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RESUMO

FERNANDES, Fernanda Mara, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, agosto de
2011. Avaliacdo da acdo do fungo predador de nematdide Duddingtonia
flagrans sobre larvas infectantes de Ancylostoma ceylanicum. Orientador:
Jackson Victor de Araujo. Co-orientador: Marcos Pessi Guimaraes.

Ancylostoma ceylanicum é um nematoide gastrointestinal de cées e gatos,
podendo parasitar o ser humano. Medidas alternativas que possam ser empregadas
no combate a disseminacdo ambiental destes parasitos e suas formas infectantes
sdo importantes, como o uso de antagonistas naturais de helmintos. O controle
biolégico com fungos nematéfagos tem sido sugerido como uma alternativa para a
reducdo desta e de outras infecgbes causadas por helmintos gastrintestinais. O
género Duddingtonia se destaca pelo controle de nematoides no ambiente.
Duddingtonia flagrans € considerada como a espécie mais promissora, devido a
abundancia de clamiddsporos, que sao estruturas de resisténcia. O presente estudo
avaliou um isolado do fungo D. flagrans (AC001) in vitro quanto a capacidade de
predar larvas infectantes Lz de A. ceylanicum, e sua eficacia na captura das larvas.
Em seguida, foi avaliada a capacidade de suportar a passagem pelo trato
gastrointestinal de hamsters, e habilidade de predar as larvas. Foi avaliada qual a
dose do micélio seria mais eficaz na recidiva da infeccdo. Foram utilizados 50
hamsters que receberam por via oral 100 L3 de A. ceylanicum e formados 5 grupos
com 10 animais cada um, que receberam micélio fungico por um periodo de 14 dias,
a cada dois dias, sendo 4 grupos tratados com o fungo D. flagrans em diferentes
concentracgdes: grupo 1 (0,049g); grupo 2 (0,08g); grupo 3 (0,169); grupo 4 (0,329g) e
0 grupo controle que néo recebeu esse tratamento. Os animais foram colocados em
gaiolas separadas e, ap0s o periodo de paténcia do A. ceylanicum (20 dias), a cada
dois dias, 2g de fezes de cada grupo foram coletados das camas dos hamsters para
posterior realizacdo da contagem de ovos por grama de fezes (OPG). Os resultados
demonstraram que houve diferenca (p<0,05) na reducdo do OPG dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle. Nao foi observada diferenca (p>0,05) na

reducdo do OPG nos grupos tratados nas diferentes concentracgdes. Os resultados
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do presente trabalho sugerem que o fungo D. flagrans poderia ser utilizado como

uma ferramenta no controle biologico de A. ceylanicum em condi¢des naturais.



ABSTRACT

FERNANDES, Fernanda Mara, M.Sc., Federal University of Vigosa, August, 2011.
Evaluation of the fungus nematode predator Duddingtonia flagrans on
infective larvae of Ancylostoma ceylanicum. Adviser: Jackson Victor de Aradijo.
Co-advisers: Marcos Pessi Guimaraes.

Ancylostoma ceylanicum is a gastrointestinal nematode of dogs and cats,
can parasitize humans. Is important to use alternative ways that can be used to
fighting the spread of these parasites and their environmental infective forms, such
as the use of natural antagonists of nematodes The biological control with
nematophagous fungi has been suggested as an alternative to reduce this and
other gastrointestinal infections caused by nematodes. The genus Duddingtonia
stands out by control of nematodes in the environment. Duddingtonia flagrans is
considered as the most promising species, due to the abundance of
chlamydospores, which are structures of resistance. This study evaluated a fungus
isolated from D. flagrans (AC001) in vitro for their ability to prey infective L3 larvae
of A. ceylanicum, and its effectiveness in capturing larvae. Then, evaluated the
ability to withstand the passage through the gastrointestinal tract of hamsters and
ability to prey on the larvae. Was assessed on the dose of the mycelium would be
more effective in relapse of the infection, were used 50 hamsters that received
orally 100 L3 of A. ceylanicum. After, were formed five groups of 10 animals each,
receiving fungal mycelia (25grams by weight) for a period of 14 days, every two
days, and four groups treated with the fungus D. flagrans in different
concentrations: group 1 (0.04 grams), group 2 (0.08 grams), group 3 (0.16 grams),
group 4 (0.32 grams) and a control group that don'’t received this treatment. The
animals were placed in separate cages and after the period of patency by A.
ceylanicum (20 days) every two days, 2 grams of faeces from each group were
collected from beds of hamsters for further proceed with the count of eggs per
gram of feces (OPG).The results showed that there was difference (p<0.05) in

reduction of the OPG of treated groups when compared to the control group.There



was no difference (p>0.05) in reducing the OPG in the treated groups at different
concentrations. The results of this study suggest that the fungus D. flagrans could
be used as a tool in biological control of A. ceylanicum in natural conditions.
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1. INTRODUCAO

O papel potencial dos animais de companhia como reservatérios de
zoonoses tem sido reconhecido como um problema mundial de saude publica
significativo. Ancylostoma ceylanicum € a Unica espécie de ancilostomideos
conhecida por infectar seres humanos. Isto tem sido demonstrado experimental e
naturalmente. A presenca de cées infectados em locais publicos contribui para a
contaminacdo ambiental por ovos de ancilostomideos, pois suas fezes podem ser
facilmente confundidas com o solo (Wijers e Smit, 1966).

Segundo Yoshida et al. (1968), a infeccdo em seres humanos por esse
nematoide tem sido relatada desde a década de 1960, com casos de parasitismo
em Varios paises tropicais e sub-tropicais. Atualmente, pesquisadores de todo o
mundo buscam medidas alternativas para o controle desta e de outras
endoparasitores de animais domeésticos, visando a diminuicdo do emprego de
quimioterapicos e, consequentemente, a reducdo dos niveis de poluentes no
ambiente e nos produtos de origem animal (Mota et al., 2003).

Além disso, a ineficiéncia de anti-helminticos tem levado a pesquisas
alternativas para o controle de helmintos gastrintestinais, onde o controle
biolégico, realizado com fungos nematéfagos, vem demonstrando ser uma medida
promissora (Araujo et al., 2007).

