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RESUMO

ATIVIDADE IN VITRO DE Pleurotus ostreatus var. florida SOBRE Ancylostoma sp. E

Toxocara canis

AUTOR: Dionatan Teixeira de Oliveira
ORIENTADORA: Silvia Gonzalez Monteiro

Os animais de companhia sdo acometidos por uma infinidade de afecc¢Oes parasitérias. Dentre
elas se destacam as infeccBes causadas por ancilostomideos e ascarideos, pois estes, sdo
responsaveis por uma alta taxa de mortalidade de cées e gatos, principalmente na fase inicial de
vida. Além disso, parasitos do género Toxocara e Ancylostoma apresentam grande importancia
médico veterinaria, pois sdo agentes das zoonoses “Larva migrans visceral” ¢ “Larva migrans
cutdnea” respectivamente. Muitas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com intuito de
minimizar os danos associados a estes parasitos, contudo, uma area ainda pouco explorada é
relacionada a produtos naturais. Os fungos do género Pleurotus sdo bastante requisitados no
mercado internacional tendo aplicacdes gastronomicas e medicinais, entretanto suas atividades
nematicidas sobre nematoides de carnivoros ainda ndo foi relatada. Em busca disso,
aproximadamente 1000 ovos de Ancylostoma sp. foram vertidos em placas de cultura de 6
pocos, e em cada placa foi aplicada uma solucdo com diferentes concentracdes do extrato
aquoso de Pleurotus ostreatus var. florida (50mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml, 3,12
mg/ml). As placas foram incubadas por 48h a 26°C, e apds o periodo, a leitura de eclosdo de
larvas foi realizada. No segundo experimento 1000 ovos de Toxocara canis foram vertidos em
placas de cultura de 6 pocos, e aplicada as mesmas concentracfes anteriores do extrato aquoso
e incubadas a 26° C por 21 dias. A cada 7 dias foram realizadas leituras em microscopio
invertido para classificacdo da evolucdo embrionario dos ovos. Em ambos experimentos o
controle negativo foi composto apenas de solucdo com ovos e agua destilada. Foram realizadas
triplicatas em todos os grupos de cada teste. No teste com Ancylostoma sp., houve um
percentual de reducdo de eclodibilidade de no 67,16% em relacdo ao controle, tendo a
concentracédo de 3,12% o maior percentual de eclodibilidade de larvas dentre as concentragdes
testadas. Ja o ensaio experimental com ovos de Toxocara canis, todos as concentracdes foram
eficazes na diminuicdo de ovos larvados a partir do décimo quarto dia de avaliagbes. O
Pleurotus ostreatus var. florida mostrou possuir uma boa atividade ovicida tanto sobre ovos de
Ancylostoma spp., quanto sobre ovos de T. canis, demonstrando um grande potencial na
utilizacdo como controle biologico do nematddeos.

Palavras-chave: ancilostomideos, cogumelo ostra, ovicida, nematddeos, controle bioldgico



ABSTRACT

IN VITRO ACTIVITY OF Pleurotus ostreatus var. florida ON Ancylostoma sp. AND
Toxocara canis

AUTHOR: Dionatan Teixeira de Oliveira
ADVISOR: Silvia Gonzalez Monteiro

Companion animals are plagued by a multitude of parasitic diseases. Among them are the
infections caused by hookworms and ascarids, as these are responsible for a high death rate of
dogs and cats, especially in the initial phase of life. In addition, parasites of the genus Toxacara
and Ancylostoma present great veterinary medical importance, as they are agents of zoonoses
"Larva migrans visceral” and "Larva migrans cutaneum", respectively. Many researches are
being developed in order to minimize the damages associated with these parasites, however, an
area not yet explored is related to natural products. The fungi of the genus Pleurotus are highly
requested in the international market, with gastronomic and medicinal applications, but their
nematicidal activities on carnivorous nematodes have not yet been reported. In search of this,
approximately 1000 eggs of Ancylostoma spp. were poured into 6-well culture plates, and a
solution with different concentrations of the aqueous extract of Pleurotus ostreatus var. florida
(50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%). The plates were incubated for 48 h at 26 ° C, and after the
period, larval hatching was performed. In the second experiment 1,000 Toxocara canis eggs
were poured into 6-well culture plates and the same concentrations of the aqueous extract were
applied and incubated at 26 ° C for 21 days. Every 7 days, the egg embryo evolution was
classified. In both experiments the negative control was composed only of solution with eggs
and distilled water. Triplicates were performed in all groups of each test. In the test with
Ancylostoma spp., There was a percentage of reduction of hatchability up to 67.16% in relation
to the control, and the concentration of 3.12% was the highest percentage of hatchability of
larvae among the tested concentrations. In the experimental trial with Toxocara canis eggs, all
concentrations were effective in the reduction of larval eggs from the fourteenth day of
evaluations. Pleurotus ostreatus var. florida showed to have a good ovicidal activity both on
Ancylostoma spp. eggs and on Toxocara canis eggs, demonstrating a great potential in the
biological control of the nematode.

Key words: ancylostomidae, oyster mushroom, ovicide, nematodes, biological control
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1. INTRODUCAO

As infeccbes parasitarias sao responsaveis por uma grande parte da mortalidade de
animais de companhia, como demonstra Fighera et al. (2008) em seu estudo, onde as
verminoses intestinais estdo entre as cinco causas mais frequentes de 6bito em cées na regido
central do Rio Grande do Sul. A convivéncia de humanos com animais em &reas publicas tem
aumentado significativamente as infeccdes zoondticas, uma vez que 0s animais disseminam
muitos ovos nestes locais (MARQUES, 2012, CIRNE et al. 2017, FERREIRA et al. 2016,
GUIMARAES et al. 2005) e o crescente nimero de animais nas ruas sem tutor tornou-se um
fator importante no aumento de infecgdes parasitarias em cées e gatos (BLAZIUS et al., 2005).

Recentemente tem-se investido em pesquisas de controle biolégico em busca de um
aliado no controle de insetos, virus, fungos, bactérias, protozoarias, nematoides, entre outros
(PARRA, 2002). Dentre estes, os fungos vém sendo extensivamente estudados, principalmente
pelas suas atividades nematicidas.

Pleurotus ostreatus var. florida (Pleurotus branco), um fungo comestivel pertencente a
ordem Agaricales e a familia Pleurotaceae, é apreciado mundialmente devido ao seu delicioso
sabor, alta quantidade de vitaminas, proteinas, carboidratos, minerais, e por seu baixo nivel de
gordura, além de possuir uma grande capacidade de degradar uma variedade de componentes
insollveis tais quais polimeros de lignina. Dentre as atividades terapéuticas ja reladas por esta
espécie, ainda ndo existem estudos sobre sua atividade sobre nematoides de carnivoros. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo testar a atividade in vitro do fungo Pleurotus

ostreatus var. florida sobre ovos de Ancylostoma sp. e ovos de Toxocara canis.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ANCYLOSTOMA sp.

