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Comunicacao/Communication

Acao ovicidado extratobruto enzimatico dofungo Pochonia chlamydosporia

sobre ovos de Ancylostoma sp

Ovicidal action of a crude enzymatic extract of fungus Pochonia chlamydosporia against

Ancylostoma sp eggs

Fabio Ribeiro Braga', Juliana Milani Araujo', André Ricardo e Silva', Jackson Victor de Araujo', Rogério Oliva
Carvalho', Filippe Elias de Freitas Soares?, José Humberto de Queiroz® e Hugo Leonardo André Génier?

RESUMO

Introdugao: Ancylostoma sp é um geo-helminto potencialmente zoondtico.
Métodos: O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a agdo do extrato bruto
enzimético de Pochonia chlamydosporia (VC4) sobre ovos de Ancylostoma sp,
em meio dgar-agua 2% e em cultura de fezes. Resultados: Observou-se um
percentual de redugao na eclosio dos ovos de Ancylostoma sp, de 76,8% na
placas de Petri do grupo tratado em relagdo ao grupo controle. Conclusoes:
O extrato bruto enzimético de Pochonia chlamydosporia foi eficiente na
redugio da eclosao dos ovos de Ancylostoma sp, podendo ser utilizado como
controlador bioldgico desse nematoide.

Palavras-chaves: Pochonia chlamydosporia. Crude enzymatic extract.
Ancylostoma sp.

ABSTRACT

Introduction: Ancylostoma sp is a potentially zoonotic geohelminth.
Methods: This study aimed to evaluate in vitro the action of crude enzyme
extract of Pochonia chlamydosporia (VC4) on eggs of Ancylostoma sp in
2% water-agar and in fecal cultures. Results: The percentage reduction in
Ancylostoma sp egg eclosion was 76.8% in Petri dishes of the treated group
compared to the control group. Conclusions: The crude enzyme extract
of Pochonia chlamydosporia was effective at reducing Ancylostoma sp egg
eclosion and can be used as biological control of this nematode.
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Ancylostoma caninum e o Ancylostoma braziliense, geohelmintos
intestinais de caes e gatos, tém requerido grande atengio devido ao
seu potencial zoonético por meio direto da contaminagao do solo
com as fezes de animais parasitados. Nos cdes e nos gatos, estes
parasitas gastrintestinais podem causar anemia, diarréia, perda de
peso, enterite hemorragica, depressao e mesmo a morte'. Ainda
segundo Crompton® e Santarém e cols®, estima-se que mais de
1 bilhao de pessoas no mundo sao infectadas por geo-helmintos por
meio do solo, sugerindo, portanto que a contaminagio ambiental é
um importante indicador do risco da populagao humana de contrair
estas infecgdes. Areas publicas, como os parques e pragas, sio 0s
principais locais de contaminagao por ancilostomatideos em criangas
com idade pré-escolar. Nos humanos, o Ancylostoma braziliense e o
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Ancylostoma caninum sao responsaveis pela patologia denominada
larva migrans cutdnea, doenga caracterizada por erupgoes lineares
serpiginosas progressivas que se prolongam pelo tecido subcutineo
causada pela migragao das larvas de terceiro estaddio (L3) destes
vermes, que permanecem no solo durante semanas ou meses*.
Dessa forma, métodos de prevencao e alternativas de controle de
geo-helmintos que sejam implantados para reduzir a contaminagao
ambiental das formas infectantes e de seus ovos siao importantes.
Dentre essas alternativas sugere-se o controle bioldgico com fungos
nematdfagos, que sdo os principais antagonistas naturais dos
nematoides no solo contaminado. Sio divididos em predadores,
endoparasitas e ovicidas. No grupo de fungos ovicidas, destacam-
se a espécie Pochonia chlamydosporia (VC4) que produz enzimas
extracelulares do tipo proteases que desenvolvem um papel
importante na infecgdo e na destruigao (atividade ovicida) dos ovos
de geo-helmintos®. De acordo com Esteves e cols’, alguns trabalhos
tém demonstrado que isolados fungicos de Pochonia chlamydosporia
sao capazes de produzir extratos enzimdticos contra vérios tipos de
substratos solidos, e dentre esses, os polissacarideos, as proteinas e os
lipidios. Além disso, sua acao ovicida tem sido testada com sucesso
contra ovos de virios géneros de geo-helmintos em condigdes
laboratoriais e a campo®®. Contudo, seu extrato bruto enzimético
nunca foi testado sobre ovos de geo-helmintos, e dentre esses de
Ancylostoma sp, constituindo dessa forma, uma alternativa de controle.