Os fungos nematdéfagos s&o organismos saprofitas mundialmente
estudados, com capacidade de predar nematoides produzindo armadilhas ao
longo de suas hifas (Mota et al., 2002). Esses fungos pertencem a um grupo
heterogéneo que utilizam nematoides como fontes principais ou adicionais de
nutrientes. S&o encontrados em todo o mundo em diferentes habitats, em
ambientes ricos em material organico (Larsen, 2000) com temperaturas que
podem variar de 20 a 30°C (Fernandez et al., 1999). No grupo dos fungos
predadores destaca-se o género Duddingtonia devido a eficacia no controle
biol6égico de nematdides (Dimander et al., 2003).

Para que um fungo seja considerado como um agente promissor no
controle biolégico é necesséario que ele tenha habilidade de passar pelo trato
gastrintestinal dos animais para que seja disseminado nas fezes, assim como o

fungo Duddingtonia flagrans (Grgnvold, et al., 2004; Larsen et al., 1994).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ancylostoma ceylanicum

A presenca de cédes infectados em locais publicos contribui para a
contaminagdo ambiental por ovos de ancilostomideos, pelo tato de suas fezes
poderem ser facilmente confundidas com o solo. A. ceylanicum é a Unica espécie
de Ancylostomatidae conhecida por infectar seres humanos (Wijers and Smit,
1966). Porém, o elenco de espécies e suas respectivas prevaléncias sdo afetados
por fatores climaticos, hébitos culturais, recursos diagnosticos e nivel de
notificagdo (McCarthy e Moore, 2000).

A espécie A. ceylanicum é conhecida por ser endémica em cées e gatos
em Portugal e Sudeste da Asia. Como todas as espécies de ancilostomideos de
cédes, sao potencialmente zoondticos e capazes de produzir certo grau de irritacao
na pele em seres humanos. O A. ceylanicum é a Unica espécie canina de
ancilostomideo conhecido por produzir infeccbes patentes nos seres humanos
(Traub et al., 2008).

Por causa de seu impacto sobre a saude global, ultimamente tem havido
um interesse renovado no desenvolvimento de medidas eficazes de controle para
ancilostomideos e outros nematéides (Fairfax et al., 2009).

Além disso, segundo Yoshida et al. (1968), infeccdes em seres humanos
por esse nematdide tem sido relatada desde a década de 1960, com casos de
parasitismo em paises sub-tropicais e tropicais.

2.2. Controle biolégico

O controle das helmintoses gastrintestinais dos animais domésticos é feito
principalmente pela utilizacdo de anti-helminticos que agirdo sobre as formas
parasitarias estabelecidas no hospedeiro. Além disso, a selecdo de um agente
que possa ser empregado comercialmente como controlador bioldégico de
parasitos gastrintestinais € uma proposta vidvel. Essa proposta se baseia na
capacidade de producdo 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
formulagcbes comerciais. Por outro lado deve-se atentar para o fato de que as
formulacbes possam oferecer seguranca para 0s produtores, consumidores,
animais tratados e ao meio ambiente (Waller, 2005).

O controle bioldgico realizado com fungos nematofagos € uma alternativa
promissora e viavel, atuando na contaminagcdo ambiental de parasitos em estagio
de vida livre, diminuindo assim a frequéncia de tratamentos quimicos podendo
reduzir desta forma, a dependéncia aos anti-helminticos (Vasconcellos et al.,
2004).

2.3. Fungos nematoéfagos

Mais de 150 espécies de fungos nematofagos ja foram catalogadas. Esses
fungos também sado conhecidos como destruidores de helmintos. Dessa forma
comportam-se como antagonistas naturais, capazes de promover a captura, a
morte ou a sua destruicdo (Mota et al, 2003). Quanto maior a mobilidade dos
nematoides maior o estimulo ao fungo para a producdo de armadilhas que
consequentemente provocam a destruicdo do parasita (Nansen et al., 1986,
1988).

Esses fungos sdo cosmopolitas, ocorrendo em solos naturais, e em todos
os tipos de matéria organica em decomposicao (Silva et al., 2010). No ambiente
esses fungos sao biologicamente importantes, desempenhando um papel na
reciclagem de carbono, nitrogénio e outros elementos que sao originados a partir
da degradacéo do nematdide (Graminha, 2004).

Esses fungos se comportam como antagonistas naturais, promovendo a
captura e a destruicdo do parasito, e de acordo com sua acgédo, sao classificados
em endoparasitas, predadores e oportunistas, sendo que 0s grupos dos
predadores e oportunistas tém sido estudados no controle biologico das
helmintoses com resultados promissores (Araudjo et al., 1998; Braga et al., 2007;
Araujo et al., 2009; Braga et al., 2009; Carvalho et al., 2009).

A maioria das espécies sdo classificadas como fungos predadores de
nematoides. Eles produzem estruturas em forma de anéis constritores e néo

constritores, hifas, botdes e redes tridimensionais adesivas ao longo do micélio.



Apés o aprisionamento ocorre a penetracdo de hifas na cuticula do nematéide,
onde ocorre o crescimento das hifas e digestdo dos conteldos internos (Larsen et
al., 1999; Araujo et al., 2004).

Sé&o conhecidos seis tipos de armadilhas: hifas adesivas ndo modificadas
ou nao diferenciadas; ramificacbes de hifas anastomosadas, formando redes
adesivas tridimensionais; ramificacbes adesivas que formam redes simples,
bidimensionais; nodulos adesivos; anéis constritores e anéis ndo constritores
(Gray, 1988).

Fungos predadores de nematoides séo, certamente, o grupo mais estudado
e que apresenta o maior potencial na destruicdo das formas infectantes de
nematoides parasitos gastrintestinais de animais e humanos (Braga, et al., 2010b).

Embora muitos fungos predadores de nematdides tenham sido isolados e
identificados durante o fim do século XIX muitas informacdes sobre as
caracteristicas ecologicas, nutricionais e fisioldgicas destes organismos so0
recentemente foram geradas. No solo, onde prevalecem condi¢bes nutricionais
estressantes para o desenvolvimento dos fungos, a habilidade em predar
nematoides propicia a estes tipos de microorganismos, vantagens adicionais de
sobrevivéncia. Algumas espécies desenvolvem estruturas de captura como
resultado de estimulos externos, enquanto outras desenvolvem-nas
espontaneamente, sendo as mais dependentes de nematdides como fonte de
nutrientes (Mota et al., 2003).

