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RESUMO

LOPES, Aline del Carmen Garcia; MSc; Universidade Vila Velha — ES, Fevereiro
de 2015; Atividade nematicida do fungo Pleurotus spp sobre larvas infectantes

de Ancylostoma caninum; Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Os caes e gatos desempenham importante papel como animais de companhia para
0s seres humanos, que acabam estabelecendo lacos afetivos com esses animais. O
estreitamento dessa relacdo aumenta o risco de contaminacdo do homem, podendo
estes animais serem considerados reservatorios potenciais de agentes infecciosos.
Dentre os helmintos, o Ancylostoma spp tem despertado grande interesse, devido ao
seu potencial zoonotico. O Ancylostoma caninum € a espécie mais comum em caes
e 0 A. braziliense é o mais comum em gatos. Os fungos nematé6fagos séo estudados
desde que sua funcdo como predador de nematoéides foi reconhecida no final do
século XIX. Dessa forma, o controle bioldgico consiste na aplicacédo e utilizacao de
antagonistas naturais disponiveis no ambiente e que possam diminuir, a um limiar
aceitavel, determinada populacdo do agente agressor. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a atividade predatoria de isolados fungicos de Pleurotus eryngii in
vitro sobre A. caninum de cdaes residentes no Estado do Espirito Santo. Os dados
foram interpretados estatisticamente pela analise de variancia em niveis de
significancia de 1 e 5% de probabilidade. A eficiéncia de predacédo das larvas em
relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
Posteriormente, o percentual de reducdo da média de L3 foi calculado. Foi realizado
um ensaio experimental in vitro e confeccionadas 15 placas para o grupo tratado e
15 placas do grupo controle. No grupo tratado, em cada placa de Petri foram
colocadas 1000 larvas de A. caninum e 50 microlitros do isolado fungico. No grupo
controle foram colocadas somente 1000 larvas. O isolado fungico de P. eryngii
reduziu o numero médio de larvas de A. caninum em relacéo ao controle (p<0,01) e
apresentou um percentual de reducdo de 47,56%. O numero médio de larvas
recuperadas no grupo tratado foi de 32,2 (£15,3) e do grupo controle foi 72,88
(x27,0). Foi calculada a média das larvas contadas durante cada um dos 7 dias do
experimento no grupo controle e tratado e encontraram-se valores significativos
(p<0,01) entre as médias dos dois grupos. Foi observada a diminuicdo consecutiva
do dia 1 ao dia 7 em relacdo ao numero de larvas dos dois grupos (p<0,01). Conclui-
se com isso, que o fungo P. eryngii demonstrou atividade predatéria sobre Ls de A.
caninum, podendo ser uma alternativa de controle.

Palavras-chaves: ancilostomideos, controle biologico, fungos nematofagos



ABSTRACT

LOPES, Aline del Carmen Garcia; MSc; Universidade Vila Velha — ES, Fevereiro
de 2015; Nematicide activity of Pleurotus spp fungus on infective larvae of

Ancylostoma caninum; Orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Dogs and cats play an important role as companion animals to humans, who end up
establishing emotional bonds with these animals. The closer this relationship higher
the risk of contamination, and these animals can be considered as potential
reservoirs of infectious agents. Among the helminths, Ancylostoma spp has attracted
great interest because of its zoonotic potential. The Ancylostoma caninum is the
most common species in dogs and A. braziliense is most common in cats.
Nematophagous fungi are studied since its function as predator nematodes was
recognized in the late nineteenth century. Thus, the biological control is the
application and use of natural antagonists available in the environment and can
reduce to an acceptable threshold given population of the offending agent. The
objective of this project was to evaluate the predatory activity of fungal isolates of
Pleurotus eryngii in vitro on A. caninum State resident dogs of Espirito Santo. The
data were interpreted by analysis of variance at significance levels of 1 and 5%
probability. The efficiency of predation of larvae in the control was evaluated by the
Tukey test at 1% probability. Subsequently, the average reduction percentage was
calculated L. An experimental in vitro assay was performed and made 15 boards for
the treated group and 15 boards in the controlled group. In the treated group, in each
Petri dish were placed 1000 larvae of A. caninum and 50 microliters of the fungal
isolate. In the controlled group were placed only 1000 larvae. The fungal isolate of P.
eryngii reduced the average number of larvae of A. caninum compared to control (p
<0.01) and presented a 47.56% reduction percentage. The average number of larvae
recovered in the treated group was 32.2 (x 15.3) and the control group was 72.88 (+
27.0). We calculated the average of larvae were counted in each of the seven days
of the experiment in the control group and treated and found significant differences (p
<0.01) between the average of two groups. Consecutively reduction was observed
from day 1 to day 7 compared to the number of larvae in both groups (p <0.01). It
follows from this that the fungus P. eryngii showed predation on Lz of A. caninum,
which can be a control alternative.

Keywords: hookworms, biological control, nematophagous fungi



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e et e e e ae e e eaan e eees vi

LISTA DE TABELAS ..ot e e e e s viii
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS ......coooviieieetecieeeeeee e, iX

1 11 PR X

A B S T R A T e e Xi

L INETOTUGEID ..ttt a e e e e e e 13
2. REVISA0 A€ LILEIAtUIA .....uvuviiiiiiiiiiiiiie e e ettt e e e e e e e e e e e e e s e s e 15
22 I o 1151 (o] o RSP 15
2.2. FUNQOS NeMALOfAgOS .....coiiiiie e e e e e 16
2.3. Fungos produtores de metabolitos tOXICOS ..........cccovvvviviiiiiiiiiiciie e, 18
2.4, FUNQOS OVICIAS ...cooeiieieiiiiiiiieii ettt e e e e e e e e e ee e e e e s 21
2.5. FUNQOS E€NAOPAIASITAS .....uuuiiiiiiiiiiiiiieiieee e e e e e e e e e e e e e e e 21
2.6. FUNQOS PredadOres .......coooiiiiiieieiiiiiiiei s e s e e e e e e e e e et s e s s e e e e e e eaaaaeeaenes 22
2.7. CoNtrole BIOlOQICO ....ccceeeeeeiieeeeeeeee e 24
2.8. PlEOIOTUS SPP weittiiiiiiiiiie ittt e e e e e e e e e s a e e e e e e e s 26
2.9. ANCIIOSTOMITEOS ...cevveiiiiieeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 29
3. ODJELIVO ..o e e e e e e e e e 34
4. Material € MELOUOS .......ccoeieiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e s e s annnes 36
4.1. Obtenc&o dos iSolados fUNGICOS .......ccoeiiiiiiiiiie i 36
4.2. ObteNGAO dOS CONIAIOS. ......ueveiieeeeiiiii ettt e e e aeeaeeeas 36
4.3. Obtencédo de larvas de Ancylostoma caninum............ccccceeeeeeeeeeeeeeeeiieeeeieennnns 36
4.4. ENSAIo eXPEeriMENTAl .......uueeeiiii i 37
4.5. ANAlISE EStAtISHICA . .evviiiieee e e a s 37
5. RESUItAA0S € DISCUSSA0. .....uuuuiiiiiiiiiiiieeeiiiieee e e e e e e e e e e sese s eeeeeeaaa e e e e e s s e s annnnes 38
L O o od [117- T L UPSUPPRRR 50

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 51



INTRODUCAO

O parasita € um organismo que leva vantagem sobre outro organismo
(hospedeiro) e geralmente causa algum dano a ele. Estes parasitas constituem um
grupo diversificado de organismos que podem afetar uma ampla gama de
hospedeiros animais, incluindo os anfibios, aves, peixes, mamiferos e répteis (1). Os
cdes apesar dos beneficios que apresentam como animais de companhia, podem
ser considerados reservatorios de agentes infecciosos como parasitos, bactérias,
virus e fungos, podendo ser importante fonte de contaminacdo e risco a saude
humana. Devido ao seu potencial zoondtico, dentre os helmintos gastrointestinais, o
Ancylostoma spp tem despertado grande atencao (2). Ancilostomideos sdo um dos
nematodides parasitas mais comuns que infectam mamiferos, incluindo os seres
humanos, cées, gatos e canideos silvestres (3). O Ancylostoma caninum e o
Ancylostoma braziliense, sdo geohelmintos intestinais de cédes e gatos e tém
requerido grande atencdo devido ao seu potencial zoonético por meio direto da
contaminacao do solo com as fezes de animais parasitados (4).

Nos dias atuais, buscam-se medidas alternativas para o controle destas e
de outras endoparasitoses de animais domeésticos, visando a diminui¢cdo do emprego
de quimioterapicos e, consequentemente, a reducdo dos niveis de poluentes no
ambiente e nos produtos de origem animal (5). Segundo Frassy et al., € importante
gue métodos de prevencdo e alternativas de controle de geo-helmintos sejam
implantados para reduzir a contaminacdo ambiental das formas infectantes e de
seus ovos (6). Com o intuito de melhorar esse controle, sugere-se o controle
biolégico, como uma alternativa viavel e promissora que reduz as infeccdes
causadas por helmintos parasitos gastrintestinais, e cuja acdo se da por meio de
organismos vivos que atuam como antagonistas naturais no ambiente (4, 7).

