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APRESENTAÇÃO

As obras “Aspectos das Doenças Tropicais II e III” abordam uma série de livros 
de publicação da Atena Editora. Em seu volume II e III, apresentam em seus capítulos, 
aspectos gerais e epidemiológicos das doenças tropicais analisados em algumas 
regiões brasileiras.

As doenças tropicais  são  assim designadas por se tratarem de um conjunto 
de doenças infecciosas que ocorrem nas  regiões tropicais  e  subtropicais. Em uma 
ação que objetiva a avaliação dos indicadores globais e o combate e controle dessas 
doenças, a Organização Mundial da Saúde lançou uma classificação de “doenças 
tropicais negligenciadas” para agrupar as doenças tropicais endêmicas, causadas por 
agentes infecciosos ou parasitas principalmente entre a população mais carente e, 
cuja prevenção e controle são dificultados pela escassez de investimentos. 

Essas doenças afetam especialmente as populações pobres da África, Ásia e 
América Latina. Juntas, causando aproximadamente entre 500 mil a um milhão de 
óbitos anualmente, segundo dados da Organização Mundial da Saúde. Nos últimos 
anos ocorreu o ressurgimento da Dengue e a emergente ameaça da Chikungunya e 
Zika, doenças transmitidas por mosquitos vetores, em diferentes países da América. 
Inúmeros fatores estão associados ao ressurgimento dessas doenças como crescimento 
populacional urbano desordenado, mudanças climáticas, aspectos socioeconômicos, 
modificação dos ecossistemas pela ação antropológica, entre outros.

Neste volume II, dedicado às Doenças Tropicais, reunimos um compilado de 
artigos com estudos dirigidos sobre Dengue, Chikungunya, Zica e Malária em regiões 
brasileiras, com o intuito de ampliar o conhecimento dos dados epidemiológicos, 
contribuindo assim para a formulação de políticas públicas de apoio dirigidas às 
diferentes características regionais deste país continental.

A obra é fruto do esforço e dedicação das pesquisas dos autores e colaboradores 
de cada capítulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminação de 
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma 
visão geral e regional das doenças tropicais e inspirar os leitores a contribuírem com 
pesquisas para a promoção de saúde e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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DO SOLO AMAZÔNICO CONTRA LARVAS DE AEDES AEGYPTI 
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Capítulo 6
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RESUMO: O Aedes aegypti é o principal vetor 
da dengue, febre amarela, chikungunya e do 
Zica vírus. Os fungos do solo apresentam-se 
como uma potencial alternativa para o controle 
biológico do A. aegypti. O presente trabalho 
verificou a eficiência de caldos metabólicos 
produzidos a partir de fungos isolados do solo 
contra larvas de A. aegypti. As amostras de solo 
foram coletadas no Bosque da Ciência/INPA, e 
os fungos foram isolados utilizando como isca 
a quitina de camarão. Os caldos metabólicos 
foram produzidos em meio líquido e testados 
contra as larvas. Nos bioensaios realizados 

todas as 33 amostras testadas apresentaram 
atividade no período de três dias, no entanto, 
19 amostras foram eficientes contra as larvas 
nas primeiras 24 horas. 
PALAVRAS-CHAVES: Dengue, fungo, controle.

ABSTRACT: Aedes aegypti is the main vector 
of dengue fever, yellow fever, chikungunya 
and Zica virus. Soil fungi present as a potential 
alternative for the biological control of A. aegypti. 
The present work verified the efficiency of 
metabolic broths produced from fungi isolated 
from the soil against A. aegypti larvae. The soil 
samples were collected in the Forest of Science 
/ INPA, and the fungi were isolated using 
shrimp chitin as bait. The metabolic broths were 
produced in liquid medium and tested against 
the larvae. In the bioassays performed all 33 
samples tested showed activity in the three 
day period, however, 19 samples were efficient 
against the larvae in the first 24 hours.
KEYWORDS: Dengue, fungi, control.

1 | 	INTRODUÇÃO

A dengue é uma patologia infecciosa que 
cresceu dramaticamente em todo o mundo nas 
últimas décadas (World Health Organization, 
2015). No Brasil, de acordo com dados do 
Ministério da Saúde (Ministério da Saúde, 



Patologia das Doenças 2 Capítulo 6 53

2015), ocorreram 591.080 casos de dengue no ano de 2014. No Amazonas foram 
confirmados 6.472 casos de dengue neste mesmo ano (Ministério da Saúde, 2015). 

O mosquito Aedes aegypti é de origem africana, encontrado principalmente em 
países de clima tropical e subtropical, e atualmente apresenta-se como o principal 
vetor da dengue, da febre amarela urbana, da chikungunya e do Zica vírus (Evans et 
al., 2018). O agente causador da dengue é um vírus do gênero Flavivírus pertencente à 
família Flaviviridae, sendo conhecidos quatro sorotipos deste vírus no Brasil, o DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Evans et al., 2018). 	

O ciclo de vida do A. aegypti é composto por quatro estágios: ovo, larva, pupa e 
adulto (Martins, 2013). As fases jovens (ovo, larva e pupa) se desenvolvem em meio 
aquático, enquanto os adultos são alados e colonizam o ambiente terrestre (Rocha, 
2014). 