2.4. Duddingtonia flagrans

O género Duddingtonia é caracterizado por produzir diversos conidios na
extremidade dos conidioforos. A presenca do helminto induz a producdo de
armadilhas. Durante o processo de envelhecimento aumenta sua producao de
clamidésporos. Duddingtonia flagrans destaca-se por ser a espécie de fungo
considerada mais promissora no controle biolégico das helmintoses
gastrintestinais de animais domésticos. Apresentam conidios de dois tipos:
conidios com paredes delgadas em conidi6foros eretos em numero limitado ou

conidios de paredes grossas mais resistentes - clamidésporos (Mota et al., 2003).



A espécie de fungo nematdfago D. flagrans é identificada como sendo
predador e tém sido estudada como agente controlador biolégico de nematoides
potencialmente zoondticos (Braga et al., 2010b).

O fungo é utilizado com sucesso no controle biolégico das helmintoses
gastrintestinais de animais domésticos devido a grande producdo de
clamidosporos que sdo altamente resistentes a condi¢cdes adversas. Esses, sao
formados principalmente em condigBes de crescimento desfavoraveis, o que o
torna um potencial controlador biolégico (Sanyal et al., 2004; Terril et al., 2004).

Os clamidosporos formados pelo D. flagrans sédo capazes de germinar,
colonizar o bolo fecal e proporcionar a destruicdo das L3 infectantes que estéo
emergindo, com isso ocasionando uma interrup¢édo no ciclo de vida do parasito
(Faedo et al., 2002).
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4. OBJETIVOS

1. Avaliar a eficacia do fungo predador Duddingtonia flagrans no controle de

larvas de Ancylostoma ceylanicum;

2. Determinar se a espécie fungica sera capaz de sobreviver a passagem pelo
trato gastrointestinal de hamsters, desenvolver nas fezes e capturar larvas

infectantes de Ancylostoma ceylanicum;
3. Avaliar a acdo do fungo Duddingtonia flagrans sobre larvas infectantes de

Ancylostoma ceylanicum e determinar se o isolado fangico foi promissor na

recidiva da infeccdo por meio do exame parasitologico de fezes (OPG).
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CAPITULO 1

ACAO DO FUNGO Duddingtonia flagrans SOBRE Ancylostoma ceylanicum
EM FEZES DE HAMSTERS (Mesocricetus auratus)
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RESUMO

Introducdo: Ancylostoma ceylanicum é a Unica espécie conhecida de
ancilostomideos de cées capaz de produzir infeccbes patentes nos seres
humanos. Métodos: O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo in vitro do fungo
nematéfago Duddingtonia flagrans (isolado ACO001) no controle de larvas
infectantes (L3) de A. ceylanicum em fezes de hamsters. Resultados: O fungo D.
flagrans (isolado ACO001) apresentou efeito significativo (p< 0,01) na reducédo
68,93% do numero meédio de L3 de A. ceylanicum. Conclusdes: O isolado fungico
foi eficiente na reducéo de Lz de A. ceylanicum, podendo ser utilizado no controle

desse nematodide.

Palavras-chaves: Ancylostoma ceylanicum; Fungos nematofagos; Controle

biolégico.

Ancylostoma ceylanicum, assim como outros ancilostomideos de céaes
(Ancylostoma caninum e A. braziliensis), sdo geohelmintos e tem um ciclo de vida
direto ocorrendo no intestino delgado de caes, gatos e seres humanos. O
hospedeiro adquire a infeccdo por ingestdo oral ou através de migracdo
percutanea de larvas infectantes de terceiro estadio (Ls) presentes no ambiente®.
Ovos nao embrionados sdo eliminados nas fezes ap6s 14 dias,
independentemente da via de entrada, e levam de 2 a 8 dias (em Otimas
condigoes ambientais) para se tornarem Ls;. Em cées jovens, infecgdes macicas
resultam em diarréia, com grandes quantidades de sangue e muco nas fezes®.

A importancia do Ancylostoma ceylanicum ndo esta relacionada somente aos
danos a saude dos cdes, mas também ao potencial zoonético da espécie. Além
disso, é a Unica espécie conhecida de ancilostomideo de cdes capaz de produzir
infeccdes patentes nos seres humanos®.

O controle desse nematéide é feito pelo uso de anti-helmintico, no entanto,
este ndo tem sido totalmente eficaz. Por outro lado, o desenvolvimento de novos
métodos alternativos de controle de geohelmintos sdo importantes para a reducéo

da contaminac&o ambiental por formas infectantes (ovos e/ou larvas)®.
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Nesse contexto, a utilizagdo do controle biolégico tem sido promissora®. Dentre
0s potenciais controladores bioldgicos, a espécie Duddingtonia flagrans, € a mais
estudada e se destaca como agente de biocontrole. Varios trabalhos tém
demonstrado a utilizacdo de estruturas (clamidésporo, conidios e micélio) deste
fungo no combate as L; de nematbides em ensaios in vitro contendo meio de
cultura solido®. Este fato esta relacionado principalmente a sua alta capacidade de
producdo de clamidosporos, que sao altamente resistentes a condicfes adversas,
0 que o torna um potencial controlador biol6gico®. Além disso, apresenta conidios
de dois tipos: conidios com paredes delgadas em conidioforos eretos em numero
limitado ou conidios de paredes grossas’.

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo in vitro de conidios do fungo
nematofago D. flagrans no controle de A. ceylanicum em coproculturas.

Foi utilizado neste ensaio um isolado da espécie do fungo nematofago D.
flagrans (isolados AC001) proveniente de solo brasileiro, obtido com a técnica de
espalhamento descrita por Duddington®, modificada por Santos e cols®. Este
isolado foi mantido em tubos de ensaio contendo o meio corn-meal-agar 2% (CMA
2%) e armazenado ao abrigo de luz e em temperatura de 4°C.