O Ancylostoma esta classificado no Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe Secernentea,
Ordem Strongylidea, superfamilia Ancylostomatoidae, familia Ancylostomidae, e subfamilia
Ancylostominae. Sdo vermes hemato6fagos, parasitos da mucosa do intestino delgado de véarios
hospedeiros mamiferos, incluindo o homem (MONTEIRO, 2017). Em alguns casos as larvas
podem desenvolver um tipo de resisténcia, levando a uma mudanca nos habitos alimentares e
0s vermes passam a se alimentar de pedagos da mucosa intestinal (KALKOFEN, 1987).

Dentre os nematoides que parasitam o intestino delgado de cdes destacam-se as espécies
Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense. O A. caninum é o ancilostomideo com maior
distribuicdo mundial, podendo ser encontrado em todos os continentes, e o A. braziliense esta
limitado as regides tropicais e subtropicais, principalmente América do Sul, América Central,
regido do Caribe e parte dos Estados Unidos (PERUCA et al, 2009).

2.1.1. Morfologia

Os ancilostomideos adultos sdo helmintos de pequeno tamanho, em torno de 2 cm,
caracterizados por apresentarem uma cépsula bucal na sua extremidade anterior seguida de um
esofago musculoso em formato de “clave” (MONTEIRO, 2011). O género Ancylostoma,
possui sua extremidade anterior, em formato caracteristico de gancho que lhe confere a
denominagédo de “hook worm” ou “verme gancho” (URQUHART et al., 1998).

O A. caninum possui capsula bucal subglobular, com trés pares de dentes na margem
ventral, um par de dentes triangulares dorsais e um par de dentes ventro laterais. O comprimento
dos machos varia de 9 a 13 mm e o das fémeas de 14 a 20 mm. Os machos de A. caninum
apresentam bolsa copuladora bem desenvolvida na regido posterior, além da presenca de
gubernaculo e espiculos que podem ter de 0,73mm a 0,96mm de comprimento (SOULSBY,
1982). As fémeas apresentam abertura do aparelho genital localizada entre o segundo com o
terceiro terco do corpo e 0s ovarios encontram-se dispostos enrolados em torno do tubo
digestivo. As fémeas fazem a postura de milhares de ovos ndo embrionados diretamente na luz
intestinal, chegando a uma média de 16.000 ovos/dia (RIBEIRO, 2004). Estes ovos séo
elipticos, de casca fina, medem 55-77 um de comprimento por 34-44 e 7 um de largura como

demostrados na Figura 2.1.1. (FORTES, 2004). Os ovos dos parasitos do filo Nematoda podem
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possuir de uma a trés camadas sendo a interna lipoproteica, a intermediaria quitinosa e a externa
vitelinica (HOMERO, 1984). O A. braziliense € bastante semelhante ao A. caninum podendo
ser diferenciado pela capsula bucal que apresenta um par de dentes laterais bem desenvolvidos
e na porcdo média um par de dentes rudimentares e também através da bolsa copuladora. O
comprimento dos machos varia de 5 a 7,5 mm e das fémeas de 6,5 a 10,5 mm (FORTES, 2004).

Figura 2.1.1. Ovos de Ancylostoma sp.

Fonte: Arquivo pessoal

2.1.2. Ciclo Bioldgico

A larva de primeiro estagio eclode no ambiente entre 24 a 48 horas, sob condi¢es
adequadas. A L1 ir4 evoluir até a forma infectante (L3), a qual cdes e gatos se infectam
principalmente pela via oral, e menos frequentemente pela via percutanea, transplacentaria e
lactogénica. As larvas quando ingeridas, sofrem uma muda e penetram na parede intestinal,
retornam a luz intestinal e atingem a forma adulta (RIBEIRO, 2004). As larvas infectantes que
penetram pela pele, atingem os capilares subcutaneos até alcancar os pulmdes, onde evoluem
para L4, sdo expectoradas e deglutidas até o intestino delgado, chegando a fase adulta
(FREITAS, 1980). As larvas L3 possuem tropismo por didxido de carbono, presente em altas
concentragfes no tecido epitelial de animais e humanos, o que corrobora para a infecgdo
percutanea (VELHO et al., 2003). Além disso, as larvas de terceiro estagio penetram pela pele
dos coxins através de uma enzima semelhante a colagenase, que destr6i a membrana basal da

pele e modifica a proteina em uma glico-proteina solivel (MITTRA et al., 1984). As larvas
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podem fazer migracdo erratica e estabelecer um estado de laténcia na musculatura, até que
ocorra um aumento constante de esteroides sexuais, como por exemplo, em fémeas no periparto.
O aumento desses esteroides acarreta na reativacdo hipobidtica dessas larvas, estas podem se
mobilizar para a glandula mamaria e atravessar a barreira placentaria (RIBEIRO, 2004). Cury
& Lima (2002) relatam que alguns insetos podem transportar larvas infectantes durante um
determinado periodo, as larvas que penetram na pele podem provocar lesGes pruriginosas,

porém, a principal patogenia associada a infecc¢ao por ancilostomideos € a espoliagcdo sanguinea.

2.1.3. Sinais Clinicos

A manifestacdo clinica da Ancilostomiase é mais acentuada em filhotes por ainda nédo
apresentarem o sistema imune bem desenvolvido. Os animais jovens podem apresentar um
quadro de diarreia com presenca de sangue Vvivo nas fezes, raros casos com presenca de sangue
digerido, perda de peso, vOmito e em casos mais severos, 0 animal pode apresentar anemia
hemorragica aguda ou cronica (ARAUJO, 1988). Em animais lactantes, a anemia pode ser fatal,
pois ela ndo é causada apenas pela intensa absorcao de sangue pelo parasito, mas também pela
secrecao de uma enzima proteolitica e uma substancia anticoagulante, excretadas por glandulas
esofagianas (FORTES, 2004). Animais adultos raramente manifestam sinais clinicos causados
pelo Ancylostoma, uma vez que a resposta medular compensa a perda de sangue (ARAUJO,
1988).

O animal acometido pela ancilostomiase pode apresentar dificuldade respiratdria em
decorréncia da lesdo larval nos pulmdes ou dos efeitos andxicos da anemia (URQUHART et
al., 1998). A formagéo de edemas pode eventualmente acontecer em decorréncia do aumento e
difusdo do plasma sanguineo nos tecidos (FORTES, 2004) e o hospedeiro pode desenvolver
severa enterite devido a infeccdo bacteriana secundaria, a qual pode ser observada na necropsia
(PRATS et al., 2005).

