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APRESENTACAO

As obras “Aspectos das Doencas Tropicais Il e 1lI” abordam uma série de livros
de publicacao da Atena Editora. Em seu volume Il e lll, apresentam em seus capitulos,
aspectos gerais e epidemioldgicos das doencgas tropicais analisados em algumas
regides brasileiras.

As doencas tropicais sdo assim designadas por se tratarem de um conjunto
de doencas infecciosas que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais. Em uma
acao que objetiva a avaliacédo dos indicadores globais e 0 combate e controle dessas
doencas, a Organizacdo Mundial da Saude langou uma classificacdo de “doencas
tropicais negligenciadas” para agrupar as doencas tropicais endémicas, causadas por
agentes infecciosos ou parasitas principalmente entre a populacdo mais carente e,
cuja prevencgao e controle sao dificultados pela escassez de investimentos.

Essas doencas afetam especialmente as populagbes pobres da Africa, Asia e
América Latina. Juntas, causando aproximadamente entre 500 mil a um milhdo de
Obitos anualmente, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude. Nos ultimos
anos ocorreu o ressurgimento da Dengue e a emergente ameaca da Chikungunya e
Zika, doencas transmitidas por mosquitos vetores, em diferentes paises da América.
InUmerosfatores estdo associados ao ressurgimento dessas doengas como crescimento
populacional urbano desordenado, mudancgas climaticas, aspectos socioecondémicos,
modificacdo dos ecossistemas pela agdo antropoldgica, entre outros.

Neste volume Il, dedicado as Doencas Tropicais, reunimos um compilado de
artigos com estudos dirigidos sobre Dengue, Chikungunya, Zica e Malaria em regides
brasileiras, com o intuito de ampliar o conhecimento dos dados epidemioldgicos,
contribuindo assim para a formulagdo de politicas publicas de apoio dirigidas as
diferentes caracteristicas regionais deste pais continental.

A obra é fruto do esforco e dedicagao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacdo de
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma
visdo geral e regional das doencgas tropicais e inspirar os leitores a contribuirem com
pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO: O Aedes aegypti é o principal vetor
da dengue, febre amarela, chikungunya e do
Zica virus. Os fungos do solo apresentam-se
como uma potencial alternativa para o controle
bioloégico do A. aegypti. O presente trabalho
verificou a eficiéncia de caldos metabdlicos
produzidos a partir de fungos isolados do solo
contra larvas de A. aegypti. As amostras de solo
foram coletadas no Bosque da Ciéncia/INPA, e
os fungos foram isolados utilizando como isca
a quitina de camarao. Os caldos metabdlicos
foram produzidos em meio liquido e testados
contra as larvas. Nos bioensaios realizados
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todas as 33 amostras testadas apresentaram
atividade no periodo de trés 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 soll
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.

11 INTRODUCAO

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

O mosquito Aedes aegypti € de origem africana, encontrado principalmente em
paises de clima tropical e subtropical, e atualmente apresenta-se como o principal
vetor da dengue, da febre amarela urbana, da chikungunya e do Zica virus (Evans et
al., 2018). O agente causador da dengue é um virus do género Flavivirus pertencente a
familia Flaviviridae, sendo conhecidos quatro sorotipos deste virus no Brasil, 0o DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Evans et al., 2018).

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

Os esforcos para o controle da dengue concentram-se majoritariamente em
diminuir o numero de insetos na area urbana (Silva et al.,, 2017). O controle fisico
visa eliminar os criadouros propicios a proliferacédo do A. aegypti (Martins, 2013); e 0
controle quimico utiliza inseticidas contra o mosquito, porém é de alto custo, além de
ser agressivo ao meio ambiente. Consequentemente o uso de inseticidas quimicos
vem diminuindo abrindo espaco para a utilizacdo do controle biolégico no combate ao
A. aegypti (Silva et al., 2017).

O controle biolégico € uma alternativa vantajosa em relagao ao controle quimico,
especialmente pelo menorimpacto ao meio ambiente e os baixos custos para a produgéo
(Santi, 2009). Alguns fungos do solo possuem o potencial de causar doengas em uma
grande variedade de insetos em diferentes fases do desenvolvimento (Oliveira, 2013).
Alguns dos principais fungos empregados em programas de controle bioldgico sédo oriundos
do solo como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (Santi, 2009).