Discos de cultura (4mm de diametro) do isolado fungico foram transferidos
de tubos de ensaio contendo CMA 2% para placas de Petri de 9cm contendo o
meio batata-dextrose-agar 2%. As placas foram mantidas em estufa BOD a 25°C,
no escuro, durante 10 dias. Apdés o crescimento micelial, novos discos de cultura
(4 mm de diametro) foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de diametro
contendo o0 meio &gar-dgua 2% durante 21 dias com o intuito de induzir a
formacao de conidios. ApOs este periodo, 5ml de agua destilada foi adicionada a
cada placa de Petri, e os fragmentos de micélio e conidios foram retirados,
conforme a técnica descrita por Aradjo e cols'®. Em seguida, duas aliquotas da
suspensao de conidios foram contadas em camara de Neubauer e a suspensao
foi ajustada para a concentracdo de 103 conidios.

Foram utilizadas fezes de hamsters (Mesocricetus auratus), machos e fémeas,
com idade entre 1 a 5 meses. Esses animais foram mantidos em gaiolas plasticas
forradas com maravalha. A limpeza dessas gaiolas foi realizada duas vezes por
semana, usando agua e detergente de hipoclorito de sédio a 12%. Os animais
receberam racdo granulada (Labina, a Cargill Nutricdo Animal, Brasil) e agua

potavel ad libitum. Os animais foram previamente submetidos ao tratamento oral
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com 4mg/kg! de ivermectina (Chemitec Agro, Brasil) durante 7 dias consecutivos™*
e aguardando-se o periodo de caréncia da droga (20 dias). A seguir, 0S animais
foram infectados com 100 L3 de Ancylostoma ceylanicum por seringa de gavagem
e por via oral. Vinte dias ap0s a infeccao foi realizada a contagem do numero de
ovos por grama de fezes (OPG) de acordo com Gordon e Whitlock*? para
confirmacéo da infeccéo.

O ensaio experimental foi constituido de coproculturas contendo o isolado
fungico (conidios) e coproculturas sem o fungo. No grupo tratado, cada
coprocultura foi constituida de 1000 conidios fungicos (AC001l) e
aproximadamente 1 grama de fezes de hamsters positivas para Ancylostoma
ceylanicum misturado em vermiculita autoclavada. No grupo controle as
coproculturas continham apenas as fezes positivas sem o conidio fungico. Foram
realizadas 10 repeticbes para os grupos tratados e controle. A seguir, as
coproculturas dos dois grupos foram incubadas durante 7 dias, no escuro, a 26°C.
Ao final desse intervalo, as larvas presentes em cada grupo estudado foram
recuperadas por meio de aparelho de Baermann e identificadas de acordo com o0s
critérios estabelecidos por Barcante e cols™.

Os dados obtidos do ensaio experimental foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e, posteriormente, ao teste de Tukey com 1% de
probabilidade. O calculo do percentual de reducdo da média de L3 nos

tratamentos foi feito pela seguinte equacao:

Reducgédo(%) = Média de L3 recuperadas do controle — Média L3 recuperadas do tratamento X 100
Média de L3 recuperadas do controle

O isolado do fungo predador de nematéides testado, D. flagrans (AC001),
apresentou efeito significativo (p< 0,01) na reducdo 68,93% do numero médio de
Ls; de A. ceylanicum (Figura 1).

Fungos predadores de nematoides certamente sdo 0 grupo mais estudado
e que apresenta o maior potencial na destruicdo das formas infectantes de
nematoides parasitos gastrintestinais de animais e humanos”.

D. flagrans tem sido relatada como a espécie mais promissora no controle
de nematdide de animais domésticos’. Recentemente, trabalhos tém demonstrado

a capacidade predatoria in vitro da espécie do fungo nematéfago em nematoides
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parasitas de cdes’®. Porém, ndo existem relatos na literatura sobre a acdo dos
conidios desse isolado em coproculturas sobre L3 de A. ceylanicum.

Braga e cols® observaram em estudo in vitro que este mesmo isolado foi
promissor na reducao (95,6%) de L3 de A. ceylanicum. Da mesma forma, Carvalho
e cols™ observaram que este isolado apresentou eficacia significativa na predacéo
de L3 de Ancylostoma sp. Porém, ambos os testes foram conduzidos em placas de
Petri contendo o fungo crescido em meio AA2%.

A disseminacdo de L3 de A. ceylanicum no meio ambiente € comum em
paises de clima tropical e subtropical devido as temperaturas que facilitam o
desenvolvimento de suas larvas e eclosdo dos ovos. Nesse contexto o A.
ceylanicum assim como outros Ancilostomideos sédo eliminados pelas fezes de
seus hospedeiros (caes e gatos) esse isolado fungico pode se tornar parte de um
programa alternativo complementar para o controle desse nematéide no ambiente,
e por conseguinte ajudar na reducdo da utilizacdo de agentes controladores
quimicos.

No presente trabalho, conidios do fungo D. flagrans demonstraram acao
nas fezes contaminadas por L3 de A. ceylanicum, causando sua destruicdo. Sendo
assim, este fungo poderia ser uma alternativa promissora a ser utilizada no

controle biolégico de A. ceylanicum.
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Figura 1. Namero médio de larvas infectantes de A. ceylanicum ndo predadas
recuperadas de coproculturas pelo método de Baermann apés 7 dias de interacéo

com o isolado fungico D. flagrans (AC001) e do controle sem fungo.
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CAPITULO 2

Controle bioldgico in vitro de larvas infectantes de Ancylostoma ceylanicum
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade predatéria do fungo Duddingtonia
flagrans (AC001) sobre larvas infectantes de Ancylostoma ceylanicum apés o
transito gastrintestinal em hamsters. Foram utilizados vinte animais que foram
divididos em dois grupos: um grupo tratado (10 animais) e um grupo controle (10
animais). No grupo tratado com o fungo, cada animal recebeu 5mg/25g de peso
vivo de micélio do isolado ACO001 por via oral. Os animais do grupo controle nao
receberam esse tratamento. Para avaliar a atividade predatoria do isolado AC001,
amostras fecais foram coletadas de ambos os grupos de animais nos horarios: 6,
8, 12, 24 e 36horas apods o tratamento. Apos a homogeneizacao dessas amostras,
cerca de 2g de fezes foram colocados em placas de Petri contendo o meio de
cultura agar-agua 2% (AA2%) e 1000 L3 de A. ceylanicum, sendo acondicionadas
em estufa a 25°C, no escuro, por 10 dias. Ao longo dos horérios estudados os
seguintes percentuais de reducédo foram observados: 43,2% (6 horas); 30,8% (8
horas); 25,8% (12 horas); 30% (24 horas) e 11% (36 horas). Observou-se em
cada horario estudado, diferenca (p<0,01) no numero de L3 recuperadas das
placas do grupo tratado em relacdo ao grupo controle. O fungo D. flagrans
(ACO001) apresentou atividade predatdria sobre as Lz de A. ceylanicum apdés o
transito pelo trato gastrintestinal de hamsters. Conclui-se, portanto, que o fungo D.

flagrans pode ser uma alternativa de controle biolégico das Lz de A. ceylanicum. .