2.1.4. Diagnostico
O principal método de diagnostico é através do exame coproparasitologico de fezes,

onde sdo visualizados ovos dos ancilostomideos, entretanto, pode se realizar o diagnostico,
através dos sinais clinicos (FORTES, 2004).
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2.1.5. “Larva Migrans Cutanea”

A migracdo erratica de larvas de algumas espécies de ancilostomideos, através do estrato
epitelial da pele humana ¢ responsavel pela sindrome denominada “Larva Migrans Cutanea”,
ou “bicho geografico” (MORSY et al., 2007). No Brasil, 0 A. brasiliense e 0 A. caninum saos
0s principais agentes etioldgicos da “Larva Migrans Cutanea” (COSTA et al., 2008). As larvas
de ancilostomideos penetram na pele por contato direto, deslocam-se sob a epiderme
produzindo um rastro saliente e tortuoso por varios meses até morrerem (PERUCA, et al.,
2009).

Os principais sinais clinicos da “Larva Migrans Cutanea” sdo formacdes de linhas
serpiginosas na pele com intenso prurido, irritabilidade, distdrbios de sono, infeccGes
secundarias e ocasionalmente foliculite (PERUCA et al., 2009). A infeccdo pelas larvas L3
geralmente acontece nas regides dos pés, pernas e nddegas pois sdo as areas mais expostas ao
parasito. Locais publicos com fécil acesso de animais, como pragas publicas, clubes, creches
constituem areas de risco de infeccdo de criangas e adultos que tem contato com o solo, compde
0 grupo de risco. Scaini et al. (2003) analisaram 237 amostras de fezes de cées da area central
do Balneério Cassino, 86,1% apresentaram positividade para ovos e/ou larvas de helmintos, e
71,3% das amostras estavam contaminadas por Ancylostoma spp. Resultados semelhantes
foram encontrados por Cirne et al (2017) no municipio de Valenca (RJ), Ferreira et al (2016)
no municipio de S&o Paulo (SP), e Guimaraes et al (2004) na cidade de Lavras (MG). Também
na cidade de Santa Maria, Pivoto et al. (2013) determinaram uma grande presenca deste parasito
em amostras fecais de gatos domésticos.

O diagnéstico da “Larva Migrans Cutanea” ocorre pela apresentacdo clinica tipica,
associada ao intenso prurido e historico de exposicao a locais de risco (PERUCA et al. 2009).
Como tratamento da afec¢do, se preconiza o uso topico de tiabendazol, e administracéo oral de
albendazol ou ivermectina, além disso, o tratamento periddico de animais reservatérios com
anti-helmintico é necessario para o controle da zoonose (CAUMES et al., 2000). O prognostico
da parasitose é excelente, entretanto pode ser observada uma evolucdo demorada ou em alguns

casos agravamento da infeccdo bacteriana secundaria (HOFF et al. 2008).

2.2. TOXOCARA CANIS

Os helmintos do género Toxocara sp. estdo classificados na Ordem Ascaridida,

superfamilia Ascaridoidea, familia Ascarididae, subfamilia Toxocarinea. As principais espécies
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de importancia médico veterinaria sdo T. canis e T. cati, parasitos de cdes e gatos, podendo
infectar hospedeiros paraténicos tais como ratos e humanos (MONTEIRO, 2017). Os vermes
adultos vivem no intestino delgado, nutrindo-se de produtos pré-digeridos da alimentacdo do
seu hospedeiro, enquanto os estagios larvais se alimentam de serosidades (CURY & LIMA,
2002). A fémea do Toxocara pode chegar a produzir 100.000 ovos por dia (LLOYD, 1998) que
sdo eliminados através das fezes e podem permanecer viaveis no ambiente por seis a 12 meses,
chegando a quatro anos em condi¢fes favoraveis (RIBEIRO, 2004). O ovo de Toxocara sp.
necessita de um periodo que varia de duas a seis semanas para a formacao da fase larval L3,
que ¢é a forma infectante para o hospedeiro (GILLESPIE, 1988). A infec¢do do hospedeiro
definitivo acontece a partir do ovo contendo a L3 e pode ser de quatro maneiras: via oral, via

transplacentaria, via transmamaria ou através de hospedeiros paraténicos.

2.2.1. Morfologia

S&o vermes cilindricos, de porte médio, os machos medem aproximadamente 10 cm e
as fémea pode chegar até 18cm quando adultos. Na extremidade anterior possuem boca
trilabiada, es6fago claviforme com ventriculo esofagiano e asas cervicais, as quais sao longas
e estreitas no T. canis, e largas e curtas no T. cati (MONTEIRO, 2017). A parede do corpo é
constituida por uma cuticula elastica com estriacdes transversais, hipoderme e uma camada
muscular. O sistema digestdrio é completo, se estende da extremidade anterior a posterior, é
composto por: labios, boca, cavidade bucal, esdfago, intestino, reto e anus, além das glandulas
digestivas. O Toxocara possui um anel nervoso préximo ao es6fago, de onde partem corddes
que irdo inervar anteriormente a regido cefalica e posteriormente ao longo do corpo. Além disso,

possui um segundo anel nervoso, proximo ao orificio anal/cloacal.

2.2.2. Ciclo biologico

Hospedeiros com menos de 3 meses realizam um ciclo diferente, denominado de Ciclo
de Loss, ou hepatotraqueal. Nesse ciclo, o hospedeiro libera larvas L3 no intestino delgado apds
ingerir ovos infectantes. As larvas penetram na mucosa e atingem a circulacdo porta, chegando
no figado, coragdo e alvéolos pulmonares, onde realizam a muda para larvas de quarto estagio
(L4), chegam a glote, sdo deglutidas e por fim migram novamente ao intestino delgado onde
tornam-se adultas (MONTEIRO, 2011). Apds a quarta semana, os filhotes comecam a

desenvolver resisténcia ao parasitismo, e 0 numero de larvas que conseguem completar o seu
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desenvolvimento comeca a reduzir gradativamente (FREITAS 1980). Em animais com mais de
6 meses, o ciclo mais frequente ocorre com a ingestdo de ovos larvados com L3, que eclodem
e migram para os pulmdes, coracdo, e sdo bombeadas pela aorta para diferentes partes do corpo,
como mdasculos, glandulas mamarias, rins, sistema nervoso, onde ficam em estado de laténcia
(MONTEIRO, 2011, RIBEIRO 2004). Em fémeas gestantes, a partir do 42° dia, por acéo
hormonal, as larvas L3 em laténcia séo reativadas e por via transplacentéria infectam os fetos.
Nestes, as larvas ficam no figado e ap6s o nascimento, pelo ciclo de Loss, alcangam o intestino
delgado onde se tornam adultos. Algumas larvas podem continuar em laténcia e infectar fetos
de gestacdes subsequentes (FREITAS, 1980; CURY & LIMA, 2002). Os vermes capazes de
alcancar as glandulas mamérias infectam os filhotes durante a amamentacéo (RIBEIRO, 2004).
A Ultima forma de contaminacdo ocorre quando cées e gatos consomem roedores, aves
e outros animais que ingeriram ovos larvados e possuem larvas infectantes em seus tecidos. Ja
foram relatos larvas em varios 6rgdos, tais como figado, pulmao, cérebro, olhos e em musculos,
especialmente o diafragma e a lingua (ALDAWEK et al., 2002; TAIRA et al., 2004).

