova utilizagdo para esse fungo. Alinhando-se o conhecimento a respeito
da epidemiologia parasitaria, controle quimico e bioldgico, os resultados do
presente trabalho “apontam” para um possivel controle estratégico integrado.

Seguindo nessa mesma linha de raciocinio, em G4 e G5 (ambos

contendo D. flagrans), também se nota atuag&o ovicida das enzimas, embora
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possa ser sugerida alguma atividade antagbnica dos produtos quimicos quanto
ao D. flagrans nos dias estudados. Essas experimentagcbes sdo importantes
justamente pela possibilidade futura de desenvolvimento de um desinfetante que
possa atuar sinergicamente com o controle biolégico.

Nos grupos G2, G4 e G6, que continham hipoclorito de sédio 2-25%,
foi possivel observar alteracbes morfologicas significativas nos ovos,
principalmente referentes a casca, e que progrediram a medida que se
passavam os dias do ensaio experimental. No dia 1 ja era possivel observar nos
trés grupos cascas de ovos com espessuras mais finas e muitas rompidas, com
exposicao de conteudo. Ao longo dos dias 7, 14 e 21 os ovos foram se tornando
mais claros, irregulares, com a casca mais fina, e apresentando deterioracao
progressiva do conteudo, sendo que nos dias 14 e 21 n&o era mais possivel
visualiza-los integralmente, restando apenas fragmentos dispersos na solugao.

Verocai et al. (2010) avaliaram a eficaria in vitro do hipoclorito de sodio
2-2,5%, assim como do cloreto de benzalconio 15% (também Herbalvet T.A.®) e
outros desinfetantes comerciais, sobre a evolugdo da embriogénese de ovos de
T. canis, durante 36 dias. Apesar do objetivo daquele estudo divergir deste, as
metodologias foram similares e ambos observaram que o hipoclorito de sédio 2-
2,5% promoveu a degradagdo da camada externa dos ovos desse parasito.
Morrondo et al. (2006), em estudo semelhante ao de Verocai et al. (2010),
também demonstrou que em um periodo de 24 dias o hiploclorito de sodio 2-
2,5% foi capaz de degenerar in vitro 50% dos ovos de T. canis. No presente
trabalho, foi possivel demonstrar que aos 21 dias de experimento, a degradagao

dos ovos ocorreu em todos os grupos que continham o derivado de cloro,
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corroborando com os resultados encontrados pelos referidos autores, e
comprovando a eficacia ovicida desse composto quimico.

Os grupos G3 e G5, que continham cloreto de benzalconio 15%
apresentaram menor atividade ovicida, depois de G1. Ha relatos na literatura em
que o cloreto de benzalcdnio 15% demonstrou potencial ovicida e larvicida sob
geohelmintos (Suzuki et al., 2013). No presente trabalho, também foi
comprovada a eficacia ovicida desse desinfetante ao longo experimento, e ao
final (dia 21) o percentual de destruicdo de ovos foi de 44.2%. Os ovos
remanescentes no dia 21 apresentavam morfologia levemente alterada, porém
muitos estavam com seu conteudo integro. Por outro lado, existem estudos
demonstrando que o potencial ovicida do cloreto de benzalcénio 15% é
significativamente menor se comparado ao do hipoclorito de sodio 2-2,5% e do
alcool 70%, por exemplo (Morrondo et al., 2006; Verocai et al., 2010; Ursache et
al., 2019). Diante disso, sdo necessarios mais estudos comparativos, bem como
associando desinfetantes quimicos e agentes biolégicos, a fim de otimizar o
potencial ovicida e larvicida desses agentes.

No G6 observou-se o maior percentual de reducdo de ovos. A
atividade de ambos os produtos quimicos utilizados foi potencializada e ao final
do experimento 75.7% dos ovos foram destruidos (figura 3A-C). Isso é muito
importante, uma vez que a grande maioria da populagdo acaba utilizando dois
ou mais produtos quimicos como desinfetantes domésticos, principalmente em
canis e abrigos de cées e gatos, como ja o relatado aqui. Esse fato esta de
acordo com Ribeiro (2004), que reportou a importancia da higiene dos canis e
do solo para evitar manutengao de ovos e larvas em ciclo de transmissao direta

e prevenir infecgdo de hospedeiros intermediarios e paraténicos. Por outro lado,
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Prats et al. (2005) ressaltam que a resisténcia dos ovos torna impossivel
qualquer profilaxia com base em desinfetantes em solo de terra. Dessa forma,
em delineamento futuro, os experimentos também serao realizados em solo.

Em relacdo a escolha do numero de dias a serem estudados, a
intencao foi mimetizar o tempo do ciclo de vida e o periodo pré-patente (21 dias)
de T. canis, presente em muitos ambientes. Nesse sentido, a partir do primeiro
dia de experimento (dia 1) notou-se claramente a redu¢ao do numero de ovos,
destruidos principalmente pela agdo dos compostos quimicos (desinfetantes)
utilizados.

Os ascarideos possuem 0Ovos com cascas espessas capazes de
resistirem a dessecacao e as variacbes de temperatura, permanecendo por
muito tempo no ambiente, dificultando sua eliminagdo (Tavares, 2011). De
acordo com Santos et al. (2012), é importante que métodos de prevencgao e
controle de parasitas sejam implantados, a fim de reduzir a contaminagao
ambiental pela infeccado de ovos e larvas infectantes. Nesse sentido, estes
autores ressaltam a importancia da utilizacdo de métodos de inviabilizagcado de
ovos no ambiente por meio de desinfetantes que porventura sejam utilizados no
dia a dia nas residéncias, areas comerciais, bem como em ambientes
frequentados por cées e gatos. No presente trabalho, os resultados podem ser
extrapolados imediatamente para rotina de atencéo basica das inumeras ONGs
que cuidam de animais errantes (caes e gatos) todos os dias. Além disso,
ressaltamos que tais resultados pontuais poderdo servir de base para novas

pesquisas envolvendo a associagéo de produtos quimicos e controle bioldgico.
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6. CONCLUSOES

v" No presente trabalho, todos os grupos experimentais tratados

demonstraram eficacia na destruicao dos ovos de Toxocara canis.

Os desinfetantes comerciais utilizados no presente trabalho e usualmente
utilizados em residéncias, clinicas veterinarias, abrigos de animais e canis
apresentaram potencial ovicida sobre ovos de T. canis.

Existe a necessidade de mais estudos para aprimorar o percentual ovicida
desses produtos, principalmente diante da possibilidade de
pontencializacdo da atividade destes quando associados entre si ou a um

método de controle biolégico, como o emprego de fungos nematéfagos.
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8. ANEXOS

Figura 1. Microtubos utilizados no ensaio experimental, mantidos no Laboratério
de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UVV durante o periodo do

experimento. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2. Dia 21: G1: Hifas e clamidosporos de Duddingtonia flagrans aderidas
(seta preta) a casca e ovo degenerado de Toxocara canis (seta branca). Objetiva

10x. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 3 A-C. A - Ovos de Toxocara canis integros no grupo controle (seta

preta); B e C - ovos de Toxocara canis (seta branca) rompidos e integros (seta
preta) nos grupos G2 e G6 respectivamente, ao final do experimento. Fonte:

Arquivo pessoal.