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a acdo do extrato
bruto enzimatico do fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) em
distintos ensaios sobre ovos de Ancylostoma sp.

Foi utilizado um isolado de fungo ovicida Pochonia chlamydosporia
(VC4) da micoteca do Laboratdrio de Parasitologia do Departamento
de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil
mantido em tubos de ensaio a4°C contendo corn-meal-dgar 2% (CMA 2%)
no escuro e durante 10 dias. A seguir, procedeu-se o cultivo fingico
em frascos erlenmeyers com S0ml de meio minimo liquido (0,3g1/1
NaCl, 0,3g1/1 MgS04.7H20, 0,3gl-1 K2HPO4 e 0,2gl/1 do extrato
de levedura) e suplementado com 0,2% de gelatina. A gelatina foi
filtrada por meio de filtro milipore (45pm) antes de ser adicionada de
forma asséptica no meio autoclavado. As amostras contendo o isolado
foram incubadas no escuro a 28°C em agitador rotatério a 120Xg e apds
cinco dias o sobrenadante foi coletado e filtrado, usando papel filtro
Whatman n° 1 a 4°C de acordo técnica descrita por Esteves e cols’.

Os ensaios experimentais in vitro, denominados de A e B, foram
realizados em etapas distintas durante um intervalo de 8 dias.
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No ensaio A, avaliou-se a atividade do extrato bruto enzimético de
Pochonia chlamydosporia (VC4) sobre a eclosio de ovos de Ancylostoma
sp, em placas de Petri. No ensaio B, avaliou-se a a¢io enzimdtica de
extrato bruto obtido de VC4 sobre a eclosao dos ovos de Ancylostoma
sp, presentes em amostras fecais. Cerca de 500g de fezes frescas de
caes naturalmente infectados foram coletadas. Esse material fecal
utilizado foi dividido em duas partes contendo cerca de 250g cada
uma. A primeira parte foi utilizada para a remogao de ovos por meio
da técnica de flutuagio fecal. A seguir, esses ovos foram centrifugados
em é4gua destilada. O contetido presente no tubo de centrifuga foi
homogeneizado e deste foram retiradas trés aliquotas de 10pl. Os ovos
foram contados com auxilio de estereomicroscépio e aumento de 10x.
A quantidade total desses ovos foi estimada de acordo com Aratjo e
cols’. A segunda parte das fezes foi utilizada para a realizagdo do ensaio
experimental B, na confec¢ao das coproculturas.

No ensaio A, mil ovos de Ancylostoma sp, foram vertidos para placas
de Petri de 4,5cm de didmetro com Sml de extrato bruto de Pochonia
chlamydosporia (VC4) constituindo o grupo tratado. O grupo controle
continha apenas 1.000 ovos em 10ml de dgua destilada na placas de
Petri. As placas de Petri dos grupos tratado e controle foram vedadas
com pelicula Rolapack e incubadas a 26°C e no escuro por 24h. Cada
tratamento, foi constituido por seis repeti¢oes. Apds o periodo de 24h,
foi contado o niimero total de larvas de Ancylostoma sp, presentes em
cada placa de Petri dos grupos tratado e controle de acordo com a
metodologia descrita por Mukhtar e Pervaz'’. No ensaio B, cerca de
20g de fezes positivas foram misturadas com vermiculita industrial
fragmentada (autoclavada) e umedecidas. A seguir, foram adicionados
10ml de extrato bruto de Pochonia chlamydosporia (VC4) e levadas a
estufa a 26°C e durante 8 dias, constituindo o grupo tratado. O grupo
controle foi constituido apenas pelas coproculturas sem o extrato
enzimético bruto de Pochonia chlamydosporia. Ao final desse periodo,
foram obtidaslarvas de terceiro estadio (L,) pelo método de Baermann,
que foram identificadas e quantificadas segundo os critérios descritos
por Urquhart e cols" em microscépio dptico e objetiva de 10x. A
leitura do Baermann demonstrou que 100% das larvas visualizadas
eram de Ancylostoma sp.