Entre esses antagonistas estdo os fungos nematéfagos que possuem a
capacidade predatéria sobre helmintos. Os fungos nematdfagos constituem uma
opcédo ao controle dos nematoides gastrintestinais de animais domésticos. Sua acao
esta concentrada no ambiente fecal e direcionada ao combate das larvas de vida
livre dos parasitos (8, 9). Fungos nematéfagos compreendem aqueles fungos que
atacam nematoides vivos e/ou seus ovos e o0s utilizam como fonte de nutrientes (10).
As espécies de fungos predadores variam em sua capacidade de capturar os
nematoides. Trata-se dos organismos mais estudados e que apresentam maior

potencial de serem comercializados, principalmente pelo seu maior isolamento e
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facilidade de cultivo em laboratério. As espécies Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium e Artrhobotrys robusta sao identificadas como
nematéfagas e tém sido estudadas quanto ao seu potencial como agentes
controladores biologicos de nematoides gastrintestinais de animais domésticos (5,
11). Outro género de fungos também com funcdo nematéfaga € o Pleurotus spp, que
sdo naturalmente encontrados em madeira em decomposi¢cdo e também s&o
cultivados comercialmente em muitos paises para o consumo humano. Por outro
lado, estes fungos sdo capazes de produzir pequenos botbes esféricos que contém
Nematotoxin, toxina capaz de imobilizar os nematéides que entram em contato com
o fungo (12).

Thorne e Barron foram os primeiros a relatar que fungos decompositores
de madeira possuem a capacidade de capturar, matar e digerir nematoides (12).
Estes autores relataram que 11 espécies de fungos pertencentes a ordem
Agaricales, incluindo Pleurotus ostreatus, tém a capacidade de matar nematoides de
galhas. Também Palizi et al., relataram que esta espécie reduziu a formacdo de
cistos do nematoide Heterodera schachtii (13).

Diante desse cenario faz-se importante avaliar a eficiéncia de isolados

fungicos de Pleurotus eryngii no controle de larvas de Ancylostoma caninum.
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REVISAO DE LITERATURA

Histdrico

A primeira citacdo de um fungo nemat6fago surgiu no século XIX. Os
primeiros registros foram feitos por Lohde em 1874, com o fungo Harposporium
anguillulae. Posteriormente em 1852, Fresenius estudava o fungo nemato6fago
Arthrobotrys oligospora, porém somente Zoph em 1888 fez as primeiras
observacdes da captura de um nematéide vivo através do fungo Arthrobotrys
oligospora (14).

As pesquisas com fungos nematofagos, como possiveis agentes
biol6gicos no controle de nematoides, tiveram inicio no século XX na Franca entre
as décadas de 30 e 40. Drechsler em 1937 publicou um estudo que continha
informacdes detalhadas sobre algumas espécies que haviam sido descritas e mais
15 outras ainda desconhecidas, contiribuindo de forma significativa, uma vez que até
entdo pouco se conhecia a respeito desses fungos (5, 15).

Em 1939, Descazeaux, iniciou 0s primeiros experimentos in vitro nos
quais estudou a acao predatéria de quatro fungos em diferentes espécies de larvas
de nematdides de animais. Os trabalhos de Duddington, de 1950 a 1972, e Barron a
partir de 1969, foram de importante contribuicdo na area de isolamento e descricdo
de novas espécies no controle biolégico de helmintos (16).

A partir da década de 60 varios novos géneros foram descritos, incluindo
Duddingtonia, Monacrosporium, Genicularia e Dactylariopsis porque até entdo
grande parte dos fungos ainda era classificada como pertencentes aos géneros
Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo, Dactyella Grove e Trichothecium Link (9).

No Brasil, dois grupos de Minas Gerais, um da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) e outro da Embrapa Gado de Leite foram os responsaveis pelas
primeiras pesquisas com fungos nematofagos, iniciadas na década de 1990 (17). O
grupo de Vigcosa desenvolveu trabalhos pioneiros no Brasil, utilizando fezes de
animais domésticos, nas quais determinaram o efeito antagbnico dos fungos
predadores do género Arthrobotrys e Monacrosporium sobre larvas de Haemonchus
placei, e posteriormente Paecilomyces lilacinus sobre ovos de Toxocara canis.
Demonstraram que Monacrosporium ellipsosporum e Arthrobotrys spp foram
eficazes no controle de larvas de Haemonchus placei em condi¢Ges laboratoriais, e
que havia variagcdes na capacidade predatdria de diferentes isolados dentro da

mesma espécie de Arthrobotrys (18-21). O grupo da Embrapa demonstrou que a
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eficacia de um isolado de Arthrobotrys oligospora era dependente da dose de esporo
contida nas fezes e que o mesmo isolado, quando comparado a Duddingtonia
flagrans, apreendia numero maior de larvas infectantes de nematdides
Trichostrongilideos em menor tempo e com menor nimero de esporos (22).

Em 1984, Thorn e Barron, foram os primeiros a demonstrar que os fungos
pertencentes ao genero Pleurotus eram capazes de atacar e consumir nematoides
de vida livre (12). Em culturas de Pleurotus, os nematoides ficaram imobilizados
dentro de poucos minutos de exposicdo aos fungos, que produziram hifas em
direcéo e através dos orificios do corpo dos nematéides e foram consequentemente
digerindo o conteudo do corpo do parasita. Segundo Larsen e Nansen, estudos in
vitro mostraram que o fungo P’ pulmonarius exercia uma forte imobilizacdo em
larvas de nematdéides em estagios pré-infectantes dos parasitas Ostertagia ostertagi,
Cooperia oneophora, Oesophagostomum quadrispinulatum e Cyathostomum spp.
Alguns estagios larvais da mesma espécie demonstraram serem menos vulneraveis
ao ataque por fungos, possivelmente porque elas estavam protegidas por sua

cuticula externa (23).

Fungos Nematéfagos
Os fungos nematofagos sao cosmopolitas e ocorrem em solos naturais,

agricultaveis e em todos os tipos de matéria organica em decomposi¢cao. Podem ser
isolados do solo de florestas, terras cultivadas, pastagens permanentes e
temporarias, vegetacdo em decomposicdo, vegetacao costeira, esterco, etc. No
ambiente, esses fungos agem reciclando o carbono, nitrogénio e outros elementos
gue sao originados a partir da degradacdo do nematéide (24).

Foram descritos varios antagonistas naturais como controladores
biol6gicos de helmintos entre eles protozoarios, bactérias, virus, acaros, besouros e
fungos. Os fungos nemato6fagos, normalmente chamados de fungos destruidores de
nematodides, estdo catalogados em mais de 150 espécies e Sd0 0S organismos
antagonistas de nematodides mais pesquisados, pois tém mostrado serem capazes
de reduzir efetivamente populacdes de nematdides em condi¢cdes de laboratério e no
campo (25). Estes fungos se apresentam como inimigos naturais de helmintos
parasitos gastrintestinais, podendo ser encontrados nos ambientes mais distintos e

atualmente tém demonstrando bons resultados como agentes de biocontrole (23).
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Os fungos nematofagos sao descritos como organismos imoveis e
possuidores de parede celular bem semelhante a parede celular dos vegetais,
principalmente quanto & composi¢édo quimica e estrutural. Eles podem coexistir no
ambiente como um agente saprofita ou como um parasita. Por serem também
parasitos obrigatérios, esses fungos podem se alimentar de uma variedade de
helmintos de vida livre ou mesmo viverem sobre a matéria organica, nutrindo-se
assim como saprofitas (9).

Segundo Barron, a maioria dos fungos nematofagos apresenta esporos
denominados conidios (25). Estes surgem de estruturas de frutificacdo denominadas
conidioforos e sdo essenciais na dispersdo aérea dos conidios. Algumas espécies
apresentam cachos de conidios em toda a estrutura do conidioforo, enquanto outras
espécies produzem conidioforos com apenas um conidio em sua extremidade. Além
do conidio, algumas espécies podem produzir a partir da hifa, uma estrutura
conhecida como clamidésporo, um tipo de esporo de parede espessa e tamanho
variado. Estes aparecem em condi¢des de estresse extremo e podem dar origem a
hifas, conidiéforos e conidios.

Segundo Perry e Wright, a cuticula dos helmintos €& de extrema
importancia, uma vez que desempenha acdes especificas como: composi¢cdo do
esqueleto, que age como uma barreira protetora contra condi¢cdes adversas do
ambiente e participa dos processos de nutricio e excrecdo, desta forma, para
qualquer processo infectante € essencial penetrar esta barreira (26). O mecanismo
pelo qual o fungo penetraria a cuticula do verme ocorreria de forma parcialmente
mecanica e enziméatica (25). Apenas trés principais categorias de proteinas tém sido
identificadas como componentes da cuticula dos nematéides, as proteinas colageno-
like (requerem um agente redutor para solubilizacdo), proteinas ndo colagenosas
(insoluveis na presenca de detergentes), e proteinas de superficie ndo colagenosas
(soluveis na presenca de agentes redutores) (27). Para Araujo, a fase inicial de
penetracdo esta associada com o reconhecimento mediado por uma interacao
lectina-carboidrato (28).

A sequéncia pela qual os fungos nematofagos infectam os nematoides
envolve desde a adesao das estruturas de infeccdo na superficie do nematoide, a
penetracdo da cuticula do nematdide, digestdo de tecidos internos e translocagéo
dos nutrientes para partes do micélio (28). Segundo Field e Webster, o processo de
captura pelos fungos predadores inicia-se quando os nematoides sao atraidos por

substancias organicas e inorganicas como o CO, ou pela presenca das armadilhas,
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nos quais sao apreendidos (29). Apdés o contato fisico entre a superficie do
nematdide e a armadilha, inicia-se o processo de adesdo, que desencadeia uma
série de eventos como: ativacdo de receptores lectinicos, que reconhecem o0s
carboidratos, gerando a modificacdo de polimeros de superficie e secrecdo de
enzimas especificas resultando em uma ligacao firme entre o nematoide e o fungo ,
(30, 31), o que permite que o fungo penetre na cuticula formando um bulbo e inicie o
desenvolvimento da hifa, que ocupa o corpo do nematodide gerando alteracdes de
suas funcdes vitais e levando consequentemente a morte do parasita (15). Araujo
sugere a participacdo de enzimas no processo de infeccdo uma vez que a atividade
de proteases extracelulares (quimiotripsina e colagenase) tem sido detectadas,
juntamente com fosfatases no ponto de contato entre o nematdide e os fungos
nematofagos (32).