Palavras-chaves: Fungos nematofagos; Ancylostoma ceylanicum; Duddingtonia

flagrans; Controle bioldgico.
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1- INTRODUCAO

O papel dos animais de companhia (caes e gatos) como reservatoérios de
nematoides potencialmente zoonéticos é reconhecidamente um problema mundial
de saude publica (Fairfax et al., 2009). Dentre esses nematoéides, destaca-se 0
género Ancylostoma, que inclui varias espécies (A. caninum, A. braziliense, A.
ceylanicum). Landmann e Prociv (2003) e Traub et al. (2004) mencionam que 0s
ancilostomatideos de cées e gatos sdo importantes do ponto de vista médico
veterinario e também pela sua perspectiva para a saude publica. Sendo assim,
alguns trabalhos tém visado o emprego do controle biolégico com fungos
nematofagos que possa ajudar na descontaminacdo ambiental das formas
infectantes (ovos e/ou larvas) de parasitos gastrintestinais (Braga et al., 2010a).

Em relacdo ao uso como alternativa de controle, os fungos predadores sao
estudados em condic¢des laboratoriais e naturais no combate a ovos e/ou larvas de
nematoides (Nordbring-Hertz et al., 2002; Araujo et al., 2010). Nesse contexto, a
espécie Duddingtonia flagrans, fungo do grupo predador, tem sido a mais
estudada e tem demonstrado sucesso na reducdo de larvas infectantes de
nematoides parasitos em ensaios sob condi¢cdes laboratorias e ambientais. Por
outro lado, trabalhos recentes tém demonstrado seu potencial para a utilizacado na
descontaminacdo ambiental por geohelmintos (Carvalho et al., 2009; Braga et al.,
2010b). Contudo, existe apenas um trabalho na literatura mencionando a acao de
D. flagrans sobre L3 de A. ceylanicum. No entanto, esse trabalho ndo objetivou e
tdo pouco demonstrou a viabilidade de D. flagrans ap0s a passagem pelo
aparelho gastrintestinal de animais de laboratdrio (hamsters) e sua atividade

predatéria sobre A. ceylanicum.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade predatéria do fungo
Duddingtonia flagrans (AC001) sobre larvas infectantes de Ancylostoma

ceylanicum apdés o transito gastrintestinal de hamsters.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fungo

Foi utilizado um isolado do fungo Duddingtonia flagrans (AC001) que tem
sido mantido em tubos de ensaio contendo corn meal agar 2% (CMA 2%), a 4°C,
no escuro. Este fungo foi crescido em meio de cultura liquido GPY (glicose,
peptona sodica e extrato de levedura), sob agitacdo de 120 rpm de acordo com a

metodologia descrita por Carvalho et al. (2009).

2.2. Larvas infectantes (L3) de Ancylostoma ceylanicum

L; de A. ceylanicum foram obtidas de coproculturas realizadas com fezes
de hamsters contaminadas, que foram previamente infectados com 100 larvas de
A. ceylanicum por animal. Ao final desse periodo, as L3 foram recuperadas por
meio da utilizacdo do aparelho de Baermann, de acordo com a metodologia
descrita por Araujo et al. (1993). A seguir, essas larvas foram identificadas de

acordo com os parametros estabelecidos por Bowman et al. (2006).

2.3. Ensaio experimental
Vinte hamsters (Mesocricetus auratus) com 90 a 110g de peso e idade de 6
a 8 semanas foram submetidos previamente ao tratamento oral com 4mg/Kg de

Ivermectina (Chemitec Agro, Brasil) por 7 dias consecutivos aguardando-se o
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periodo de caréncia da droga (20 dias). A seguir, esses animais foram separados
aleatoriamente em dois grupos, contendo 10 animais cada. Os grupos de animais
formados foram separados em gaiolas apropriadas e adequadas para abrigar esse
namero. Durante o experimento os animais receberam agua ad libitum e racéo
comercial para hamsters (Labina Cargill Nutricdo Animal, Brasil).

No ensaio in vivo cada animal do grupo tratado recebeu por via oral uma
dose de 5mg/25g peso vivo de micélio fresco do isolado fuangico D. flagrans
(ACO001). Esse procedimento foi realizado por meio da utilizacdo de uma agulha
de gavagem (agulha de aco inox BD-10). Os animais do grupo controle receberam
apenas agua de acordo com Braga et al. (2009a). A seguir, amostras fecais dos
animais dos grupos tratado e controle foram coletadas nos horarios de 6, 8, 12, 24
e 36 horas apds a administracdo dos tratamentos com o fungo (Carvalho et al.
(2009). As amostras coletadas foram homogeneizadas, sendo removidos 2g de
fezes que foram colocados em placas de Petri com 4,5cm de didmetro contendo
AA2%. Em cada placa de Petri dos grupos tratado e controle foram vertidas 1000
Lz de A. ceylanicum que foram acondicionadas em estufa a 25°C, no escuro, por
10 dias. De cada horario estabelecido foram realizadas seis repeticdes para cada
grupo de animais. Diariamente, as placas de Petri foram observadas para a
pesquisa de estruturas do fungo D. flagrans (AC001) como conidios, conidiéforos
e clamidosporos caracteristicos, segundo a chave de classificacdo de Van
Oorschot (1985). No décimo dia, foram recuperadas as Lz ndo predadas das
placas de Petri pelo método de Baermann. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). A seguir, as médias foram comparadas utilizando-

se o teste de Tukey a 1 % de probabilidade (Ayres et al., 2003).
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O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica e sobre a orienta¢éo de um

médico veterinario.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das L3 de A. ceylanicum recuperadas nos distintos horarios das
coletas das fezes (6, 8, 12, 24 e 36 horas) das placas de Petri estédo
representadas na Figura 1. Foi observado que a partir do quinto dia apos a
administracdo do fungo, conidios e clamidésporos de D. flagrans estavam
presentes nas placas de Petri dos animais do grupo tratado, comprovando a sua
passagem pelo aparelho gastrintestinal de hamsters. Além disso, este fato foi
observado apos o intervalo de coleta de 12 horas.