Os dados obtidos nos ensaios experimentais A e B, foram
interpretados estatisticamente pela anélise de variincia em niveis
em niveis de significincia de 1 e 5% de probabilidade. A eficiéncia
de eclosao dos ovos em relagao ao controle foi avaliada pelo teste de
Tukey ao nivel de 1% de probabilidade. Posteriormente, o percentual
deredugao damédia delarvas foi calculado de acordo com a seguinte
equagao:

% redugao= (média de larvas do controle - médias de larvas do tratamento) |

média de larvas do controle

Nas placas de Petri do grupo tratado, com o extrato bruto
enzimético de Pochonia chlamydosporia (VC4), observou-se apés
24h de interacdo, a presenca de larvas e de ovos de Ancylostoma
sp, com alteragdes morfoldgicas que nao eclodiram. Contudo, no
grupo controle foram observadas apenas larvas eclodidas apds o
mesmo intervalo de tempo. Diferenga (p < 0,01) foi encontrada
entre o numero de larvas nas placas do grupo tratado e grupo
controle (Figura 1). Além disso, houve um percentual de reducio
na eclosao dos ovos de Ancylostoma sp, de 76,8% na placas de Petri
do grupo tratado em relagao ao grupo controle. Ao final de oito dias,
ensaio B, a andlise das culturas de fezes realizadas demonstrou, que
o extrato bruto enzimético de Pochonia chlamydosporia foi eficiente
na redugao do niimero de L, de Ancylostoma sp, por meio da técnica
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FIGURA 1 - Valores médios das larvas de Ancylostoma sp recuperadas das placas
de petri do grupo tratado com o extrato bruto enzimatico do fungo [1Pochonia
chlamydosporia (VC4) e do grupo controleM, ap6s 24 horas de interagio.
Diferenca significante (p<0,01) entre o grupo tratado com fungo e controle
*Teste de Tukey.

de Baermann (Figura 2). Ao final desse ensaio, houve diferenca
(p <0,01) entre as médias de larvas recuperadas do grupo tratado em
ralagdo ao grupo controle com um percentual de redugao de 67,9%
no grupo tratado. No presente trabalho, demonstrou-se a atividade
do extrato bruto enzimatico de Pochonia chlamydosporia (VC4) na
eclosio de ovos de Ancylostoma sp, ao final do ensaio experimental
A. Esseresultado estd de acordo com Esteves e cols’, que trabalharam
com esse mesmo fungo crescido em meio liquido suplementado com
gelatina 0,2% e, posteriormente, demonstraram sua agaona eclosao
de ovos de Meloidogyne sp, um fitonematoide.
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FIGURA 2 - Valores médios das larvas de Ancylostoma sp recuperadas das
coproculturas do grupo tratado com o extrato bruto enzimatico do fungo
OPochonia chlamydosporia (VC4) e do grupo controleM, ap6s 8 dias. Diferenca
significante (p<0,01) entre o grupo tratado com fungo e controle *Teste de
Tukey.

Apos 24h de incubagao, os autores do presente trabalho,
observaram que as larvas de Ancylostoma sp, estavam ativas e sem
paralisia. No entanto, durante o ensaio experimental a toxicidade
do extrato bruto de Pochonia chlamydosporia (VC4) nio foi
estimada pelo niimero de nematoides paralisados. Por outro lado,
Mukhtar e Pervaz'® registraram que a agdo do filtrado fungico de
Pochonia chlamydosporia sobre juvenis de Meloidogyne javanica, um
fitonematoide, provocou a mortalidade de 13,2% das larvas apds
o mesmo intervalo estudado. Estes autores mencionaram que a
toxicidade do filtrado fungico utilizado foi estimada de acordo com o
percentual médio de nematoides paralisados. Contudo, os resultados
encontrados no presente trabalho nio estio de acordo com o
trabalho de Mukhtar e Pervaz'’, sugerindo que isso possa ter ocorrido
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devido as diferentes condi¢oes de cultura e a utilizagdo de nematoides
gastrintestinais e nao de fitonematoides. Esteves e cols” mencionam
que pode haver diferencas sobre os resultados obtidos na produgao
de enzimas entre vérios isolados do fungo Pochonia chlamydosporia.
Além disso, esses autores relataram que as condigdes de cultura
parecem ter um importante papel e isso deve sempre ser padronizado
para que comparagdes significativas possam ser realizadas. Ainda
de acordo com Mukhtar e Pervaz'® a agiao nematicida do filtrado de
Pochonia chlamydosporia sobre juvenis de Meloidogyne javanica pode ser
atribuida com a produgao de certas enzimas e toxinas do tipo verticillim
A, BeCqueajudamaenfraquecer e dissolver a cuticula dos nematoides.
Recentemente, Braga e cols® demonstraram a viabilidade desse fungo
apos passagem pelo trato gastrintestinal de equinos e comprovaram
sua capacidade ovicida sobre ovos de Oxyuris equi, nematoide
gastrintestinal de equinos, ao final do ensaio. Contudo, existe uma
caréncia de trabalhos que possam evidenciar a agao de Pochonia
chlamydosporia sobre larvas infectantes de nematoides gastrintestinais
de animais domésticos e, mais pesquisas sio necessarias.