Segundo a estratégia utilizada para o antagonismo, sua morfologia e as
caracteristicas funcionais que estdo associadas com a producdo de estruturas
especializadas para a captura de helmintos, os fungos podem ser classificados em
qguatro grupos: os ovicidas, que atuam em ovos, através da penetracdo da hifa na
casca do ovo ou cuticula; os endoparasitas, que atuam em larvas e adultos através
da acdo de conidios adesivos; os predadores, que agem através da formacao de
estruturas ao longo das hifas especializadas em capturar os nematoides e ainda um
guarto grupo conhecido como fungos produtores de metabdlitos téxicos, que embora

pouco estudado também séo classificados como fungos nematofagos (9).

Fungos produtores de metabdlitos toxicos

Enzimas

A composicdo quimica da superficie do hospedeiro é de particular
importadncia para as infeccbes e esta relacionada com os tipos de enzimas
hidroliticas produzidas a partir de microorganismos envolvidos na etiologia destas
infeccdes (33). A cuticula dos nematoides € constituida principalmente por proteinas
como o colageno, e a casca dos ovos dos nematoides € constituida por uma matriz
proteica contendo quitina, sendo o complexo de quitina a principal barreira contra
infeccbes fangicas. Enzimas extracelulares capazes de digerir 0os principais

constituintes quimicos da cuticula do nematdide e da casca do ovo (proteinas,
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quitina, e lipidos) foram isoladas e identificadas em varios fungos e bactérias
nematofagos (35-37).

Segundo Yang et al., fungos nematéfagos e bactérias podem atacar e
matar nematoides por diversos processos, como a captura, parasitismo e a
producado de toxinas e enzimas (38). Enzimas extracelulares, incluindo proteases de
serina, quitinases e colagenases sao importantes fatores de viruléncia que podem
degradar os principais constituintes quimicos da cuticula e da casca do ovo do
nematoide. Os eventos criticos durante o processo de infeccdo dos nematoides
pelos fungos nematéfagos sdo: a penetracdo da cuticula, a imobilizacdo do
nematdide e invasdo do fungo, com consequente digestdo do parasita. As enzimas
extracelulares desempenham um papel muito importante durante a infec¢édo fungica
contra nematdides, uma vez que podem quebrar a integridade fisica e fisiolégica da
cuticula do nematdide, ajudando na penetracdo dos fungos e sua colonizacdo (33,
39).

As serina-proteases sao uma super familia de enzimas que realizam um
conjunto diversificado de funcgdes fisioldgicas e tem sido encontradas em bactérias e
fungos como fatores patogénicos contra insetos, nematoides, e vertebrados (33, 39).
Proteases de serina e quitinases desempenham papéis importantes durante a
infeccdo de fungos nemat6fagos contra nematéides (39). A protease de serina P32
foi a primeira protease a ser identificada a partir dos ovos de nematoides predados
pelo fungo Pochonia rubescens (35). Posteriormente cerca de 20 proteases foram
identificados a partir de diferentes espécies de fungos nematéfagos (39), como a
protease VCP1 encontrada na espécie Pochonia chlamydosporia (40). Proteases de
serina e quitinases podem degradar cuticulas e cascas de ovos de nematoides. No
entanto, o efeito téxico de proteases e quitinases que hidrolisam proteinas sobre a
cuticula ou quitinas sobre a casca do ovo depende geralmente de um meio
adequado para fornecer as enzimas aos seus alvos (33, 39).

Estudos revelaram a evidéncia de produgdo extensiva de quitinases por
fungos parasitas durante a infeccdo de ovos de nematodides, sendo importante fator
na predacdo de nematdides, uma vez que a quitina € um polimero estrutural
importante encontrado nas paredes celulares dos fungos, de exoesqueletos de
invertebrados e também € um componente importante da camada média das cascas
de ovos dos nematdides. O colageno € o principal componente constitutivo da
cuticula dos nematdides e as colagenases sao enzimas capazes de catalisar a

hidrolise do colageno. Portanto, as colagenases provenientes de fungos
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nematofagos podem desempenhar papéis importantes em infeccbes contra
nematoides (41). Segundo Yang et al., ao longo dos ultimos anos, foi identificado
um numero crescente de enzimas a partir de diferentes microoragnismos
nematicidas, e estas enzimas apresentaram grande potencial pratico, especialmente

como agentes de biocontrole (38).

Toxinas

Segundo Kwok et al., em cultura de agar, hifas aéreas de Pleurotus spp.
produziram pequenas goticulas de toxina que foram identificadas como acido trans-
2-decenedioic (42). Os nematoides que entram em contato com a toxina foram
paralisados e posteriormente invadidos pelas hifas. Este modo de ataque de
nematoides foi observado em vérias espécies de Pleurotus spp, como: P. dryinus, P.
euosmus, P. Eryngii, entre outras. Putzke et al., cita a eficiéncia de isolados de
Pleurotus ostreatus no controle do nematoide das galhas (43). Da mesma forma,
Truong et al., citam que Pleurotus ostreatus e espécies relacionadas possuem
células especializadas nas hifas capazes de produzir pequenas gotas de uma
substancia contendo toxinas. O nematoide ao entrar em contato com esta
substancia sofre uma reacdo de paralisia e lise da cuticula. Embora vivo, o
nematoide permanece imével e os liquidos que extravasam de seus tecidos
estimulam o crescimento de hifas do fungo em sua direcdo, em um processo de
guimiotaxia. Essas hifas penetram, entéo, nos tecidos do nematoide digerindo-os e
absorvendo os nutrientes liberados (44). Segundo Satou et al., Pleurotus ostreatus
produz bolhas com atividade anti-nematoide. Estas bolhas promoveram a reducao
da “cabega” do nematoide devido a liberacdo do acido linoleico na solugédo. Além
disso, estes autores observaram que o emprego de peroxido de hidrogénio foi o
componente responsavel pela atividade anti-nematoide do &cido linoleico (45).
Devido as suas aplicacdes relevantes, o melhoramento genético tem recebido maior
atencdo. Uma forma de melhorar a patogenicidade dos fungos € aumentar o nimero
de copias de genes de viruléncia ou introduzir genes exdgenos de viruléncia. Esta
estratégia tem sido wusada com sucesso em fungos nematdfagos,

entomopatogénicos e em outros fungos patogénicos (46).
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Fungos ovicidas

Os fungos ovicidas sdo denominados de oportunistas. Além de
parasitarem ovos, cistos e fémeas de fitonematodides e de helmintos, séo saprofiticos
e, por essa razdo, ndo dependem da presenca do parasita no solo para a sua
sobrevivéncia, sendo por isso facilmente cultivados em laboratério (9). Segundo
Lopez-Llorca, o fungo ovicida forma uma grande rede de ramificacbes miceliais
proxima dos ovos, porém, as cascas dos ovos sdo penetradas somente por algumas
hifas sem que qualquer estrutura de penetracdo especializada seja produzida (47).
Estes tipos de fungos colonizam o conteddo do ovo, ou ainda a larva em
desenvolvimento no seu interior. As hifas penetram a casca do ovo, através dos
pequenos poros existentes na camada vitelinica, causando alteracbes na
permeabilidade da casca. Durante a penetracdo, o complexo quitina-proteina da
casca do ovo € danificado, provavelmente pela acdo de enzimas. Ao passar pela
camada vitelinica, a hifa aumenta de tamanho e atravessa a camada adjacente
quitinica e lipidica. Posteriormente hifas enddégenas emergem do ovo e produzem
conidiéforos, atuando como fonte de conidios (9).

Lysek em 1976, estabeleceu um método qualitativo para classificar a
atividade ovicida, em 1991 esta classificacdo foi simplificada e estabelecida pelos
seguintes parametros: efeito do tipo 1, efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca
e visualizacdo das hifas aderidas a casca do ovo; efeito do tipo 2, efeito litico com
alteracdo morfolégica da casca e embrido do ovo, sem penetracdo das hifas atravées
da casca; e efeito do tipo 3, efeito litico com alteracdo morfolégica da casca e
embrido do ovo, com penetracdo de hifas e colonizacdo interna do ovo (48, 49).
Uma mistura dos efeitos dos tipo 2 e 3 é observado na maioria dos casos, porém a
classificacdo de um fungo como espécie ovicida somente acontece se este
apresentar durante o processo de infeccado dos ovos o efeito do tipo 3 (50). As
espécies Pochonia chlamydosporia (syn. Verticilium chlamydosporium Goddard),
Paecilomyces lilacinus e Dactyella ovoparasitica sdo as principais representantes

com significativa atividade ovicida (49).

Fungos endoparasitas
Segundo Mota et al., e Araujo et al., fungos endoparasitas ndo produzem
micélio extenso, mas sdo capazes de infectar os nematoides através da producéo de

tubos de liberacdo de esporos, conidioforos ou conidios, que ingeridos desenvolvem
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hifas responsaveis pela absorcdo do conteudo interno do nematéide (5,9). Eles
infectam o parasita por adeséo a parede corporal ou por ingestao e se desenvolvem
internamente nos nematodides apos acdo germinativa de esporos (25). Os fungos
endoparasitas persistem principalmente como esporos, mas algumas vezes como
clamidésporos (esporos resistentes) que sdo liberados no momento da
desintegracdo do nematoide (9). Segundo Ribeiro, grande parte dos fungos
endoparasitas € parasita obrigatdrio e por isso possuem um numero pequeno de
hospedeiros (51). Devido a esse fato tendem a terem mercados mais limitados e a
serem onerosos quanto a sua producdo em escala industrial, uma vez que a sua
utilizacdo e producdo in vitro € menor. Apenas quatro espécies de fungos
endoparasitas sdo cultivadas em laboratdrio: Drechmeria coniospora, Hirssutella
rhossiliensis, Nematoctonus concurrens e Nematoctonus haptocladus (52). Além
disso, ndo possuem capacidade de crescimento no solo, o que o torna impossivel de

ser proposto como indculo para o controle ambiental do nematdéide-alvo (51).