Os esforços para o controle da dengue concentram-se majoritariamente em 
diminuir o número de insetos na área urbana (Silva et al., 2017). O controle físico 
visa eliminar os criadouros propícios à proliferação do A. aegypti (Martins, 2013); e o 
controle químico utiliza inseticidas contra o mosquito, porém é de alto custo, além de 
ser agressivo ao meio ambiente. Consequentemente o uso de inseticidas químicos 
vem diminuindo abrindo espaço para a utilização do controle biológico no combate ao 
A. aegypti (Silva et al., 2017). 

O controle biológico é uma alternativa vantajosa em relação ao controle químico, 
especialmente pelo menor impacto ao meio ambiente e os baixos custos para a produção 
(Santi, 2009). Alguns fungos do solo possuem o potencial de causar doenças em uma 
grande variedade de insetos em diferentes fases do desenvolvimento (Oliveira, 2013). 
Alguns dos principais fungos empregados em programas de controle biológico são oriundos 
do solo como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (Santi, 2009).

A atividade larvicida de B. bassiana e M. anisopliae em mosquitos já foi descrita 
em condições de laboratório. Durante o processo de parasitismo são produzidas 
enzimas hidrolíticas da família das quitinases que degradam a cutícula do inseto 
(Oliveira, 2011). As quitinases são enzimas que degradam a quitina uma proteína que 
é um componente comum na parede celular de fungos e encontra-se presente também 
no exoesqueleto de artrópodes. 

Visando desenvolver uma ferramenta eficaz para o controle biológico do A. 
aegypti o objetivo do trabalho foi verificar a eficiência de caldos metabólicos produzidos 
a partir de linhagens de fungos isolados do solo, em larvas de A. aegypti.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS 

Para o isolamento de fungos do solo foram realizadas coletas de solo em seis 
locais no Bosque da Ciência/INPA, localizado em Manaus, Amazonas. O solo foi 
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coletada a uma profundidade de 5 cm e armazenados em tubos Falcon de 50 mL com 
auxilio de uma espátula de madeira, os materiais utilizados na coleta foram previamente 
esterilizados (Figura 1). Após identifi cados o material coletado foi transportado para o 
laboratório de Malária e Dengue/INPA, onde foram realizados os experimentos. 

Para o isolamento dos fungos foi utilizada a Técnica de Vanbreuseghem (Lacaz 
et al., 2002). Aproximadamente 200g do solo coletado foi umedecido e colocado em 
placas de petri, e sobre o solo foram colocados como isca 20g de Quitina Himedia® 
autoclavado em água destilada. Após o crescimento das hifas o que ocorreu entorno 
de 30 a 37 dias, foi realizado o isolamento dos fungos em tubos de ensaio contendo 
BDA acrescido de Cloranfenicol 250g, para inibir o crescimento de bactérias (Figura 
1).

Figura 1. Coleta de solo (A); Isolamento de fungos fi lamentosos dos solos coletados (B); 
Caldos metabólicos produzidos (C); Filtrados dos caldos produzidos.

Para a produção dos caldos metabólicos, as colônias isoladas do solo foram 
inoculadas em placas de petri contendo BDA. Após o crescimento ¼ da colônia foi 
inoculado em Erlenmeyer contendo 150 mL de meio líquido que teve como composição: 
caldo nutrientes (13,0g); fosfato de potássio monobásico (5,0g); antibiótico (250mg); 
frutose (15,0g) e quitina (1,5g) em 1L de água destilada (Figura 1).  Em seguida as 
amostras foram inseridas na incubadora com agitação orbital à 120 rpm durante 20 
dias para a produção das enzimas degradadoras.

Após o período de produção dos caldos metabólicos foi realizada a fi ltragem 
BD
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dos caldos produzidos com o filtro Millipore Milex GP Celulose com porosidade de 
0,22 µm. Utilizando seringas estéreis o sobrenadante de cada amostra foi coletado 
e filtrado individualmente (Bücker et al., 2013). Os filtrados foram conservados em 
frascos de vidro estéreis (Figura 1).

A montagem dos bioensaios foi realizada de acordo com o método descrito por 
(Dulmage et al., 1990) considerando o grupo controle e o teste em triplicata por caldo 
metabólico produzido. Para isso foram colocados 3 mL do filtrado em copo plástico 
contendo 10 larvas de 2º e/ou 3º  estádios mais o alimento, o grupo controle continha 
10 larvas de 2º e/ou 3º  estádios em 3 mL de água corrente e o alimento (Figura 2). As 
leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas.

Figura 2. Bioensaios realizados com os caldos metabólicos produzidos a partir dos fungos 
isolados do solo do Bosque da Ciência, INPA, Manaus, AM.

As amostras fúngicas foram preservadas em água destilada pelo método de 
Castellani (Rodrigues et al., 1992).