Em relacéo a atividade predatoria, o fungo D. flagrans (AC001) apresentou
capacidade de predar as L3 de A. ceylanicum comprovando sua viabilidade. Ao
longo dos horarios estudados o0s seguintes percentuais de reducdo foram
observados: 43,2% (6 horas); 30,8% (8 horas); 25,8% (12 horas); 30% (24 horas)
e 11% (36 horas). Observou-se em cada horario estudado diferenca (p<0,01) no
namero de L3 recuperadas das placas do grupo tratado em relacdo ao grupo
controle. Por outro lado, em relacdo ao percentual de reducéo das Lz, 0 resultado
demonstrado no presente trabalho foi significativo em todos os tempos (6 as 36hs)
(p<0,01) quando comparado ao grupo controle.

No presente trabalho, D. flagrans (AC001) germinou nas fezes apds a
passagem pelo aparelho gastrintestinal de hamsters. Por outro lado, observou-se
a producéo de clamidésporos em todas as placas de Petri dos animais do grupo
tratado com consequente reducdo no numero de L3 recuperadas. Estes resultados

estdo de acordo com as observacOes realizadas por Maciel et al. (2009) e
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Carvalho et al. (2009) que trabalharam com o fungo D. flagrans sobre Lz de
nematoides parasitos gastrintestinais de animais domésticos potencialmente
zoonoticos. Por outro lado, de acordo Braga et al. (2010a, b) a espécie D. flagrans
(AC001) tem sua capacidade predatoria ja bastante discutida e comprovada no
controle de L3z de geohelmintos. No entanto, a capacidade predatéria dessa
espécie nunca tinha sido testada apos o transito gastrintestinal de hamsters.

Em relacdo ao melhor local de atividade predatoéria de fungos nematéfagos,
Mota et al. (2003) mencionam que sao nas fezes frescas, uma vez que o0s
nematoides parasitos de animais e humanos tém que passar desde estadio de
ovo até os estadios larvais antes de migrar para a pastagem como larva
infectante. Dessa forma, alguns trabalhos utilizando o fungo D. flagrans (AC001)
tém sido realizados em condi¢des laboratoriais e naturais (Dias et al., 2007; Braga
et al. 2009a; Braga et al., 2010a).

Na literatura, menciona-se que a principal premissa para a utilizacdo de
fungos nematdfagos no controle biolégico deve obedecer a regra de passagem e
germinacao posterior nas fezes (Larsen 1999). Este fato esta de acordo com o0s
resultados apresentados no presente trabalho, comprovando mais uma vez que D.
flagrans possui uma ampla acéo e atividade predatéria. Por outro lado, a producao
de clamiddésporos também é um importante requisito para que um fungo seja
capaz de causar a reducdao efetiva de fases de vida livre dos nematoides parasitos
gastrintestinais em animais domeésticos (Campos et al., 2008). Este fato também
esta de acordo com o presente trabalho, uma vez foi registrada a presenca de
clamidésporos nas placas de Petri dos animais dos grupos tratados com D.
flagrans (AC001). Por outro lado, no presente trabalho, a presenca das L3 de A.

ceylanicum nas placas de Petri contendo AA2% foi essencial para a formacgao das
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armadilhas pelo isolado AC001. Essa informacéo estd de acordo com Scholler e
Rubner (1994), que relatam que os fungos nematéfagos ndo possuem exigéncia
nutricional, mas a presenca de nematdides nas condi¢Bes laboratoriais dos
ensaios confere uma maior producao de armadilhas.

Em relacdo ao fato da maior predacdo das larvas, isso esta relacionado
diretamente com o periodo de maior eliminacdo fungica por parte dos animais,
podendo ainda ser influenciada pelo tipo e quantidade de alimento fornecido
durante o experimento, bem como a dose de fungo testada (Araujo e Ribeiro
2003). No presente trabalho o maior percentual de reducédo foi observado no
horario de 6 horas (43,2%). Contudo, vale ressaltar que nao existe nenhum
trabalho na literatura que mencione o tempo de transito no aparelho gastrintestinal
de hamsters, sendo este o primeiro relato. Dessa forma, esse fato poderia ser util
para futuras comparacoes a respeito do tempo e qual as doses de fungos a serem
administrados a esses animais. O fungo D. flagrans (AC001) apresentou atividade
predatéria sobre as Lz de A. ceylanicum apos o transito pelo trato gastrintestinal de
hamsters, constituindo-se numa alternativa de controle bioldégico das Lz de A.

ceylanicum.
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Figura 1- Médias e desvios padrdo do numero de larvas infectantes (L3) de
Ancylostoma ceylanicum ndo predadas recuperadas das placas de Petri pelo
método de Baermann, em diferentes intervalos de exposicdo ao isolado fungico
Duddingtonia flagrans (AC001) e no grupo controle (sem fungos). Asterisco denota

diferenca (p<0,01). Teste de Tukey.
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CAPITULO 3

Acédo do fungo Duddingtonia flagrans em diferentes concentracdes apos a
passagem pelo aparelho gastrintestinal de hamsters (Mesocricetus auratus)

infectados com larvas infectantes de Ancylostoma ceylanicum
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a viabilidade do fungo Duddingtonia flagrans
(AC001) ap6s passagem pelo aparelho gastrintestinal de 50 hamsters
(Mesocricetus auratus) e sua capacidade predatoria sobre larvas infectantes de
Ancylostoma ceylanicum. Cada animal foi infectado com 100 L3 de A. ceylanicum.
Apo6s 20 dias de infeccdo os animais foram divididos em 5 grupos, sendo que 4
grupos receberam o tratamento com o fungo D. flagrans por um periodo de 14
dias, a cada dois dias, em diferentes concentra¢des: grupo 1 (0,049); grupo 2
(0,089); grupo 3 (0,169) e o grupo 4 (0,329) para cada 25g por peso vivo. Animais
do grupo controle ndo receberam tratamento com fungo. A cada dois dias, 2g de
fezes de cada grupo foram coletadas das gaiolas dos animais dos grupos tratados
e controle para posterior realizacdo da contagem de ovos por grama de fezes
(OPG). Os resultados do presente trabalho demonstraram que houve diferenca
(p<0,05) na reducdo do OPG dos animais dos grupos tratados em relacdo aos
animais do grupo controle. Contudo, ndo foi observada diferenca (p>0,05) na
reducdo do OPG entre os animais dos grupos tratados nas diferentes
concentracdes utilizadas. Os resultados do presente trabalho sugerem que o
fungo D. flagrans poderia ser utilizado como uma ferramenta no controle biolégico

de A. ceylanicum em condi¢des naturais.