Fungos predadores

A grande maioria dos fungos nematéfagos esté incluida dentro do grupo
dos fungos predadores e é composto pela maioria das espécies. Produzem até seis
tipos de armadilhas: (I) hifas adesivas nao diferenciadas; (ll) ramificacdes de hifas
gue sofrem anastomose, formando redes adesivas tridimensionais; (Ill) ramificacbes
adesivas, que podem se unir formando redes adesivas simples bidimensionais; (V)
nédulos adesivos; (V) anéis constritores; (V1) e anéis ndo constritores. Entretanto, o
tipo de armadilha mais encontrado em fungos predadores sédo as redes adesivas,
nas quais a hifa é usada como armadilha e a presa € capturada por adesédo. Ha a
penetracdo das hifas na cuticula do nematéide e dentro dele ocorre o crescimento
das hifas e a digestdo dos conteudos internos (5). Além das hifas, os conidios
podem germinar e dar origem diretamente as armadilhas (53). Segundo Barron, a
substancia adesiva presente nos fungos predadores que utilizam armadilhas
aderentes, pode cobrir toda a hifa ou apenas as estruturas especializadas e/ou as
redes (25). As estruturas de captura ndo aderentes sdo 0s anéis nao constritores e
0os constritores. Os anéis nao constritores sdo estruturas passivas nas quais 0s
nematodides, ao penetrarem nesses anéis, enrolam-se e ndo conseguem sair. Os
aneis constritores tém acéo ativa, geralmente tém trés células, e quando o

nematoide penetra no anel, as células se expandem e esse intumescimento bloqueia
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a abertura do anel, e o nematdide €, entdo, firmemente apreendido através de um
estrangulamento que ocorre em menos de 0,1 segundos (54). Cooke propds a
divisdao dos fungos predadores em 1963 de acordo com a velocidade de seu
crescimento micelial. Dessa forma, os fungos de crescimento mais rapido formam
armadilhas tipo redes tridimensionais. Os fungos de crescimento intermediario
formam as armadilhas tipo ndédulos; e agueles com crescimento mais lento, formam
anéis constritores. Fungos formadores de redes sdo reconhecidos como 0s mais
competitivos em relacdo a microbiota do solo (5, 55). As armadilhas podem ser
produzidas em resposta a multiplos fatores como a motilidade; concentracao,
substancias derivadas dos nematoides, escassez de agua e ou nutrientes e 0
chamado ritmo enddgeno, onde as hifas vegetativas, em crescimento, sdo
ritmicamente predispostas para producdo de picos de armadilhas. Além disso,
algumas espécies sao capazes de formar armadilhas espontaneamente (56).

As espécies de fungos predadores variam em sua capacidade de capturar
os helmintos parasitos gastrintestinais. Eles sédo os organismos mais estudados e
gue apresentam maior potencial para serem comercializados, principalmente pelo
seu maior isolamento e facilidade de cultivo em laboratério (57), além disso,
possuem a vantagem de apresentar maior potencial de industrializacdo, uma vez
que sdo os mais utilizados no controle biolégico de nematdides que parasitam
animais domésticos, reduzindo de forma efetiva a sua populacéo tanto em condi¢des
laboratoriais quanto em condi¢ces a campo (58).

As espécies de predadores mais estudadas e utilizadas como
controladores biolégicos sdo os géneros Duddingtonia e Monacrosporium (7, 59). As
espécies Duddingtonia spp e Monacrosporium spp sdo produtores de redes
tridimensionais e a forma de captura é realizada por um sistema de hifas vegetativas
e por estruturas de captura. Essas estruturas de captura séo produzidas gracas a
estimulos externos, como quantidade e presenca dos nematoides, motilidade,
producdo de substancias pelos nematoides, estresse fisioldgico, e fatores biolégicos
como luminosidade, presenca de agua e estado nutricional do isolado fungico,
quando em cultivo em laboratério. Sabe-se que quanto maior a motilidade dos
nematoides maior serd a producdo de armadilhas pelo fungo e que 6rgéos de
captura podem ser produzidos em cultura pura, porém o processo de diferenciagdo
das hifas em armadilhas ocorrera dentro de 24 horas apés a interacdo do fungo com

0 nematoide (9).
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Controle Bioldgico
Controle bioldgico pode ser definido como a utilizacdo de antagonistas

naturais disponiveis no ambiente que possam diminuir, a um limiar aceitavel,
determinada populacdo de certo agente agressor que esteja causando perdas
produtivas (57). Suas vantagens incluem, a facil aplicacdo, boa dispersdo ambiental,
menor custo, efeito prolongado que poderd afetar populagbes subsequentes de
parasitas, diminuicdo do aparecimento de resisténcia e associagdo com outras
drogas sem deixarem residuos ou causar toxicidade tanto nos animais quanto no
ambiente (60). As suas acOes concentram-se sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre, diminuindo a fonte de infecgcéo
para os hospedeiros finais, além disso, causam menos efeitos negativos no
ambiente que os métodos quimicos (57). Segundo Freitas et al., toda populacédo &
regulada por antagonistas, sejam eles o parasitismo, a predacdo, a competicdo e a
antibiose, todos, mecanismos de controle biol6gico que ocorrem espontaneamente
na natureza e independentes da interferéncia humana (60).

Os fungos nematéfagos sdo comuns em solos naturais e em todo o tipo
de material organico, porém, como necessitam de uma fonte priméaria de nutricéo,
sua atividade e quantidade no solo é variavel (61). Logo, 0 sucesso para O
estabelecimento desses fungos no solo dependera basicamente de uma fonte
alimentar que possa lhes garantir vantagens competitivas na microbiota existente
(62).

Segundo Pearsson, a habilidade dos fungos nematéfagos em colonizar a
rizosfera (regido na qual o solo e as raizes das plantas entram em contato) tem sido
apontada como uma caracteristica importante de um agente de biocontrole (63).
Para que um fungo seja efetivo como controlador biolégico, devera estar presente e
ativo nas fezes, no solo e no ambiente ao mesmo tempo que as formas pré-
parasitarias (64). Por isso, é necessaria uma selecao de fungos nematofagos que
possam atravessar o trato gastrintestinal dos animais, mantendo suas qualidades de
crescimento e predacdo nos ovos e nas fases pré-parasitarias nas fezes (57).
Segundo Juniper, parte do insucesso de seu emprego pode ser atribuido a alguns
fatores, como a baixa competitividade com fungos saproéfitas no ambiente e a
pequena producéo de armadilhas (65).

Uma caracteristica importante na utilizacdo do biocontrole € a resisténcia
a passagem pelo trato digestivo dos animais. Uma vez oferecido o fungo por via oral,

e apos sua passagem pelo trato digestivo, ele se desenvolveria nas fezes
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juntamente com as larvas, podendo, entdo, levar a uma reducdo do numero de
larvas a partir do bolo fecal (66). Segundo Araujo et al., a resisténcia a passagem
pelo trato gastrintestinal € uma caracteristica importante em fungos nemato6fagos,
guando se deseja o desenvolvimento de formulacbes de uso oral que permitam o
controle de Lz no ambiente (59). A maioria dos estudos sobre o controle biolégico
das helmintoses tém envolvido apenas utilizacdo de fungos nematéfagos predadores
de larvas infectantes (L3) de helmintos parasitos gastrintestinais (67).

Segundo Braga et al., o controle biolégico sobre ovos de helmintos é uma
alternativa muito promissora e que vem se destacando atualmente (68). Em 1986,
Jatala sugeriu que o efeito da acdo predatéria dos fungos endoparasitas sobre uma
populacdo de helmintos é menor quando comparada com a mesma acgao predatiria
de fungos parasitas de ovos. A maior parte da populacdo de helmintos encontrados
no ambiente estd sob a forma de ovos e estadio juvenil e ndo como adulto, o que
favorece a acdo predatéria desses fungos ovicidas (69). Os fungos que impedem a
evolugdo de ovos provavelmente sdo mais promissores como agentes de
biocontrole, pois quando comparados aos fungos predadores de endoparasitas, seu
efeito na reducdo de uma populacdo de helmintos sera bem mais acentuado (68).
Segundo Kerry, algumas espécies ovicidas produzem clamidésporos e, portanto,
poderiam ser empregados no controle das populacdes de helmintos parasitos
gastrintestinais (69).

A resisténcia adquirida as classes quimicas de anti-helminiticos €
atualmente um dos problemas mais graves enfrentados no tratamento das infeccbes
helminticas (70). O controle das helmintoses gastrintestinais dos animais domésticos
é feito principalmente por meio da utilizacdo de anti-helminticos, que agem sobre as
formas parasitarias pré-estabelecidas no hospedeiro, porém, este método apresenta
algumas desvantagens. A selecdo de um agente que possa ser empregado
comercialmente como controlador bioloégico de parasitos gastrintestinais € uma
proposta viavel que se baseia na capacidade de produgédo do antagonista em escala
industrial, nos custos relacionados a esta producdo, na competitividade com as
drogas tradicionais estabelecidas no mercado e no tempo de sobrevivéncia do
organismo em formulagées comerciais, atentando-se para o fato que as formulagbes
oferecam seguranca para os produtores, consumidores, animais tratados e ao meio
ambiente. A administracdo de fungos nematdfagos aos animais domeésticos é
considerada uma proposta promissora, pois 0 emprego deles tem se apresentado

como uma boa oportunidade de controle dos estagios de vida livre dos nematoides
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nas pastagens, reduzindo em grande parte as reinfestacdes e contribuindo para a
sua profilaxia. Os problemas relacionados a resisténcia e ecotoxicidade demonstram
a necessidade da implantacdo de programas integrados de controle parasitario, que
tenham o objetivo de assegurar a saude dos organismos vivos e ambientes menos

contaminados (5, 71).