A atividade larvicida de B. bassiana e M. anisopliae em mosquitos ja foi descrita
em condicbes de laboratorio. Durante o processo de parasitismo sdo produzidas
enzimas hidroliticas da familia das quitinases que degradam a cuticula do inseto
(Qliveira, 2011). As quitinases séo enzimas que degradam a quitina uma proteina que
€ um componente comum na parede celular de fungos e encontra-se presente também
no exoesqueleto de artropodes.

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

2| MATERIAL E METODOS

Para o isolamento de fungos do solo foram realizadas coletas de solo em seis
locais no Bosque da Ciéncia/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 espatula de madeira, os materiais utilizados na coleta foram previamente
esterilizados (Figura 1). Apds identificados o material coletado foi transportado para o
laboratério de Malaria 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 agua destilada. Apos 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 filamentosos dos solos coletados (B);
Caldos metabdlicos produzidos (C); Filtrados dos caldos produzidos.

Para a producdo dos caldos metabdlicos, as colbnias isoladas do solo foram
inoculadas em placas de petri contendo BDA. Ap6s o crescimento % da colbnia foi
inoculado em Erlenmeyer contendo 150 mL de meio liquido que teve como composi¢ao:
caldo nutrientes (13,0qg); fosfato de potassio monobasico (5,0g); antibiético (250mg);
frutose (15,0g) e quitina (1,5g) em 1L de agua destilada (Figura 1). Em seguida as
amostras foram inseridas na incubadora com agitacao orbital a 120 rpm durante 20
dias para a producéo das enzimas degradadoras.

Apb6s o periodo de producdo dos caldos metabdlicos foi realizada a filtragem
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dos caldos produzidos com o filtro Millipore Milex GP Celulose com porosidade de
0,22 pym. Utilizando seringas estéreis 0 sobrenadante de cada amostra foi coletado
e filtrado individualmente (Blcker 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
metabdlico produzido. Para isso foram colocados 3 mL do filtrado em copo plastico
contendo 10 larvas de 2° e/ou 3° estadios mais o alimento, o grupo controle continha
10 larvas de 2° e/ou 3° estadios em 3 mL de &gua corrente e o alimento (Figura 2). As
leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas.

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

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

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Ao todo foi possivel isolar 60 colénias 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 2° e/ou 3° estadios de
Aedes aegypti.

As amostras (P1-03 B; P6-03A; P1-02A; P3-04 Ae 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 nao atingiram total eficiéncia ap6s 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 Ae P1-03
A), matando todas as larvas em 24 horas (Tabela 1).

Mortalidade de larvas
nos bioensaios

Linhagens 24 h 48 h 72h Vivos Emergiram
N° /(%) N° /(%) N° /(%) N° /(%) N° /(%)

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 1(28,3%)
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 eficiéncia na mortalidade de larva de A. aegypti, no uso de caldos

metabolicos de fungos filamentosos isolados do solo do Bosque da Ciéncia/INPA/Manaus-AM.

A acado de enzimas no entomoparasitismo por fungos néo esta completamente

elucidada, estudos mais recentes afirmam que as varias classes de hidrolases

secretadas durante a penetracdo da cuticula sdo fundamentais para a eficiéncia do

processo, ocorrendo um sinergismo entre as enzimas para a invasao do hospedeiro.
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No caso do Metarhizium anisopliae as proteases sao produzidas primeiro para a
degradacao da cuticula e em seguida as quitinases, essa acgao inicial das proteases
€ 0 que permite as quitinases penetrar na cuticula de determinados Artropodes,
comprovando que as duas enzimas agem em sinergismo para a degradacédo da
cuticula (Palma, 2006). Resultados observados em um estudo com fungos do género
Aspergillus, verificou a eficiéncia destes fungos contra larvas de A. aegypti causando
a morte das larvas em 24 horas (Moraes et al., 2001).

O género Trichoderma é um fungo natural do solo, muito utilizado no controle
biolégico 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 sao
responsaveis pela supressao de diversos patogenos, 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).

41 CONCLUSAO

Os testes demonstraram que é possivel a utilizacdo de substéncias bioativas
produzidas por fungos do solo amazénico para o controle biolégico do Aedes aegypti.
Quanto a composi¢ao do meio liquido ha a necessidade de esclarecer quais substancias
estao envolvidas no processo de morte das larvas.
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