Palavra-chave: Fungos nematéfagos, Duddingtonia flagrans, Ancylostoma

ceylanicum, Hamsters, Controle bioldgico.
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1. Introducéo

De acordo com Traub et al. (2008), o Ancylostoma ceylanicum é a Unica
espécie canina de ancilostomatideo conhecido por produzir infec¢des patentes em
seres humanos. Além disso, essa espécie é endémica em paises europeus e no
sudeste asiatico, sendo amplamente distribuida em roedores e animais de
companhia como cées e gatos (Carrol et al., 1986). Por outro lado, a infeccdo em
humanos por esse helminto tem sido relatada desde os anos de 1960 com casos
de parasitismo em varios paises de clima tropical e subtropical. Gennari et al.
(2002) chamam a atencéo para o fato da presenca de cées infectados em lugares
publicos que contribui para a contaminacdo ambiental com ovos de
ancilostomatideos presentes em suas fezes, uma vez que sao facilmente
misturadas no solo e permanecem no ambiente por muito tempo, aumentando
significativamente o risco de transmissao de geohelmintos e, em especial, de A.
ceylanicum. Nesse contexto, medidas alternativas de controle ambiental de ovos e
larvas de geohelmintos de ancilostomatideos sdo bem vindas (Araujo et al., 2004;
Carvalho et al., 2009).

O controle biolégico com fungos nematofagos tem sido sugerido como uma
alternativa viavel e promissora para a reducdo desta e de outras infeccdes
causadas por geohelmintos (Braga et al., 2008). Estes fungos séo divididos em
trés grupos: endoparasitos, predadores e oportunistas (Mota et al.,, 2003). No
grupo predador destaca-se a espécie D.flagrans, atil no controle de nematoéides
parasitos gastrintestinais de animais domésticos, em condi¢cdes laboratoriais e a
campo (Braga et al., 2009). Por outro lado, Dimander et al. (2003) mencionam
algumas razdes para o uso da espécie D. Flagrans, como grande producédo de

clamiddésporos, capacidade predatdria ja bastante evidenciada em condicdes
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naturais e viabilidade apds a passagem pelo aparelho gastrintestinal de animais
domésticos com atividade predatoéria sobre varios géneros de helmintos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a viabilidade do fungo Duddingtonia
flagrans (ACO001) apoOs passagem pelo aparelho gastrintestinal de hamsters
(Mesocricetus auratus) e sua capacidade predatoria sobre larvas infectantes de

Ancylostoma ceylanicum.

2. Material e Métodos
2.1. Fungo

O fungo Duddingtonia flagrans (AC001) foi mantido em tubos de ensaio a
4°C, corn meam meiol agar 2% (CMA 2%), no escuro durante 10 dias. Esse
isolado foi obtido de solo brasileiro e mantido no Laboratorio de Parasitologia da

Universidade Federal de Vigosa, Vicosa - Brasil.

2.1.2. Producao de micélio fangico

Apos o crescimento do fungo em CMA 2% discos de cultura de
aproximadamente 4 mm de diametro, em agar-agua 2% , foram transferidos para
frascos Erlenmeyers de 250ml, contendo 150ml de meio liquido GPY (glicose,
peptona sodica e extrato de levedura), sob agitacdo de 120 rpm, no escuro, em
temperatura de 26°C por 10 dias. Apds esse periodo, os micélios foram retirados,
filtrados e pesados em balanca analitica de acordo com a metodologia descrita

por Carvalho et al. (2009).
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2.2. Animais

Foram utilizados cinquenta hamsters (Mesocricetus auratus) com
aproximadamente 90 a 110g de peso e idade de 6 a 8 semanas. Todos 0s animais
foram previamente vermifugados com 4mg/Kg de Ivermectina (Chemitec Agro,

Brasil) por 7 dias consecutivos (Klement et al., 1996).

2.2.3 Obtencéao de larvas infectantes de A. ceylanicum

Larvas infectantes (L3) de A. ceylanicum foram obtidas de coproculturas
realizadas com fezes de hamsters previamente infectados. Ao final de 8 dias as L3
foram recuperadas por meio da utilizacdo do aparelho de Baermann de acordo
com a metodologia descrita por Araujo et al. (1993). A seguir, essas larvas foram
identificadas de acordo com o0s parametros estabelecidos por Urquhart et al.

(1998).

2.2.4. Infeccao experimental de hamsters (Mesocricetus auratus) com larvas
infectantes de Ancylostoma ceylanicum

Apo6s 15 dias de aplicacdo do anti-helmintico, os cinqiienta hamsters foram
infectados com aproximadamente 100 Lz de A. ceylanicum. A seguir, esperou-se 0

periodo de paténcia (20 dias) antes do inicio do ensaio experimental.

2.2.5. Ensaio experimental
Os animais foram separados aleatoriamente em 5 grupos, cada grupo
contendo 10 animais. Os grupos de animais foram separados em gaiolas que

foram limpas com solucdo de hipoclorito 4% e maravalha trocada a cada 3 dias.
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Durante o experimento os animais receberam &agua e racdo comercial para
hamster (Labina Cargill Nutricdo Animal, Brasil) ad libitum.

O micélio foi processado em liquidificador industrial por 8 segundos em
agua destilada e administrado aos hamsters por meio de agulha de gavagem. No
grupo controle, os animais receberam apenas agua. Os animais do grupo 1
receberam 0,049 ; grupo 2 receberam 0,08g; grupo 3 receberam 0,169g e o grupo 4
receberam 0,32g de micélio fresco do isolado fungico D. flagrans (AC001) a cada
259 de peso vivo, por um periodo de 14 dias de acordo com Braga et al (2010b).
A cada dois dias, durante um periodo de 14 dias, amostras de 2g de fezes de
cada grupo foram coletadas das gaiolas dos hamsters e feita a contagem dos

ovos por gramas de fezes (OPG).