Pleurotus spp
Os fungos pertencentes ao género Pleurotus apresentam distribiucao

mundial, podem ser encontrados naturalmente em madeira morta e em
decomposicdo e também em cultivos destinados ao consumo humano (23). Os
primeiros a demonstrar que os fungos pertencentes a este género tém a capacidade
de atacar e consumir nematodides de vida livre no solo, foram Thorn e Barron em
1984 (12). Eles observaram que os nematoéides ficaram imobilizados dentro de
poucos minutos de exposicdo ao fungo e que as hifas dos fungos crescem em
direcéo e através dos orificios do corpo dos nematdides e que o conteudo do corpo
é digerido. Em 1987, Barron e Thorn, descreveram que quando o fungo entra em
contato com o nematdide, ele o imobiliza por meio de goticulas de liquido produzido
pelas células secretoras encontradas ao longo das hifas (72). Saikawa e Wada,
sugeriram que P. ostreatus também possuia botdes adesivos que tem a funcao de
capturar os nematdides de vida livre para que posteriormente eles sejam atacados
pelas hifas acessérias que penetram nos orificios do corpo (73).

Segundo Saikawa e Wada e Barron e Thorn, o efeito nematicida de
Pleurotus spp tem pouco ou nenhum efeito discriminativo sobre diferentes espécies
de nematoides (72, 73). lgualmente, Larsen e Nansen, demonstraram que o
Pleurotus pulmonarius exerce um efeito de imobilizacdo nas larvas de nematoides
de quatro espécies de animais diferentes (23). O efeito protetor da cuticula externa
dos nematoides foi obsevado em diferentes estudos, nos quais demonstrou-se que
as larvas preinfectantes sdo muito mais vulneraveis aos efeitos do fungo do que as
larvas infectantes, e que se a cuticula externa das larvas infectantes é removida
antes da exposicdo fungica, os nematodos sao facilmente atacados pelo fungo.
Acredita-se que o efeito de imobilizar os nematoides pode ser reversivel, uma vez
gue pelo menos um estadio larval (L1, Ly, L3) recuperou sua motilidade depois de ter

sido extraida do substrato que continha o fungo (23). Segundo Thorn e Barron,
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alguns dos neméatoides inativados, quando em contato com o fungo, podem mover-
se livremente, se removidos do fungo e colocados numa gota de agua (12).

O fungo P. ostreatus, também chamado de cogumelo ostra pode degradar
residuos vegetais e tem sido utilizado extensivamente para degradar os materiais
celulésicos de fontes agroindustriais. Por mais de 30 anos este fungo foi cultivado
comercialmente utilizando diferentes residuos agroindustriais, com uma producédo
mundial de 4830 toneladas/ano (74). Esta pratica € uma relagdo custo-beneficio
alternativa para reutilizar os milhdes de toneladas de residuos de agronegocios
gerados a nivel mundial, e € também um recurso em potencial para producdo no
setor alimenticio. O crescimento de Pleurotus ostreatus pode ser alcancado em
sistemas domésticos porque ele ndo requer instalagbes sofisticadas ou controle
rigoroso das condicBes ambientais. A produtividade é elevada e permite reducdo do
volume de residuos que devem ser eliminados (75).

Existem muitos neméatoides prejudiciais, incluindo neméatoides parasitas
de plantas e animais. O Pleurotus ostreatus € um cogumelo famoso que oprime
nematoides vivos (45). O fenémeno foi descrito pela primeira vez por Thorn e
Barron, e desde aquela época, surgem pesquisas que avaliam a predacdo dos
nematodides por estes cogumelos. O Pleurotus ostreatus € capaz de produzir
pequenos botbes esféricos que contém o chamado Nematotoxin. Quando os
nematdides entram em contacto com o Nematotoxin, eles ficam imobilizados em
apenas alguns minutos. Ao entrar em contato com essa toxina, a regido da cabeca
do nematdide encolhe consideravelmente em tamanho, e o eso6fago é deslocado
(12). Foi anteriormente relatado que uma das substancias produzidas pelo Pleurotus
ostreatus é o ostreatin (ou acido decenedioico) No entanto, detalhes sobre o
mecanismo de acdo para esta forma de predacéo é ainda desconhecido (42).

Satou em 2008, isolou um Unico composto proveniente de isolados
fungicos de Pleurotus ostreatus a partir de uma fragcao que foi separada durante a
retracdo da cabeca do nematdide e que por meio de uma analise por espectroscopia
determinaram que a substancia era o &cido linoleico. Ainda analisando a atividade
anti-nematoéide do fungo por meio da retracdo da cabeca do nematdide foi realizado
um teste, utilizando um composto de &acido linoleico padrdo, porém né&o foi
observado efeito imediato. No entanto quando utilizou-se uma solugcdo de &cido
linoleico que tinham sido preservada por varios dias, houve um efeito imediato
notavel, sugerindo que o perédxido de &cido linoleico foi responsavel pela atividade

anti-nematoide de retracdo da cabeca do nematdide (45). Segundo Porter, o acido
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linoleico é um composto que pode facilmente causar oxidacdo (76). Esta informacao
foi corroborada por um estudo realizado por Satou em 2008, no qual comparou a
atividade anti-nematoide do peroxido de hidrogénio com a do peréxido de acido
linoleico e observou que as redugbes no tamanho da cabeca causadas pelo
peréxido de hidrogénio e acido linoléico foram muito semelhantes, sugerindo que o
perdxido de acido linoleico desempenha um papel importante na atividade anti-
nematoide do P. ostreatus. Acredita-se que a reacdo anti-nematéide ocorre ndo so
devido ao envolvimento de &cido linoleico, mas também pode ocorrer devido a
participacdo de outros acidos graxos insaturados (45). Segundo Satou em 2008, os
botdes esféricos de P. ostreatus, quebram quando entram em contato com um
nematdide liberando o acido linoleico. Subsequentemente, a auto-oxidacdo converte
o acido linoleico em peroxido de &cido linoleico, o qual, em seguida, paralisa os
nematéides (45). Supondo-se que P. ostreatus contém muitos outros acidos graxos
insaturados, além de 4&cido linoleico, é possivel que outros &cidos graxos
insaturados possam ser convertido em peroxidos (77). Os radicais livres de oxigénio,
como o peréxido de hidrogénio, sdo altamente reativos e se decompdem
rapidamente, o que permite o P. ostreatus ter um elevado grau de controle sobre os
radicais de oxigénio tornando a sua utilizacdo eficaz na inativagdo dos nematodos
(45).

Segundo Ohga e Royse, o Pleurotus eryngii, conhecido como cogumelo
ostra rei, € um dos cogumelos comercialmente mais importantes na Coréia. O P.
eryngii foi originalmente cultivado no norte da Itdlia e Suica, onde € conhecido
localmente como cardoncello, mas agora é comumente cultivado na Europa, Oriente
Médio e América do Norte, bem como em partes da Asia (78). O cultivo de P. eryngii
em escala industrial comecou na Coréia em 1996, e até 2011, a sua producédo era
estimada em 54.820 toneladas. Os fungos do género Pleurotus sdo basidiomicetos
de interesse comercial e biotecnologico, devido ao seu sabor refinado, sua
capacidade de produzir biocompostos antitumorais e hipocolesterolémicos, além de
sua habilidade decompositora de inumeros residuos vegetais (79). Os fungos
basidiomicetos, além de sua ampla utilizacdo na alimentacdo humana e de suas
propriedades medicinais, sdo considerados os fungos com maior capacidade de
degradacéo de fibras vegetais e, portanto, com grande potencial de utilizagdo em
processos biotecnologicos na degradacdo de fibras lignoceluldsicas. Pleurotus
eryngii € um dos cogumelos que vem se tornando popular devido as suas

propriedades nutricionais e medicinais. Estes basidiomicetos tém recebido grande
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destaque devido, principalmente, a presenca de carboidratos que atuam como
modificadores de resposta biologica. O genero Pleurotus compreende um grupo
diversificado de espécies de cogumelos cultivados com altos valores nutricionais,
propriedades farmacoldgicas significativas e componentes com propriedades
medicinais, incluindo, antiviral, antitumoral, antibacteriano, anticolesterolémicos e
efeitos imunoestimuladores, foram isolados a partir de varias espécies Pleurotus
(80).

Ancilostomideos
Ancilostomideos sdo um dos nematdides parasitas mais comuns que

infectam mamiferos, incluindo os seres humanos, cées, gatos e canideos silvestres
(3). Sao prevalentes em regides temperadas e tropicais do mundo e mais de 100
espécies pertencentes a 18 géneros de ancilostomideos foram descobertos,
parasitando o trato intestinal de animais carnivoros e herbivoros. Os
ancilostomideos humanos incluem as espécies de nematdides, Ancylostoma
duodenale e Necator americanus. Um grupo maior de ancilostomideos, que infectam
0S animais, podem parasitar os seres humanos (A. ceylanicum) ou podem penetrar
na pele humana, causando larva migrans cutanea (A. braziliense, A. caninum,
Uncinaria stenocephala), porém estes ndo se desenvolvem além disso.
Ocasionalmente larvas de A. caninum podem migrar para o intestino humano,
causando enterite eosinofilica e também tém sido considerdos como causadores de
neuroretinite subaguda unilateral difusa (81).