O fungo Pochonia chlamydosporia produz uma protease (VCP1)
responsével pela destrui¢ao dos ovos de fitonematoides. Contudo,
esse é o primeiro relato da sua agdo enzimética sobre ovos de um
geo-helminto. De acordo com Segers e cols'?, a produgio de VCP1
em meio liquido pelo fungo poderia ser suprimida, caso, fosse
utilizada o substrato gelatina em altas concentracdes. No presente
ensaio experimental, o fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) foi
capaz de crescer em meio liquido suplementado com gelatina 0,2%
demonstrando sua atividade proteolitica, no entanto, os autores
nao buscaram determinar a purificacio enzimética, mas, produzir
extrato bruto enzimatico com agao proteolitica. Virios trabalhos tém
mencionado o uso de Pochonia chlamydosporia (VC4) crescido em
placas de Petri sobre ovos de geo-helmintos parasitas grastintestinais®.
No entanto, este é o primeiro relato da a¢io do seu extrato bruto
enzimético sobre ovos de Ancylostoma sp. Desta forma, por meio dos
resultados obtidos no presente trabalho os autores sugerem que esse
fungo poderia ser empregado no controle de ovos de geo-helmintos
parasitos gastrintestinais que eclodem em curto intervalo de tempo
no ambiente, partindo-se do principio que até o presente momento
apenas ovos de helmintos com maior periodo de incubag¢io no
ambiente tinham sido alvo dos estudos, destacando-se Ascaris
lumbricoides". Em trabalho recente, Frassy e cols® demonstraram a
acgao ovicida de Pochonia chlamydosporia crescido em meio AA 2%
sobre ovos de Toxocara canis, ascarideo potencialmente zoondtico
de caes, naquele trabalho, os autores registraram um percentual de
redugcio de 43,8% em relagao ao grupo controle. Contudo, no presente
trabalho o uso do extrato bruto enzimdtico foi mais promissor, com
um percentual de redu¢do de 76,8% sobre ovos de Ancylostoma sp.

Segundo Braga e cols", um fungo é caracterizado como ovicida
se durante o processo de infecgao dos ovos apresentar o efeito do tipo
3 (agdo ovicida). O fungo Pochonia chlamydosporia (VC4) causou
reducdo do nimero de L, recuperadas das coproculturas ao final do
ensaio B, com um percentual de 67% demonstrando sua atividade
enzimatica sobre ovos e possivelmente sobre alguns estadios das
larvas, mesmo em material fecal. Em outro trabalho, Carvalho
e cols' demonstraram que a utilizagao de fungos nemat6fagos
é uma medida promissora que contribui para a diminuigao da
contaminagao ambiental de L, de Ancylostoma sp. Naquele trabalho,
os autores registraram uma redugao de 66,8% das L, recuperadas
das coproculturas. Por meio dos resultados obtidos no ensaio B,
sugere-se a empregabilidade de extrato bruto enzimético de Pochonia
chlamydosporia sobre ovos de Ancylostoma sp. Contudo, os autores
sugerem a caracterizagao das substancias produzidas pelo fungo

Pochonia chlamydosporia (VC4) em trabalhos futuros. De acordo
com Freitas®, o controle da ancilostomose, embora tecnicamente
facil, na realidade torna-se muito dificil. No entanto, dentre as
medidas de saude publica utilizadas, destaca-se a desinfec¢ao
do solo. Neste contexto, sugere-se o uso de fungos nematéfagos,
como uma alternativa de controle, uma vez que esses organismos
estdo naturalmente presentes no ambiente. Todavia, no futuro,
maiores estudos sobre as atividades enzimdticas do fungo Pochonia
chlamydosporia serdo foco de outros trabalhos.
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