2.2.6. Analise estatistica
Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia. As médias
foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey em nivel de 1 e 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi observada diferenca (p<0,05) na redugéo do OPG
dos animais dos grupos tratados com as diferentes concentracbes de micélio
fungico (0,04; 0,08; 0,16 e 0,32g) em relacdo aos do grupo controle (Fig.1).
Contudo, nédo foi observada diferenca (p>0,05) na reducdo do OPG entre os
animais dos grupos tratados nas diferentes concentracfes, apenas de larvas um

decréscimo de OPG a medida que a concentragdo do miceélio fungico aumentava .
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Fungos nematéfagos possuem capacidade predatéria sobre Lz de
nematoides parasitos gastrintestinais de animais domésticos potencialmente
zoonoticos, com destaque para o género Duddingtonia (Maciel et al., 2009;
Carvalho et al. 2009). Esse género é reconhecido apenas como predador, e tem
na espécie D. flagrans (AC001) sua capacidade predatodria ja bastante discutida e
comprovada no controle de L3 de geohelmintos (Braga et al., 2010a, b).

D. flagrans (AC001) tem sido utilizado em condicbes laboratoriais e
naturais. Varios trabalhos tém demonstrado sua atividade sobre L; de nematoides
de equinos, ruminantes, caes e seres humanos (Braga et al, 2009a; Dias et al.,
2007; Carvalho et al., 2009; Braga et al., 2010). Contudo, nenhum destes
trabalhos demonstrou sua atividade em hamsters e em diferentes concentracdes.
Por outro lado, em relacédo ao controle biologico de L; de A. ceylanicum, até o
presente momento a literatura so tem registro de apenas um trabalho realizado em
condicbes laboratoriais (Braga et al., 2010). Naquele trabalho, os autores
registraram que o isolado AC001 foi mais eficiente na predacéo e destruicéo de L3
de A. ceylanicum em relacdo aos demais fungos testados. Contudo, 0 presente
trabalho € o primeiro relato da viabilidade e acdo do fungo D. flagrans apds a
passagem pelo aparelho gastrintestinal de hamster sobre larvas de A. ceylanicum.

Trabalhos realizados com a administracao oral de fungos nematéfagos tem
sido realizados com sucesso. No entanto, a literatura ndo tem registros da
utilizacao de diferentes doses desses fungos em ensaios experimentais (Araujo et
al., 2010; Campos et al., 2008).

Em recente trabalho, Carvalho et al. (2010) observaram que a
administracdo de 0,59/10 kg de massa micelial contendo o fungo D. flagrans

(ACO001) foi eficiente na diminuicdo do OPG e na recuperacao de larvas de A.
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caninum nos animais tratados em relacdo aos do grupo controle. Esses resultados
estdo de acordo com o presente trabalho, uma vez que ACO001 foi eficiente na
diminuicdo do OPG dos animais dos grupos tratados em relacdo aos do grupo
controle. Contudo, ainda em relacdo ao trabalho de Carvalho et al. (2010) nao foi
estabelecido nenhum ensaio experimental com diferentes concentracdes de
micélio fungico. Por outro lado, no trabalho de Braga et al. (2009), os autores
administraram massa micelial contendo o isolado AC001 duas vezes por semana,
na dose de 1g/10kg. Naquele trabalho foi observado que houve diferenca no OPG
dos animais dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Todavia, 0s
autores do presente trabalho chamam a atencédo para o estudo de dosificacao
deste e de outros isolados de fungos nematéfagos, com a finalidade de se ajustar
uma dose correta de administracao.

Mendoza-De-Gives et al. (1999) menciona que a composicao da cuticula
dos nematdides pode ser um fator determinante na habilidade do fungo em predar
0s nematdides e que variacOes antigénicas podem estar presentes em diferentes
espécies de nematodides ou diferentes isolados de mesma espécie dos fungos, o
que poderia resultar em variacdes na atividade predatodria do fungo. Dessa forma,
existe a necessidade de mais estudos sobre a relacdo fungo e nematodide, bem
como na dosificacdo a ser empregada. Por outro lado, Rocha et al. (2007)
trabalhando com D. flagrans, ndo registraram diferencas (p>0,05) nas contagens
de ovos por grama de fezes nos animais do grupo tratado em relacdo aos do
grupo controle. Naquele trabalho, os autores mencionaram que possiveis falhas

na dosificacdo do fungo para os animais podem ter contribuido para este fato.
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Os autores do presente trabalho chamam a atencdo para novos estudos
que tenham a finalidade de conhecer a melhor dose de material fungico a ser
empregada no controle biolégico de nematdides parasitas gastrintestinais.

Dessa forma, pode-se concluir que existe a necessidade de novos estudos
que tenham a finalidade de conhecer a melhor dose de material fungico a ser
empregada no controle biolégico de nematdides parasitas gastrintestinais. Os
resultados do presente trabalho sugerem que o fungo D. flagrans poderia ser
utiizado como uma ferramenta no controle biolégico de A. ceylanicum em

condicfes naturais.
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Figura 1 - Valores médios da contagem de ovos por gramas de fezes nas
diferentes concentragbes de micélio fungico administrados aos animais do grupo
tratado com o fungo nematdfago Duddingtonia flagrans (AC001l) e no grupo
controle sem fungo.
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CONCLUSOES GERAIS

1 - Conidios do fungo Duddingtonia flagrans (AC001) demonstraram acdo nas
fezes contaminadas por L3 de Ancylostoma ceylanicum, causando destruicao,

demonstrando sua eficacia no controle das larvas;

2 - O fungo D. flagrans (AC001) passou pelo trato gastrointestinal de hamsters,
uma vez que estruturas reprodutivas do mesmo foram encontradas nas fezes dos

animais 5 dias apos a administracdo do micélio fungico;

3 — O isolado foi promissor na recidiva da infec¢cdo, uma vez que houve diferenca

(p<0,05) na reducdo do OPG dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle; e

4- A maior diferenca foi para a dose 0,032g de micélio flngico (0,032g), sugerindo

que esta é a melhor dose a ser empregada para futuros trabalhos.
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