Pertencentes a familia Ancylostomatidae, o Necator americanus e
Ancylostoma duodenale sdo as duas espécies de ancilostomideos mais comumente
encontradas em seres humanos (82). O Ancylostoma ceylanicum é a Unica espécie
de ténias de caninos e felinos que podem se desenvolver em forma adulta no trato
intestinal humano, sendo considerado zoonose em algumas regides da Asia e do
Sudeste Asiatico (83). Ngui et al., forneceram evidéncias epidemiolégicas e
moleculares de que a infeccdo de A. ceylanicum em seres humanos e animais que
vivem na mesma area endémica tinham uma forte correlagcdo, o que apoiou a
transmissao de A. ceylanicum entre humanos e animais domésticos (cdes e gatos)
(84). Segundo Liu et al., os resultados da analise filogenética, revelou a afinidade na
evolucdo genética de A. ceylanicum, implicando no risco zoonético entre animais

(gatos, cées) e os seres humanos. Assim, devido a capacidade de A. ceylanicum em
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causar infeccdo patente em humanos, 0 risco zoonético dos reservatorios, cao e
gato, para comunidades nas regides tropicais deve ser determinada (81).

Quando ancilostomideos parasitam humanos o ciclo biolégico (Figura 1)
inicia-se quando os ovos sao eliminados nas fezes, e em condi¢cdes favoraveis
(umidade, calor, sombra), as larvas eclodem em 1 a 2 dias. As larvas rabditiformes
crescem nas fezes e/ou no solo e depois de 5 a 10 dias (e duas mudas) eles se
tornam filariformes e infectantes (terceira fase). Estas larvas infectantes (Lz) podem
sobreviver 3 a 4 semanas em condi¢cdes ambientais favoraveis. Em contato com o
hospedeiro humano, a larvas penetram na pele e séo transportadas por meio dos
vasos sanguineos ao coracao e, em seguida, para os pulmdes. Elas penetram nos
alvéolos pulmonares, migram pela arvore brénquica para a faringe, e sao deglutidas.
As larvas atingem o intestino delgado, onde residem e se desenvolvem até o estadio
adulto. Os vermes adultos vivem no limen do intestino delgado, onde se fixam a
parede intestinal e provocam a perda de sangue. A maioria dos vermes adultos séo
eliminados em 1 a 2 anos, mas a longevidade pode atingir varios anos. Algumas
larvas de A. duodenale, apés a penetracdo da pele do hospedeiro, podem tornar-se
dormentes (no intestino ou no musculo). Além disso, a infec¢do por A. duodenale
pode provavelmente ocorrer também por via oral e transmamaria. O N. americanus,

no entanto, requer uma fase de migracao transpulmonar (85).
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Figura 1: Ciclo bioldgico de infeccdo por Ancilostomideos em humanos. Adaptada de
http://www.cdc.gov/dpdx/hookworm/.

O Ancylostoma caninum e o Ancylostoma braziliense, sdo geohelmintos
intestinais de caes e gatos e tém requerido grande atencéo devido ao seu potencial
zoondtico por meio direto da contaminacdo do solo com as fezes de animais
parasitados (4). Crompton e Santarém et al., estimam que mais de 1 bilhdo de
pessoas no mundo sao infectadas por meio do solo por geo-helmintos, sugerindo,
portanto que a contaminacdo ambiental é um importante indicador do risco da
populacdo humana de contrair estas infecgbes. A presenca de caes infectados em
locais publicos pode aumentar significativamente a transmissdo deste nematoide,
que ocorre pela contaminacdo do solo com os ovos que podem misturar-se e
permanecer viaveis por dias (86, 87). Areas publicas, como os parques e pracas,
sd@o os principais locais de contaminacdo por ancilostomatideos em criangas com
idade pré-escolar (4). Em estudo realizado em Belo Horizonte, foi verificada
prevaléncia de 76% de A. caninum e 1,66 % de A. braziliense em filhotes de cées
(88).
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Ancylostoma spp de caes e gatos sdo parasitas de grande relevancia
veterinaria e de salde publica. Porém, um estudo realizado no sudeste do Brasil,
revelou que a maioria dos proprietarios de cdes desconhecem as espécies de
parasitas intestinais de caes, os mecanismos de transmissdo, os fatores de risco
como zoonoses e as medidas profilaticas especificas. Altos niveis de contaminacéo
ambiental com ovos de Ancylostoma spp em parques e pracas publicas tém sido
relatados em diferentes regides do Brasil (89). Nos humanos, o A. braziliense e o A.
caninum sdo responsaveis pela patologia denominada larva migrans cutanea,
doenca caracterizada por erupcfes lineares serpiginosas progressivas que se
prolongam pelo tecido subcutaneo. Doenga causada pela migragdo das larvas de
terceiro estadio (L3) destes vermes, que permanecem no solo durante semanas ou
meses (90). Segundo Prociv e Croese, tém sido observados crescentes casos de
criancas com enterite eosinofilica associada a infecgéo intestinal por A. Caninum
(92).

A larva migrans cutanea é uma infeccdo zoondtica causada por espécies
de ancilostomiases que ndo usam os humanos como um hospedeiro definitivo. Os
hospedeiros definitivos para estas espécies de parasitos sdo caes e gatos. O ciclo
no hospedeiro definitivo (Figura 2) € muito semelhante ao ciclo para a espécie
humana. Os ovos sao eliminados nas fezes, e em condi¢bes favoraveis (umidade,
calor, sombra), as larvas eclodem em 1 a 2 dias. As larvas rabditiformes crescem
nas fezes e/ou solo e depois de 5 a 10 dias (e duas mudas) elas se tornam
filariformes (terceira fase), tornando-se larvas infectantes (Ls). Estas larvas
infectantes podem sobreviver 3 a 4 semanas em condi¢cdes ambientais favoraveis.
Em contato com o animal hospedeiro as larvas penetram na pele e migram atraves
dos vasos sanguineos do coracdo e, em seguida, para os pulmdes. Elas penetram
nos alvéolos pulmonares, migram pela arvore brdonquica para a faringe, e séo
deglutidas. As larvas atingem o intestino delgado, onde residem e amadurecem até
a fase adulta. Os vermes adultos vivem no limen do intestino delgado, onde se
fixam a parede intestinal e é o local onde sdo postos 0s ovos e posteriormente
eliminados para o meio exterior com as fezes. Os cades e gatos podem se infectar
pelas vias oral, percutanea, transplacentaria e transmamaria. Algumas larvas ficam
presas nos tecidos, e servem como fonte de infeccdo para os filhotes através da
transmissao transmamaria (e possivelmente transplacentaria). Os seres humanos
também podem ser infectados quando as larvas filariformes penetram na pele,

porém essas larvas ndo podem amadurecer no hospedeiro humano, restringindo-se
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a epiderme, local em que pode migrar varios centimetros por dia. Algumas larvas
podem persistir no tecido mais profundo depois de terminar a sua migracdo pela
pele (85).

(3

Larva rabiditiformes se
desenvolvemn em larvas
filariformes no ambiente

e — ——— %
(2]

Larvas Rabitidformes

Adultos wo intestinoe delzado

A= Estadio infectante
ﬁ= Faze de diagnastico

Ovos nas fezes

Figura 2: Ciclo biolégico de infeccdo por Ancilostomideos em caes e gatos. Adaptada
de http://www.cdc.gov/dpdx/hookworm/.

As larvas destes parasitas migram pelo parénquima pulmonar de caes e
gatos que, em geral, sdo assintomaticos (92). Nos cdes e nos gatos, estes parasitas
gastrintestinais podem causar anemia, diarréia, perda de peso, enterite hemorragica
e depressdo (93). Nas infeccbes macicas, podem ocorrer lesdes e reacao
inflamatéria do parénquima pulmonar em resposta a migracao das larvas, sendo
mais comum em filhotes nos quais podem ser observadas tosse e taquipnéia. Pode
ocorrer, nestes casos, infecgdo bacteriana secundaria, exigindo tratamento com
antibiotico. Entretanto, a principal patogenia dos ancilostomideos nos cées e gatos
ocorre pela espoliagdo sanguinea. Ulceras na mucosa intestinal sdo associadas a
fixacdo das formas adultas pela sua peca bucal. Um adulto de A. caninum pode
sugar até 0,8mL de sangue ao dia e, em média, a perda de sangue por dia
decorrente de hemorragia da mucosa intestinal e ingestdo de sangue pelo parasita,

e de 0,1 a 0,2mL (92). Normalmente os parasitas ndo utilizam a mucosa intestinal
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como alimento. Porém, quando os animais desenvolvem alguma resisténcia, 0s
hébitos do parasita se modificam e, no lugar de sangue, utilizam a mucosa. O
quadro € mais severo em caes jovens e caracteriza-se por diarréia sanguinolenta e
anemia. Os animais parasitados emagrecem, ficam anoréticos e podem ficar
desidratados, deprimidos e menos ativos, podendo levar a morte de alguns caes
(94).
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OBJETIVO

Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia de isolados fungicos de Pleorotus eryngii no controle

in vitro de larvas de Ancylostoma caninum de céaes.

Objetivo Especifico
e Avaliar a interacdo do fungo P. eryngii sob larvas Lz de A. caninum.
e Avaliar a producéo das goticulas pelo fungo P. eryngii.
e Avaliar a reducao do numero de larvas de A. caninum apés a a¢édo do fungo

P. eryngii.
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MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados fungicos
Foi utilizado o fungo nematoéfago P. eryngii (PLE 06). Estes isolados foram
provenientes do laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Vigosa,

Minas Gerais, Brasil.

Obtencéao dos conidios

Discos de cultura de 4 mm de didmetro foram extraidos de isolados
fungicos mantidos em tubos de ensaio contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%) e
transferidos para placas de Petri de 9,0 cm de diametro contendo 20mL de batata-
dextrose-agar 2%, mantidos a 25°C no escuro durante 10 dias. Apds o crescimento
dos isolados, novos discos de cultura de 4mm de diametro foram transferidos para
placas de Petri de 9,0cm diametro contendo 20mL de agar-agua 2% (AA 2%) onde
foram acrescidos de 1mL de agua destilada contendo 1.000 larvas de Panagrellus
sp., diariamente durante um periodo de 21 dias para inducdo de formacédo de
conidios fungicos. Quando se observou o completo desenvolvimento fangico, 5mL
de agua destilada foram adicionados a cada placa de Petri, sendo que os conidios e
fragmentos miceliais foram removidos segundo a técnica descrita por Araujo et al.
(19).