3 | 	RESULTADO E DISCUSSÃO

Ao todo foi possível isolar 60 colônias puras de fungos filamentosos, deste total 
de isolados 33 foram selecionadas para os testes e 27 permaneceram em estoque 
para futuros experimentos. Das 33 linhagens que foram isoladas e testadas nos 
bioensaios, todas apresentaram resultado positivo em larva de 2º e/ou 3º estádios de 
Aedes aegypti.

As amostras (P1-03 B; P6-03 A; P1-02 A; P3-04 A e P2-03 A) causaram a morte total 
das larvas em 48 horas, e as amostras (P3-05; P5-01; P5-03; P6-08; P3-01 A e P6-01 
B) causaram a morte total das larvas em 72 horas (Tabela 1). As amostras P3-04 e P5-
05 não atingiram total eficiência após as 72 horas havendo larvas que permaneceram 
vivas e emergiram (Tabela 1). As amostras com os melhores percentuais foram (P3-
06;  P3-05 B; P5-01 B; P2-04 B; P2-05 B; P5-03 B; P6-01 A; P6-02 A; P1-01 A; P1-04 
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B; P1-04 A; P3-01 B; P4-01 B; P5-04 B; P2-06 B; P4-03 B; P3-04 B; P2-04 A e P1-03 
A), matando todas as larvas em 24 horas (Tabela 1).

    Mortalidade de larvas 
nos bioensaios      

Linhagens 24 h 48 h 72 h Vivos Emergiram
  Nº / (%) Nº / (%) Nº / (%) Nº / (%) Nº / (%)
P3-04 - 26  / (86,6%) - 1 / (3,3%) 3 / (9,9%)
P3-05 - - 30 / (100%) - -
P3-06 30 / (100%) - - - -
P3-10 - - 23 / (76,6%) - 7 / (23,3%)
P5-01 - - 30 / (100%) - -
P5-03 - - 30 / (100%) - -
P5-05 - - 25 / (83,3%) 1 / (3,3%) 4 / (13,3%)
P6-08 - - 30 / (100%) - -
P3-01 A - - 30 / (100%) - -
P3-05 B - 30 / (100%) - - -
P5-01 B 30 / (100%) - - - -
P6-01 B - - 30 / (100%) -
P6-03 A - 30 / (100%) - - -
P2-04 B 30 / (100%) - - - -
P2-05 B 30 / (100%) - - - -
P5-03 B 30 / (100%) - - - -
P6-01 A 30 / (100%) - - - -
P6-02 A 30 / (100%) - - - -
P1-01 A 30 / (100%) - - - -
P1-02 A - 30 / (100%) - - -
P1-03 B - 30 / (100%) - - -
P1-04 B 30 / (100%) - - - -
P3-01 B 30 / (100%) - - - -
P4-01 B 30 / (100%) - - - -
P5-04 B 30 / (100%) - - - -
P1-04 A 30 / (100%) - - - -
P2-06 B 30 / (100%) - - - -
P4-03 B 30 / (100%) - - - -
P3-04 A - 30 / (100%) - - -
P3-04 B 30 / (100%) - - - -
P2-04 A 30 / (100%) - - - -
P2-03 A - 30 / (100%) - - -
P1-03 A 30 / (100%) - - - -

Tabela 1. Percentual de eficiência na mortalidade de larva de A. aegypti , no uso de caldos 
metabólicos de fungos filamentosos isolados do solo do Bosque da Ciência/INPA/Manaus-AM.

A ação de enzimas no entomoparasitismo por fungos não está completamente 
elucidada, estudos mais recentes afirmam que as várias classes de hidrolases 
secretadas durante a penetração da cutícula são fundamentais para a eficiência do 
processo, ocorrendo um sinergismo entre as enzimas para a invasão do hospedeiro. 
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No caso do Metarhizium anisopliae as proteases são produzidas primeiro para a 
degradação da cutícula e em seguida as quitinases, essa ação inicial das proteases 
é o que permite as quitinases penetrar na cutícula de determinados Artrópodes, 
comprovando que as duas enzimas agem em sinergismo para a degradação da 
cutícula (Palma, 2006). Resultados observados em um estudo com fungos do gênero 
Aspergillus, verificou a eficiência destes fungos contra larvas de A. aegypti causando 
a morte das larvas em 24 horas (Moraes et al., 2001). 	

O gênero Trichoderma é um fungo natural do solo, muito utilizado no controle 
biológico de pragas por ser eficiente contra os insetos. De acordo com (Costa, 2014), 
o Trichoderma, produz enzimas do grupo das quitinases e/ou glucanases que são 
responsáveis pela supressão de diversos pátogenos, quebrando a parede celular e 
rompendo as células. Um estudo realizado por (Tanzini, 2002), o fungo Trichoderma 
causou uma mortalidade de 78% em ninfas de percevejo-de-renda (Leptopharsa 
heveae).

4 | 	CONCLUSÃO 

Os testes demonstraram que é possível a utilização de substâncias bioativas 
produzidas por fungos do solo amazônico para o controle biológico do Aedes aegypti. 
Quanto à composição do meio líquido há a necessidade de esclarecer quais substâncias 
estão envolvidas no processo de morte das larvas. 
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