2.2.3. Sinais clinicos

Comumente a toxocariase ndo apresenta infeccao aparente, porém, os sinais podem ser
moderados a severos em neonatos e animais jovens, nos quais 0s vermes adultos podem
ocasionar diarreia, distensdo abdominal, desidratacdo e em alguns casos retardo no crescimento.
Em casos severos, pode levar a morte por consequéncia de obstrucdes, intussuscepcoes e
perfuracdes intestinal (BURROWS et al, 1995). Quando a infeccdo pré-natal € muito extensa,
filhotes podem ir a Gbito em decorréncia das larvas que causam lesdes hepéticas e focos
pneumonicos. Alguns vermes adultos podem penetrar nos canais biliares ou pancreéaticos
levando a quadros agudo e as vezes fatais. Em casos de migracao erratica, sinais neurolégicos
podem estar presentes provocando irritacdo e até crises convulsivas (FREITAS, 1977; CURRY
& LIMA, 2002).

2.2.4. Diagnostico

O diagnostico pode ser o clinico, com a observagdo de proeminéncia de abdome,
anorexia, diarreia, pneumonia e presenca de parasitos imaturos em vémito. A confirmacao pode
ser feita pela presenca de ovos em exame de fezes através de técnicas deflutuacéo
(MONTEIRO, 2017).
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2.2.5. “Larva Migrans Visceral”

A “Larva Migrans Visceral” ou Toxocariase humana se caracteriza pela migracao e
persisténcia de larvas de alguns ascarideos em visceras humanas, causando Vérias
manifestacdes clinicas que variam de casos assintomaticos, a severas injdrias (FIGUEIREDO
etal., 2005). Dentre os principais Ascarideos, 0 género Toxocara € particularmente reconhecido
como principal causador desta sindrome, uma vez que este € um parasito cosmopolita,
possuindo uma alta prevaléncia de ovos encontrados em areas publicas, principais locais fonte
de infeccdo (LEITE et al., 2004, MARQUES et al.2012, SANTAREM et al. 1998).

Apds a ingestdo dos ovos de Toxocara pelo hospedeiro paraténico, as larvas eclodem
no intestino delgado, penetram a mucosa, invadem o sistema porta até o figado, onde algumas
larvas iram se encistar, enquanto outras iram atingir os pulmdes e o sistema circulatério
(PERUCA et al, 2009). Nos casos mais graves de “Larva Migrans Visceral”, ocorrem
processos patoldgicos hipereosinofilicos cronicos, leucocitose, lesGes granulomatosas, e
ocasionalmente lesdes oculares (GUIMARAES et al., 2005).

Pawlowski (2001) propés um novo sistema de classificacdo para as formas clinicas
observados na Toxocariase humana, baseando-se no status clinico, no envolvimento dos
mecanismos imunopatolégicos, na localizacdo das larvas, e na intensidade de resposta
soroldgica. Essa classificacdo divide a toxocariase humana em: sistémica classica,
assintomatica, oculta e compartimentalizada (ocular e neurolégica). A primeira forma clinica é
denominada sistémica, a qual € caracterizada por hepatoesplenomegalia, febre,
hipergamaglubulinemia e alguns casos miocardite eosinofilica, e fibrose pulmonar, em
decorréncia da exposicdo prolongada e extensiva a eosinolifia.

As formas compartimentalizadas envolvem a toxocariase ocular e neuroldgica
(PAWLOWSKI et al., 2001). A toxocariase ocular manifesta-se apenas em um globo ocular
na maior parte dos casos, apresentando uma inflamacéo leve a moderada, podendo ser difusa
(CARVALHO et al., 2011). Os sinais clinicos mais comuns sdo perda de visdo, inflamacéo
vitrea, edema macular cistoide e tracdo de filamentos vitreo-retinianos em dire¢do ao nervo
optico e/ou um granuloma (STEWART et al.,2013). Existem poucos relatos na literatura sobre
a toxocariase neuroldgica, uma vez que as invasfes parasitarias no cérebro sdo assintomaticas,
e permanecem sem diagndstico.

A forma clinica oculta caracteriza-se por sintomas e sinais inespecificos, que nao se

associam a categoria da larva migrans classica, larva migrans incompleta, LMO ou LMN
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(CARVALHO et al., 2011). Possui ampla manifestacdo clinica e pode apresentar injdria
pulmonar como asma, bronquite aguda e pneumonia com ou sem sindrome de Loeffler;
urticaria, eczema, linfoadenopatias, miosites e sindromes pseudoreumaticas como artralgia
(PAWLOWSKI et al.,, 2001). A toxocariase oculta é diagnosticada apenas apds o
desaparecimento dos sinais e sintomas n&o-especificos tratados com anti-toxocariase
(CARVALHO et al., 2011). Por fim, a Toxocariase assintomatica, diagnosticada por sorologia,
ocorre principalmente em infeccdes leves ou antigas e pode ser acompanhada ou ndo por
eosinofilia (CARVALHO et al., 2011).

O diagnostico da toxocariase humana é bastante complicado, em razdo do parasito ndo
se desenvolver até a maturidade no organismo, e, portanto, ndo ser capaz de excretar ovos. A
biopsia pode ser realizada como diagndstico definitivo, porem séo raros os casos onde a técnica
é recomendada, predominando apenas o diagndstico presuntivo (ANDRADE, 2000).

O tratamento varia de acordo com a forma clinica da doenca desenvolvida pelo paciente,
além disso, deve-se levar em consideracado a relacdo risco-beneficio entre o potencial toxico da
droga e o efeito terapéutico esperado (ANDRADE, 2000). Em casos de “Larva Migrans
Visceral”, 0 tratamento consiste em anti-helminticos com propriedade larvacida, tais como
dietilcarbamazina, albendazol, mebendazol, levamisol, ivermectina, fenbendazol e oxfendazol,
ou com acéo inibidora da migracgéo tecidual das larvas, como tiabendazol. Para o tratamento de
Larva Migrans Ocular, se adota o tratamento sintomatico, principalmente com uso de anti-
inflamatdrios associados a anti-helminticos (ANDRADE, 2000).