Obtencéao de larvas de Ancylostoma caninum

Fezes frescas foram obtidas de cédes residentes no Estado do Espirito
Santo. A partir destas amostras fecais foi retirado cerca de 3-5g de fezes para a
realizacdo da técnica de Willis-Mollay (flutuacéo), com intuito de identificarmos os
0Vos presentes nas amostras. Esta técnica consiste em misturar as fezes com 20mL
de solugéo hipersaturada ou saturada de cloreto de sddio, posteriormente filtrar a
suspensao de fezes através de um tamis pra outro recipiente e a partir deste colocar
a suspensao filtrada em um copo de borrel e se necessario completar com solucéo
de NaCl. Colocar uma laminula sobre o copo de borrel e deixar em repouso por 15
minutos. Quando removemos a laminula ela traz uma gota pendente que deve ser
colocada sobre uma lamina de micorscépio para a posterior identificacdo dos ovos

Nno microsopio.
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Ap6s a identificacdo de ovos de Ancylostoma caninum, foram
confeccionadas coproculturas com aproximadamente 20 g de fezes e estas foram
incubadas em camara de incubacdo BOD por um intervalo de 7 dias. Apds esse

periodo por meio da técnica de Baermann as larvas foram extraidas e identificadas.

Ensaio experimental

Foi realizado um ensaio experimental in vitro. No experimento foi avaliada
a atividade larvicida do fungo P. eryngii sobre larvas L; de A. caninum e grupo
controle (sem fungo).

Foram confeccionadas 30 placas de Petri de 9,0cm de diametro contendo
20mL de AA 1%, quinze placas do grupo tratado e quinze placas do grupo controle.
No grupo tratado, em cada placa de Petri foi colocado 30ul da solugcéo que continha
as larvas e gue equivalia a 1000 larvas de A. caninum e 50ul do isolado fungico. No
grupo controle (sem fungos) foi colocada somente as 1000 larvas.

Durante sete dias, a cada 24 horas, 10 campos aleatérios de 4mm de
diametro em cada placa do grupo tratado e controle foram observados em
microscopio de luz em objetiva de 10x, contando-se o numero de larvas em cada
um. Ao final de sete dias, foram recuperadas as larvas ndo predadas do contetudo

das placas de Petri através do aparelho de Baermann com agua a 42°C (95).

Andlise estatistica

A média de larvas de A. caninum recuperadas foi calculada. Os dados
foram interpretados estatisticamente pela andlise de varidncia em niveis de
significancia de 1 e 5% de probabilidade (96). A eficiéncia de predacdo das larvas
em relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade. Posteriormente, o percentual de redugdo da média de L3 foi calculado

de acordo com a seguinte férmula:

%Reducao= (Média de L3 recuperadas do controle — Médias de L3 recuperadas do tratamento) x 100

Média de L 3 recuperadas do controle
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle biolégico por meio da utilizacdo de fungos nematéfagos tem
potencial para se tornar uma importante estratégia de controle dos helmintos
gastrintestinais em animais domésticos. Larsen e Nansen, Barron e Thorn, Saikawa
e Wada, demonstaram que o fungo Pleurotus spp tem atividade nematicida,
podendo ser considerado um fungo nemat6fago. Embora exitam trabalhos que
demonstrem a acdo do fungo Pleurotus spp como um fungo predador de larvas de
nematoides, ndo existe nenhum trabalho demonstrando sua acdo sobre larvas do
género Ancylostoma (23, 72, 73).

Nesse trabalho foi comprovada a acdo nematicida do fungo P. eryngii
sobre larvas de A. caninum, verificando-se que o isolado fungico foi capaz de
interagir e predar as larvas durante o experimento. A média de L3 recuperadas do
grupo controle foram significativamente maiores do que a média do grupo
tratamento. O isolado fungico de P. eryngii reduziu o numero médio de larvas de A.
caninum em relacéo ao controle (p<0,01) e apresentou um percentual de reducao de
47,56%. O numero médio de larvas recuperadas no grupo tratado foi de 32,2 (x15,3)
e do grupo controle foi 72,88 (x27,0) (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia do isolado fungico de Pleurotus eryngii na reducdo do namero
de larvas Lz de Ancylostoma caninum. Comparacdo entre as linhas, das médias
seguidas do percentual de redugéo.

Média (xSD) % Reducéo
Tratado 32,2 (x15,3)*
47,56%
Controle 72,88 (x27,0)*

* Diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,01).

Estudo semelhante com larvas de Ancylostoma spp realizado por Maciel
et al., encontrou valores de percentual de reducao de 88,76% (Arthrobotrys robusta),
97,75% (Duddingtonia flagrans) e 89,89% (Monacorsporium thaumasium) para 0s
diferentes isolados fungicos utilizados, que foram capazes de predar a Lz de
Ancylostoma spp nos ensaios in vitro encontrando valores menores no final do
experimento, o que comprova a predacao pelo fungo (97). Fernandes et al., avaliou
a atividade predatéria do fungo Duddingtonia flagrans sobre larvas infectantes de

Ancylostoma ceylanicum apdés o transito gastrintestinal em hamsters e encontrou ao
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longo dos horarios estudados, valores de percentual de reducdo de: 43,2% (6
horas); 30,8% (8 horas); 25,8% (12 horas); 30% (24 horas) e 11% (36 horas) (98).

Fungos decompositores de madeira possuem a capacidade de capturar,
matar e digerir nematoides. Onze espécies de fungos pertencentes a ordem
Agaricales, incluindo P. ostreatus, tem a capacidade de matar nematoides de galhas
(12), reduzir a formacédo de cistos do nematoide Heterodera schachtii e reduzir o
namero de nematoides de galhas e de massas de ovos de Meloidogyne incognita
(13, 99).

A eficiéncia de isolados de P. ostreatus no controle do nematoide das
galhas foi citado por Putzke et al. (43). Da mesma forma, Truong et al., citaram que
P. ostreatus e espécies relacionadas possuem células especializadas nas hifas
capazes de produzir pequenas gotas de uma substancia contendo toxinas (44). O
nematoide ao entrar em contato com esta substancia sofre uma reacéo de paralisia
e lise da cuticula. Embora vivo, 0 nematoide permanece imovel e os liquidos que
extravasam de seus tecidos estimulam o crescimento de hifas do fungo em sua
direcdo, em um processo de quimiotaxia. Essas hifas penetram, entdo, nos tecidos
do nematoide digerindo-os e absorvendo os nutrientes liberados. Satou et al.,
observaram que P. ostreatus produz bolhas com atividade anti-nematoide. Estas
bolhas promoveram a redugédo da “cabe¢a” do nematoide devido a liberacdo do
acido linoleico na solucao (45).

Com auxilio de microscépio Optico observou-se nesse experimento que as
larvas L3 de A. caninum sofreram acdo do isolado fungico P. eryngii. Foi possivel
visualizar a presenca de pequenas hifas e goticulas/bolhas na periferia e no interior
das larvas e que a quantidade dessas goticulas aumentava no interior das larvas ao

longo dos 7 dias (Figura 3-6).
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Figura 3: Larva de Ancylostoma caninum (seta preta), hifas de Pleurotus eryngii

(seta branca) e goticula produzida pelo fungo (seta amarela). Microscopia de luz -
objetiva de 10x.
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Figura 4: A — Larva de Ancylostoma caninum com hifa do fungo Pleurotus eryngii
(seta preta). B, C e D — Larva de Ancylostoma caninum com goticulas produzidas

pelo fungo Pleurotus eryngii em contato com a supeficie da larva (seta preta).
Microscopia de luz - objetiva de 10x.



Figura 5: A - Larva de Ancylostoma caninum com goticulas produzidas pelo fungo
Pleurotus eryngii em contato com a supeficie da larva (seta preta). B e C - Larva de
Ancylostoma caninum com goticulas produzidas pelo fungo Pleurotus eryngii no
interior da larva (seta preta). D - Larva de Ancylostoma caninum com goticulas
produzidas pelo fungo Pleurotus eryngii no interior da larva (seta preta) e inicio da
predacéo da larva pelo fungo. Microscopia de luz - objetiva de 10x.
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Figura 6: Larva de Ancylostoma caninum digerida por acdo do fungo Pleurotus
eryngii. Microscopia de luz - objetiva de 10x.

A formacdo de armadilhas € uma resposta de fungos predadores a
presenca e migracdo de nematdides ou substancias deles derivadas sendo um
sintoma da deficiéncia nutricional (57, 100).

Segundo Maciel et al., a presenca de L3 de Ancylostoma spp nas placas
de petri contendo AA 2% é essencial para formagcdo de armadilhas pelos isolados
fungicos e sua nutricdo em um meio pobre em nutrientes como € o AA 2%, uma vez
gue meios ricos em carbono e nitrogénio impedem a passagem do saprofitismo para
uma habilidade predatéria , havendo a formacdo de poucas ou nehuma armadilha
(97, 100). Em seu experimento, Maciel et al., utilizou somente meio contendo AA 2%
de forma que o fungo s poderia usar as larvas de Ancylostoma caninum como fonte
de nutricao (97).
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Em ensaio realizado por Satou et al., no qual utilizou isolados fungicos de
Pleurotus ostreatus sobre nematoides de vida livre (Diplogastridae) também foram
observados botdes esféricos do P. ostreatus por microscopia eletronica de varredura
e microscopia optica (45).