2.3. CONTROLE BIOLOGICO: FUNGOS NEMATOIDES

O termo controle bioldgico se refere a utilizacdo de microrganismos antagonistas
naturais disponiveis no ambiente para diminuir a populacdo de organismos considerados pragas
(GRONVOLD et al., 1996). Os estudos de controle biolégico como método de eliminacgéo de
pragas tém evoluido gradativamente, pois apresentam diversos beneficios quando comparados
aos métodos quimicos, uma vez que estes sdo capazes de causar problemas ambientais como
desequilibrio bioldgico, e intoxica¢cbes no homem, além de j& existir resisténcia de parasitos a
varios produtos existentes comercialmente e o custo para o desenvolvimento de produtos
quimicos € demasiadamente superior ao custo de desenvolvimento de produtos bioldgicos
(PARRA, 2002).

Inimeros microrganismos tém sido relatados como antagonistas de nematoides, tais

como protozoarios, insetos, acaros, nematoides, virus, bactérias e fungos (MANKAU, 1980;
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LYSEK E NIGENDA, 1989; STIRLING, 1991; WALLER E LARSEN, 1993; GRONVOLD
et al., 1996). Os fungos nematdfagos antagonistas dos nematoides, presentes naturalmente no
ambiente, sdo cosmopolitas, ocorrendo em solos naturais, solos agricultaveis e em todos 0s
tipos de mateéria organica em decomposi¢do. (GRAMINHA, 2005).

Os fungos nemato6fagos séo classificados de acordo com seu modo de agdo nos seguintes
grupos: predadores, oportunistas, endoparasitos e produtores de metabo6litos tdxicos aos
nematoides (MANKAU, 1980; JATALA, 1986; MORGAN-JONES et al., 1987). Fungos
endoparasitos persistem no ambiente na maioria das vezes como esporos ou clamidosporos
liberados no solo pela desintegragdo de nematoides parasitados. A infec¢do ocorre pela adeséo
do esporo a cuticula do nematoide ou através da ingestdo. O esporo germina e se difunde pela
cavidade corpdrea, cresce e absorve o contetdo do nematoide. As hifas ndo se desenvolvem
para o exterior do corpo do nematoide infectado, porém ocorre a producao de tubos de liberacéo
de esporos ou de conidioforos e conidios (BARRON, 1977; MOTA et al., 2003).

Os fungos oportunistas penetram em ovos, larvas e adultos helmintos através de hifas
vegetativas, por acdo mecanica. As hifas penetram a casca do ovo através dos pequenos poros
existentes na camada vitelinica, causando alteracdo na permeabilidade da casca e expandindo
seu volume. Como consequéncia, a camada vitelinica se divide, a camada de quitina se torna
vacuolizada e a camada lipidica torna-se densa. Por fim as hifas enddgenas emergem do ovo e
produzem conidi6foros e conidios (ARAUJO et al. 2004; CIARMELA et al., 2002). Os fungos
predadores crescem no solo como saprofitas e desenvolvem adapta¢es morfoldgicas ao longo
das hifas para capturar nematoides de vida livre (NODBRING-HERTZ, 1988). Estas estruturas
sdo formadas em respostas a presenca de nematoides ou de substancias dele derivados, além
disso, condic¢des nutricionais limitadas e escassez de dgua também levam a formacdo destas
estruturas (BALAN E GERBER, 1972).

Por fim existem fungos produtores de metabdlitos toxicos a nematoides
(NORDBRING-HERTZ, 1988), essas toxinas podem afetar a motilidade, a capacidade de
penetracdo no hospedeiro, a atragdo pelo hospedeiro a eclosdo dos ovos ou causar a morte
desses parasitos (KERRY et al., 1984).

2.4. PLEUROTUS OSTREATUS
Atualmente ja foram descritas mundialmente, mais de 1000 espécies de fungos do

género Pleurotus, no entanto apenas 50 destas sdo reconhecidas como validas para este género

(GUZMAN et al., 2000). As espécies possuem ampla distribuicdo mundial e apresentam uma
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variedade de cores como cinza-escuro (P. ostreatus), amarelo (P. citrinopileatus), salméo (P.
ostreatoroseus), e branco (P. ostreatus variedade florida) representado na figura 2.4.1
(WARTCHOW et al., 2008).

Figura 2.4 — Pleurotus ostreatus var. florida

Fonte: Arquivo pessoal

O P. ostreatus pertence ao filo Bazydiomicota, classe Basidiomycetes, subclasse
Holobasidiomycetidae, ordem Agaricales, e familia Pleurotaceae, € um dos cogumelos mais
comercializados e apreciados atualmente, pois é rico em vitaminas, proteinas, carboidratos,
minerais, além de ser extremamente saboroso e possuir quase todos 0s aminoacidos essenciais
(GUNDE-CIMERMAN, 1999). Bonatti et al., (2004) demonstraram em seus estudos que o P.
ostreatus tem uma composicdo de até 16,9% de proteinas quando cultivados em palha de
bananeira. Além disso, o cogumelo apresenta grande capacidade de degradar diversos
componentes insollveis de materiais lignoceluloliticos, efetuando um papel importante na
bioconversdao de suplementos alimentares (LA GUARDIA et al. 2005). Possui muitas
propriedades nutricionais e efeitos medicinais benéficos, sendo utilizado como antitumoral,
imunomodulatorio, antiviral e anti-inflamatorio (SARANGI et al., 2006).

O P. ostreatus é chamado de cogumelo ostra devido ao seu formato, possui um corpo
frutifero com pileo e estirpe bem definidos. O pileo pode medir de 6 a 14 cm de diametro, ser
sobreposto, de cor variavel (branca, passando por creme, amarelo claro, rosa, até cinza), em
forma de concha ou espatula, liso e brilhante. As laminas séo altas, juntas e desiguais ao longo
do pileo (PACIONI, 1982).

O fungo tem alta capacidade de produzir enzimas lignoceluloliticas, as quais se
destacam as lacases, manganés peroxidase e peroxidase versatil, enzima com numerosas

aplicacdes na industria (COHEN et al.; 2002). Alem disso, Yashvant (2012) apontam possiveis
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compostos bioativos produzidos por esses fungos, os quais podem ser aplicados na medicina
tais como: polissacarideos, lipidios e proteinas. A temperatura 6tima de crescimento encontra-
se em torno de 25°C, o0 que os torna proprios para clima tropical (BISARIA & MADAN, 1983;
PATRABANHS & MADAN, 1997), podendo ser encontrados naturalmente em florestas
temperadas, tropicais e subtropicais (ZADRAZIL & KURTZMAN, 1984; MAZIERO, 1990).
Até o inicio da década de 50, o Pleurotus era coletado diretamente da natureza, também
nesta época houve tentativas de realizacéo do cultivo empregando serragem como substrato. A
partir de 1970, iniciou-se o seu cultivo em escala comercial, com aplicacdo de outros substratos

como palha seca, palha de arroz, palha de trigo e capim (BONONI et al.; 1995).
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade ovicida do fungo Pleurotus
ostreatus em ovos de Ancylostoma spp. e Toxocara canis. Foi realizado um ensaio experimental
com cada parasito, onde foram testadas cinco concentracGes diferentes de P. ostreatus
(50mg/ml, 25 mg/ml, 12 mg/ml, 6,25 mg/ml, 3,12 mg/ml), estes foram vertidos em placas de
cultura celular de 6 pocos, com uma solucdo de aproximadamente 1.000 ovos/pogo. O grupo
controle foi constituido da solucdo de ovos e agua destilada. As placas foram vedadas,
incubadas a 26°C, apds um periodo de 48h o numero total de larvas de Ancylostoma spp. foram
contabilizados, enquanto no experimento com T. canis, foram feitas analises morfoldgicas a
cada 7 dias, até o vigésimo primeiro dia. Todos os testes foram realizados em triplicatas. No
ensaio com ancilostomideos, houve um percentual de reducdo de eclodibilidade de até 67,16%
em relacdo ao controle, tendo a concentracdo de 3,12% o menor percentual de reducdo de
eclodibilidade de larvas dentre as concentracdes testadas. No ensaio com ovos de T. canis,
houve uma redugéo significativa nos ovos larvados a partir do 21° dia em todas as concentragdes
em relagéo ao grupo controle. O P. ostreatus mostrou possuir uma boa atividade ovicida, sobre
A. caninum, além de ter retardado o desenvolvimento de ovos de T. canis, podendo ser utilizado

como controle biolégico do nematddeo.

Palavras-chaves: controle bioldgico, ovicida, nematoides, helmintos, céo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the ovicidal activity of Pleurotus ostreatus in eggs
of Ancylostoma spp. and Toxocara canis. An experimental assay was performed with each
parasite, where five different concentrations of P. ostreatus (50mg/ml, 25 mg/ml, 12 mg/ml,
6,25 mg/ml, 3,12 mg/ml) were tested, which were poured into 6 cell culture dishes wells, with
a solution of approximately 1,000 eggs. The control group consisted of egg solution and
distilled water. The plates were sealed, incubated at 26 ° C, after a period of 48 hours the total
number of larvae of Ancylostoma spp. were counted, while in the experiment with Toxocara
canis, morphological analyzes were performed every 7 days until the twenty-first day. All tests
were performed in triplicates. In the hookworm test, there was a percentage of hatchability
reduction of up to 67.16% in relation to the control, and the concentration of 3.12% had the
highest percentage of hatchability of larvae among the tested concentrations. In the Toxocara
canis egg assay, there was a significant reduction in larval eggs from day 21 at all concentrations
relative to the control group. P. ostreatus showed to have good ovicidal activity on A. caninum,
besides delaying the development of Toxocara canis eggs, being able to be used as biological

control of the nematode.

Key words: biological control, ovicide, nematodes, helminths, dog, eggs.

INTRODUCAO

As doengas infectocontagiosas e parasitarias estdo dentre as principais causas de
mortalidades de animais de companhia. Estudos demonstram que verminoses intestinais séo
responsaveis por 3,3% das mortes de cdes na regiao central do Rio Grande do Sul, ficando entre
as cinco causas mais frequentes (FIGHERA et al., 2008). Alem disso, o estreito convivio da
populacdo com animais domesticos tem corroborado com o aumento de infecgdes zoonoticas
nos Gltimos anos (LABRUNA et al., 2006; SANTAREM et al., 2004).

Os parasitos Ancylostoma spp. e Toxocara canis sao geohelmintos intestinais de cées e
gatos com um alto potencial zoon6tico. No mundo estima-se que aproximadamente 1 bilhdo
de pessoas se infectam por helmintos através do contato com solo contaminado, mostrando a
importancia da contaminacdo ambiental como fator de risco (CROMPTON, 1999;
SANTAREM, et al., 2004). O género Ancylostoma é responsavel pela dermatose “Larva
Migrans Cutanea”, na qual ocorre a migracao de larvas sob a camada mais superficial da pele

(SOARES et al., 2018). Com a ingestdo de ovos larvados de Toxocara canis, o individuo
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apresentard um quadro de Toxocariase humana, as larvas eclodem, penetram no intestino
delgado e atingem a diferentes 6rgaos através da via sistémica (EL NAGA, 2018).

O desenvolvimento de métodos alternativos de prevencéo e controle de geohelmintos
se tornaram cruciais na reducdo da contaminacdo ambiental por larvas e ovos infectantes. O
controle bioldgico tornou-se uma alternativa extremamente benéfica, pois seus efeitos causam
menos danos para o ambiente quando comparados a outros métodos de controle, como o uso de
produtos quimicos (GR@NVOLD et al., 1996).

Os cogumelos do género Pleurotus sdo famosos por seus beneficios, apresentam alto
contetdo protéico, contém aminoacidos essenciais, elevada proporcdo de &cidos graxos
insaturados, além de baixos teores de gorduras, colesterol e calorias. Sdo considerados também
como uma importante fonte de carboidratos, fibras, minerais e vitaminas (COGORNI et al.,
2014; RAMPINELLI et al., 2010). O Pleurotus ostreatus, também chamado de fungo ostra, é
muito apreciado na culindria mundial por seu delicioso sabor, e por possuir a habilidade de
colonizar uma variedade de substratos quando comparado a outros fungos (BALDRIAN et al.,
2005).

Estudos ja realizados confirmaram que algumas espécies do género Pleurotus possuem
acdo antioxidante, antitumoral e antimicrobiana (SUN et al. 2017), porém, ndo existem
trabalhos na literatura sobre a atividade de P. ostreatus em nematoides parasitos de animais.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade ovicida do fungo P. ostreatus

em Toxocara canis e Ancylostoma spp.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Parasitologia Veterinaria, do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) no periodo de julho de 2017 a abril de 2018.