A média das larvas contadas no grupo controle e tratado durante os 7
dias consecutivos do experimento estdo representadas na tabela 2. Foram
encontrados valores significativos (p<0,01) entre as médias do grupo tratado e
controle, no qual foi observada diminuicdo consecutiva do dia 1 ao dia 7 do numero
de larvas tanto do grupo tratado quanto do grupo controle (Figura 7). Encontrou-se
também uma diferenca significativa (p<0,01) nos dias 3, 4, 5, 6 e 7 do grupo tratado
em relacdo ao dia 1 do tratamento (Tabela 2). Estes dados corroboram os dados
encontrados por outros autores que também utilizaram idolados fungicos de

Pleurotus spp, porém larvas de outros nematoides.

Tabela 2: Eficiéncia do isolado fangico Pleurotus eryngii na reducao do numero de
larvas L3 de Ancylostoma caninum durante 7 dias consecutivos.

Média das larvas (xSD)

Tratado Controle
Dia 1 7,6 (3,1) * 13,5 (¢5,1)
Dia 2 6,6 (+2,8) * 8,4 (+4,8)
Dia 3 6,4 (+2,9) ** 5,0 (x2,7)
Dia 4 6,1 (x2,1) ** 2,9 (¥2,8)
Dia 5 4,9 (£2,3) ** 1,8 (x2,8)
Dia 6 4,9 (£2,4) ** 1,8 (£2,9)
Dia 7 5,0 (+2,4) ** 1,5 (x2,9)

Comparacdao entre colunas: *Média dos grupos tratado e controle do respectivo dia diferem
entre si (p <0,01).

Comparacéo entre linhas: * A média do grupo tratado difere (p < 0,01) da média referente ao
grupo tratado do dia 1.
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Figura 7: Média das larvas contadas e desvio padrao (barra) do grupo tratado (cinza
escuro) e do grupo controle (cinza claro).

Comparacéo entre colunas cinza claro e cinza escuro: *Média dos grupos tratado e
controle do respectivo dia diferem entre si (p < 0,01).

Comparacao entre colunas cinza escuro: * A média do grupo tratado difere (p < 0,01)
da média referente ao grupo tratado do dia 1.

Satou et al., em exame microscépico do fungo inoculado (P. pulmonarius)
revelou a presenca de células secretoras minusculas com pequenas gotas de fluido
em toda a superficie do agar e tornou-se evidente que as larvas dos parasitas foram
imobilizadas por contato com o fungo dentro de uma a duas horas e que no prazo de
quatro horas de exposicdo houve uma reducdo dramética no numero de larvas
mobveis de todas as espécies (Ostertagia ostertagi, Cooperia oncophora,
Oesophagostomum quadrispinulatum e Cyathostoma) e depois de oito horas, néo foi
regristrada mais nenhuma motilidade das larvas (45).

Em experimento realizado por Graminha et al, avaliaram a
patogenicidade dos fungos Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys conoides sobre
larvas infectantes de Haemonchus contortus, Ancylostoma spp. e ovos larvados de
Ascaridia galli e observaram que a predacdo de ambos os nematodides por A.
conoides foi crescente, obtendo-se a maxima predacdo de Ancylostoma spp. no
quarto dia, enquanto que a maxima predacao de H. contortus so foi obtida no sexto

dia e que embora a eficacia de ambos os fungos tenha sido maior sobre larvas de H.
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Contortus que de Ancylostoma spp., observou-se que a tendéncia de predacéo, para
ambos os nematoides, foi crescente no decorrer do periodo experimental (101).

Os dados encontrados demonstraram que o numero de larvas contadas
no controle também diminuiu de forma consecutiva com o passar dos 7 dias (figura
12), justicamos essa diminuicdo pela migracdo das larvas para a periferia da placa
de petri, uma vez que elas migram em busca de um local com mais umidade, e mais
nutricdo no meio. Em estudo realizado por Larsen e Nansen, larvas de diferentes
nematdides (Ostertagia ostertagi, Cooperia oneophora, Oesophagostomum
quadrispinulatum e espécies de Cyathostomum spp) tenderam a distorcer o micélio
do fungo P. pulmonarius pelo movimento vigoroso e apods trés ou quatro horas as
larvas estavam reunidas em torno da periferia das placas de petri onde eram dificeis
de identificar e contar como movel ou imovel (23). Por estas razdes, os dados para
as larvas infectantes foi registada ao longo das primeiras trés ou quatro horas de
exposicdo. Essa migracdo das larvas para periferia da placa, onde ha maior
umidade, também foi observado por Carvalho et al., e Braga et al. (102, 103).

Com base nos valores encontrados na Tabela 2 estimaram-se as
equacles ajustadas da regressdo para o0 controle e o tratado. Os coeficientes
negativos de regresséo linear indicam um comportamento descendente das curvas
de regressao mostrando que os dias influenciaram diretamente na predacgéo de L3
de A. caninum, ou seja para cada dia acrescentado ao experimento a média das
larvas diminuiu de 1,87 para o controle (Figura 8) e 0,43 para o tratado (Figura 9).
Isto foi causado pela reducdo dos numeros médios de larvas durante o ensaio
experimental, principalmente devido a captura em armadilhas fungicas. A reducao
do numero de larvas no grupo de controle, durante o estudo, no entanto, foi causado
pela migracdo das larvas para a periferia das placas de Petri, local que o nivel de

umidade era superior.
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Figura 8: Curva de regressdo linear calculada através das médias das larvas de
Ancylostoma caninum do grupo Controle em fung¢do do tempo (dias 1 ao 7).
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Figura 9: Curva de regressao linear calculada através das médias das larvas de
Ancylostoma caninum do grupo Tratado em fun¢édo do tempo (dias 1 ao 7).

Em comparacdo com outros ensaios realizados com o mesmo nematoide
(Ancylostoma spp), porém com outros isolados fungicos (Monacrosporium
thaumasium, Arthrobotrys robusta e Duddingtonia flagrans) o coeficiente linear de
reducdo foi de 0,23; 0,24 a 0,28 nos diferentes grupos tratados respectivamente
(97). J& em um estudo realizado por Braga et al., que comparou a eficiéncia de

predacdo dos fungos D. flagrans, M. thaumasium, M. sinens e A. robusta sobre
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larvas L3 de A. ceylanicum , encontrou valores de coeficiénte linear de reducéo dos
grupos tratados de 0,73; 0,76; 0,78 e 0,82 respectivamente (103). Comparando os
valores de coeficiente linear de reducdo encontrados no presente trabalho com os
encontrados nos ensaios realizados por Maciel et al., nota-se que o fungo P. eryngii
obteve valores de coeficiente linear de reducdo maior (0,43), 0 que sugere que para
cada dia acrescentado ao experimento a média das larvas diminuiu mais no
nematoide tratado com o fungo P. eryngii que com os fungos Monacrosporium
thaumasium, Arthrobotrys robusta e Duddingtonia flagrans, o que demonstram maior
influéncia do tempo sobre a predacao das larvas de A. caninum do atual trabalho
(97). Ja quando se compara os valores de coeficiente linear de reducéo do presente
estudo com o de Braga et al., os valores do coeficiente linear de redugédo foram
maiores para todas as espécies de fungos estudadas (103).

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam trabalhos
anteriores da eficiéncia de fungos nematé6fagos no controle de larvas de nematoides
potencialmente zoondticas. Estima-se que cerca de 1 bilhdo de pessoas estédo
atualmente infectadas por geohelmintos, principalmente devido ao contato com o
solo, indicando que esta € uma importante via de infeccdo humana, que esta
associada a consequéncias graves de salde se nao tratada. Além disso, os estudos
sobre os parasitas que infectam animais domésticos tém provocado grande
interesse devido a intima relacdo que existe entre o homem e os animais, o0 que
pode ser um problema de saude publica. Dentre os helmintos com potencial
zoonotico, destacam-se os do género Ancylostoma, Toxocara e Strongyloides (102).

A. caninum, A. braziliense e A. ceylanicum sao ancilostomideos
onipresentes encontrados em céaes, gatos e outros mamiferos de clima tropical, onde
as condicdes sao favoraveis para a sua sobrevivéncia. Em condi¢des ideais de
umidade os ovos evoluem para larva de terceiro estagio em aproximadamente 8
dias. ApGs o desencolvimento da cuticula, as larvas podem sobreviver no ambiente
por muitos meses, sendo capaz de suportar calor e frio, mas ndo extrema secura
(12).

Os fungos nematéfagos que crescem em fezes frescas de animais tém
maior chance de serem agentes mais eficazes no controle biologico, visto que
Nansen et al., mencionaram que larvas recém eclodidas, antes de alcancarem o
estadio de L3, sdo mais sujeitas ao ataque desses fungos. As L3z tém duas cuticulas
que, por si sO, constituiriam uma limitacdo para a acdo dos fungos nematofagos.

7

Portanto, € necessario conhecer o papel de todos os organismos envolvidos no
49



biocontrole de nematéides (105). Segundo Araujo et al., € essencial que 0s 0rgaos
financiadores apoiem as pesquisas nessa area, pois muitos aspectos basicos da
biologia, da epidemiologia e da interacdo patdogeno — hospedeiro necessitam ser
estudados. A industria caberia o papel muito importante de desenvolver formulacdes

comercialmente viaveis (59).
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CONCLUSAO

A atividade larvicida de Pleurotus eryngii sobre as L3 de Ancylostoma
caninum foi comprovada por meio da reducdo do numero de larvas apos o
tratamento com o fungo. Observou-se que o fungo produziu goticulas e que houve
interacdo do fungo com a larva. Diante desses resultados faz-se necessario a
realizacdo de novas pesquisas in vivo que confirmem a eficacia dos isolados

fungicos Pleurotus eryngii sobre nematoides no ambiente.
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