Obtencao e manutencao dos isolados de P. ostreatus

Nestes estudos foram utilizados um isolado da espécie P. ostreatus var. florida,
adquirido comercialmente. Para obtencdo dos frutos, por¢Ges da parte interna do pileo do
cogumelo foram semeadas em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), mantido em vidros
fechados e vedados com filme PVC por dez dias no escuro em temperatura ambiente até a

formacgéo do miceélio. Posteriormente pequenas fracdes de 1x1cm do BDA colonizado foram
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removidas e cultivadas em grdos previamente autoclavados por um periodo de vinte dias em
sacos de polietileno, mantidos no escuro e em temperatura ambiente. Apos a colonizacdo dos
grdos, os mesmos foram misturados em feno tifton previamente fervido e mantidos no escuro
em sacos plasticos de polietileno transparentes até o inicio da frutificacdo. Os cogumelos
obtidos, foram submetidos ao processo de desidratacdo (40°C por 24h), triturados com agua
destilada na proporgédo de 1:25 e mantido em banho maria por 60 minutos sob agitacdo em
temperatura constante de 40°C. O extrato obtido foi filtrado em papel filtro de 14 pum e

submetido a liofilizacao.

Obtengéo de ovos de Ancylostoma spp.

Ovos de ancilostomideos provindos de fezes de cées positivas para Ancylostoma spp.
foram utilizadas no experimento. O material fecal foi submetido a técnica de recuperacdo de
ovos de nematoides gastrointestinais, onde as amostras positivas foram maceradas em agua
destilada e filtradas através de quatro tmises com diferentes micrometros de abertura da malha
metalica. Os ovos retidos na Gltima peneira foram submetidos a sucessivas centrifugagcdes com

solucdo salina, até a obtencdo de uma solucao limpida composta apenas de ovos.

Obtencéao de ovos de Toxocara canis

Os ovos de Toxocara foram obtidos por dissecacdo do Utero de vermes femininos
adultos de Toxocara canis, que foram expelidos apds vermifugacdo. Os ovos foram lavados 10
vezes em agua destilada e centrifugados a 1.000 rpm por 5 minutos cada vez. O sobrenadante
foi descartado no final de cada ciclo de centrifugagédo. Os ovos foram incubados a 25°C durante
14 dias com uma solucdo contendo 0,05% de formalina como descrito por Araujo et al. (1995).
Apods este periodo, o processo de lavagem foi repetido em agua destilada como descrito acima

e 0s ovos foram submetidos aos testes.

Ensaio experimental

Foram realizados dois ensaios experimentais, um com ovos Toxocara canis e outro com
ovos de Ancylostoma sp. Ambos os experimentos foram constituidos de cinco tratamentos,
compostos por concentracfes crescentes de indculos fangicos (3,12 mg/ml; 6,25 mg/ml; 12
mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml.) e controle negativo. No primeiro experimento, aproximadamente
1000 ovos de Ancylostoma spp. foram vertidos em cada placa de cultura de 6 pogos contendo
os diferentes tratamentos, finalizando um volume total padrdo de 5ml. As placas foram vedadas

com peliculas de parafilme e incubadas a 26°C no escuro por 48h. Apos, foram adicionados aos
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grupos lugol e o numero total de larvas de Ancylostoma presentes em cada placa foi
contabilizado de acordo com a metodologia descrita por MUKHTAR E PERVAZ (2003).
Posteriormente, o percentual de reducdo da média de larvas foi calculado de acordo com a

seguinte equacdo:

% reducéo= (média de larvas do controle - médias de larvas do tratamento) x 100

Média de larvas do controle

No segundo ensaio experimental, foram utilizandos cerca de 1.000 ovos de Toxocara
canis, estes foram despejados em placas de cultura de 6 pocos contendo os tratamentos e foram
incubados a 25°C por 21 dias. Foram realizadas leituras a cada 7 dias em microscépio optico
invertido afim de classificar o efeito ovicida, seguindo tais parametros: ovo sem alteracao, ovo

embrionado, ovo larvado.

Anélise estatistica

Os dados do ensaio experimental com Ancylostoma spp. foram submetido ao teste de
normalidade Shapiro Wilk (p>0,05). Para comparaces entre os grupos, foi realizada a Anélise
de Variancia (ANOVA), e o teste post hoc Dunnet para comparacao dos grupos de concentrados
diferentes de fungo com o grupo controle e para as comparacOes entre 0s grupos de
concentracdes diferentes entre si, foi feito o teste de Tukey. O nivel de significancia utilizado
foi de 5% (p<0,05). Utilizou-se o teste Binomial para verificar as diferencas entre as proporcdes

médias, ao nivel de 5% de significancia, no ensaio experimental com ovos de T. canis.

RESULTADOS

Apds um periodo de 48h, observou-se que todas as concentracfes do P. ostreatus foram
eficazes, isto é, foram capazes de reduzir significativamente o nimero de larvas de Ancylostoma
caninum em todas as concentracOes testadas, quando comparadas com o grupo controle. Em
relacdo a eficiéncia, verificou-se que a concentragdo de 50% de fungo foi superior as demais
concentragdes (p<0,05), porém a concentracdo de 25% de fungo foi tdo eficiente quanto a de
12% e 6,25%. (Tabela 1).

No ensaio experimental com T. canis, foi possivel observar que todas as concentracoes

foram eficazes na diminuicdo de ovos larvados a partir do 14° dia de avaliagéo, em relagéo ao
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grupo controle (p<0,05.). Entretanto, as concentracdes 12,5%; 25% e 50% de P. ostreatus foram
equivalentes quanto a eficiéncia (p>0,05). (Tabela 2 e 3)

DISCUSSAO

Atualmente ainda é predominante o uso de produtos quimicos como controle de pragas,
porem apesar de apresentarem bons resultados, ainda representam grandes riscos para o
ambiente e para a saude humana. O uso desregrado tem provocado o surgimento de populacdes
mais resistentes, exigindo a superdosagem de quimicos e uso novos principios ativos (PARRA,
2002). Buscando evitar o abuso na utilizacdo de produtos quimicos, nos ultimos anos tem se
investido a fundo no desenvolvimento de métodos de controle bioldgico, tais como dleos
essenciais e inoculos fangicos. Dentre os métodos de controle bioldgico, os fungos tém se
destacado nesse cenario, pois diversos fungos tais quais: Pochonia chlamydosporia,
Paecilomyces lilacinus, Duddingtonia flagrans e Monacrosporium thaumasium ja tiveram suas
atividades confirmadas sobre inimeros parasitas (FRASSY et al., 2010; BRAGA et al., 2011).

Estudos prévios ja demostraram o potencial do fungo do género Pleurotus em controle
biolégico de A. Caninum. LOPES et al. (2015) avaliaram a atividade predatéria do fungo
Pleurotus eryngii em larvas de A. caninum, e verificaram que o isolado fangico foi capaz de
interagir e predar as larvas durante o experimento reduzindo o namero médio de larvas L3 de
A. caninum em 47,56% em relacdo ao grupo controle. O uso de diferentes concentracGes de P.
ostreatus neste estudo demonstrou o grande potencial ovicida sobre A. Caninum.

No presente estudo observou-se que 0s ovos de A. caninum sofreram ac¢ao do isolado
fangico P. ostreatus, mesmo em baixas concentra¢@es, uma vez que foi possivel observar lesdes
na casca dos ovos e baixa eclosdo de larvas. Alguns estudos realizados ja demostraram a
atividade larvicida do P. ostreatus, porém pouco se conhece da acdo ovicida do mesmo.
THORN & BARRON (1984) demonstraram em seu estudo que alguns fungos pertencentes a
ordem Agaricales, incluindo P. ostreatus, possuem a habilidade de matar larvas de nematoides
vegetais em raizes de plantas. KWOK et al., (1992) mencionaram a existéncia de um grupo
especial de células responsaveis pela producdo de substancias ricas em toxinas (ostreatina e
pleurotolisina) , que em contato com nematoides séo capazes de causar a paralisia e a lise da
cuticula.

Neste trabalho, o extrato de P. ostreatus reduziu em 67,16% a ecloséo de larvas de
Ancylostoma spp. na maior concentracdo utilizada. Encontramos um aumento na atividade

ovicida do P. ostreatus quando comparado com os resultados obtidos por HOFSTATTER et al.
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(2017), onde se observou uma reducdo na eclosao das larvas de 63,32% com o isolado fungico
de Paecilomyces lilacinus, 56,35% com o isolado fungico de Trichoderma harzianum e 52,24%
com o isolado fungico de Trichoderma virens no formato de extrato bruto macerado. Dentre as
concentracgdes testadas neste estudo, a concentracdo de 50% demonstrou ser a mais eficiente na
reducdo da eclosdo de larvas, porém a concentracdo de 25% teve uma reducao semelhante de
58,68%.

Neste estudo tambem verificou-se que a presenca do fungo diminuiu a propor¢do média
de ovos larvados de Toxocara canis, pois até mesmo em baixas concentracdes, foi possivel
observar uma reducdo no desenvolvimento dos ovos. Observou-se também, que a partir do 14°
dia houve um retardo na evolucéo dos ovos. Isso demonstra a relevancia deste resultado, uma
vez gque 0s ovos de Toxocara canis se tornam infecciosos no periodo de 2 a 5 semanas
(ARAUJO, 1972). Embora no presente estudo ndo tenha ocorrido a identificacéo e purificacdo
das enzimas presentes no extrato do fungo, observou-se um efeito ovicida possivelmente
resultado da acdo enzimética de quitinases, proteases e glucanases do fungo sobre a casca do
ovo. Alem disso, com reducdo do desenvolvimento larval, sugere-se que o P. ostreatus seja
capaz de produzir substancias que afetam diretamente o desenvolvimento embrionario.

Resultados semelhantes foram encontrados por Filho et al. (2013), o qual foi avaliado a
atividade ovicida de fungos do género Acremonium, Aspergillus, Bipolaris, Fusarium,
Gliocladium, Mucor e Trichoderma sobre ovos de Toxocara canis. Os fungos do género
Trichoderma, Fusarium e Acremonium apresentaram efeito sobre a parede dos ovos, 0 genero
Trichoderma apresentou acdo sobre o desenvolvimento embrionario no 14° dia de avaliagéo.
Estes dados véo de encontro com os dados obtidos no presente trabalho, onde foram observados
atrasos no desenvolvimento a partir do 14° dia. Entretanto, em outro estudo, Carvalho et al.
(2010) analisou a atividade ovicida da Pochonia chlamydosporia e Paecilomyces lilacinus,
observou acao dos isolados ja no 7° dia de avaliacdo, porém houve um aumento crescente nas
leituras seguintes, demonstrando que quanto maior o tempo de contato do fungo com 0s ovos,
mais eficiente é a atividade ovicida do fungo (ARAUJO et al. 2008).

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou o potencial do cogumelo no uso como controle
bioldgico, uma vez que o fungo foi capaz de diminuir significantemente o namero de larvas de
Ancylostoma e também interferiu no desenvolvimento de ovos de Toxocara canis. Entretanto,

o0 desenvolvimento de novos estudos objetivando a identificacdo e caracterizagéo de enzimas e
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suas atividades em ovos de helmintos patdgenos de animais é essencial para a continuidade e

uso desses fungos no controle bioldgico de parasitas.
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Tabela 1- Numero médio de larvas e porcentagem de reducdo de eclosdo de larvas A. caninum

submetidos aos tratamentos com diferentes concentragdes de P. ostreatus var. florida.

Grupos* Média  Desvio-Padrdo Erro- 1C95% Reducéo

padrao Larval
(%)

C 50% 220,67 10,53 6,06 194,57 - 246,76 67,16

C 25% 27767 9,71 5,61 253,54 - 301,79 58,68

C12% 303,67 10,26 5,93 278,17 -329,16 54,81

C 6.25% 335,67 32,33 19,67 255,35 -415,98 50,05

C3.12% 402,67 5,96 3,28 388,54 -416,79 40,08

Controle 672,00 34,60 19,97 586 ,05 - 757,95

* Distribuicdo Normal, Teste Shapiro Wilk (p>0,05), estatistica descritiva e intervalo de

Confianga de 95% para a media.

Tabela 2 - Estatistica descritiva para a proporcao de ovos larvados de Toxocara canis aos 14
dias de experimento.

Grupos Média Mediana Desvio-padréo
G 3,12% 0,45 0,46 0,011

G 6,25% 0,44 0,44 0

G 12,5% 0,33 0,33 0,006

G 25% 0,23 0,23 0,020

G 50% 0,18 0,18 0,006
Controle 0,61 0,61 0,10

Tabela 3- Estatistica descritiva para a propor¢do de ovos larvados de Toxocara canis aos 21
dias de experimento.

Grupos Média Mediana Desvio-padréo
G 3,12% 0,46 0,46 0,006

G 6,25 % 0,44 0,44 0,006
G125% 0,33 0,33 0,010

G 25% 0,27 0,27 0

G 50% 0,23 0,23 0,010
Controle 0,82 0,82 0,015
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4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se a partir do primeiro estudo que o
cogumelo do género Pleurotus ostreatus var. florida foi capaz de diminuir a eclosdo de larvas
de Ancylostoma spp., mesmo sendo utilizado o cogumelo adulto. Além disso, no segundo
experimento, o fungo demonstrou possuir atividade sobre ovos de Toxocara canis, retardando
0 desenvolvimento larval.

Novos estudos devem ser conduzidos a fim de entender 0 mecanismo de predacao, pois
confirmada a acdo enzimatica, o cogumelo tera potencial inclusivo na medicina terapéutica,

quando alinhado a tecnologia de nanoencapsulamento.
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