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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: A malaria € um dos principais
problemas de saude publica causada por
parasitas do género Plasmodium. No Brasil,
0 mosquito Anopheles darlingi € o principal
vetor do plasmédio em humanos. Na busca
de alternativas o presente estudo objetivou
verificar a eficiéncia de caldos metabdlitos
produzidos a partir de linhagens de fungos
isolados do solo do Bosque da Ciéncia/
INPA contra larvas de Anopheles spp. Foram
coletadas amostras de solo do Bosque da
Ciéncia/INPA em seis pontos distintos. Os
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ANOPHELES SPP

fungos isolados do solo foram isolados e
selecionados para a producdo de caldos
metabdlicos. Vinte amostras foram testadas em
bioensaios seletivos. Os caldos metabdlicos
produzidos com as amostras fungicas isoladas
do solo foram eficientes, matando todas as
larvas L3 de Anopheles spp. em sua maioria em
24 horas. Os caldos metabdlicos apresentaram
potencial inseticida para o controle biolégico de
Anopheles spp. Dos fungos foram identificados
0s géneros Trichoderma, Fusarium, Penicillium,
Scopulariopsis e Gliocladium.

PALAVRAS-CHAVES: Malaria, fungo, controle.

ABSTRACT: Malaria is one of the major
public health problems caused by parasites
of the genus Plasmodium. In Brazil, the
Anopheles darlingi mosquito is the main vector
of plasmodium in humans. In the search for
alternatives the present study aimed to verify
the efficiency of broth metabolites produced
from strains of fungi isolated from the soil of
the Forest of Science / INPA against larvae of
Anopheles spp. Soil samples from the Bosque
da Ciéncia / INPA were collected at six different
points. Isolated soil fungi were isolated and
selected for the production of metabolic broths.
Twenty samples were tested in selective
bioassays. The metabolic broths produced with
the fungal samples isolated from the soil were
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efficient, killing all larvae L3 of Anopheles spp. mostly in 24 hours. The metabolic broth
presented an insecticidal potential for the biological control of Anopheles spp. Of the
fungi were identified the genera Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Scopulariopsis
and Gliocladium.

KEYWORDS: Malaria, fungi, control.

11 INTRODUCAO

Amaléaria € um dos principais problemas de saude publica que afeta principalmente
populacbes pobres em regides tropicais e subtropicais (Motoki, 2012), causada por
parasitos do género Plasmodium Marchiafava e Celli, 1885, por meio da picada da
fémea dos mosquitos do género Anopheles Meigen, 1818 infectados (Brasil, 2014). Os
P. falciparum e P. vivax sao os mais prevalentes no Brasil (Brasil, 2014).

O principal vetor da malaria no Brasil € o Anopheles darlingi, cujo comportamento
€ altamente antropofilo e endofagico. Entre as espécies brasileiras, o An. darlingi € a
mais frequente picando o homem no interior das residéncias e nas proximidades das
mesmas (Tadei et al., 1998; Tadei e Dutary, 2000; Brasil, 2014).

No controle do mosquito foi baseado em varias a¢des, como: 0 manejo ambiental,
promovendo mudangas no meio ambiente para a destruicao de criadouros potenciais do
vetor; melhorias em saneamento béasico e coleta de residuos sélidos; conscientizagao
comunitéria quanto a infestacéo domiciliar pelo mosquito e controle quimico das varias
formas do vetor (De Sousa, 2013).

O controle biolégico € uma alternativa vantajosa em relagéo ao controle quimico,
especialmente quanto as impacto do meio ambiente, custos e desenvolvimento de
resisténcia (Santi, 2009). O controle biol6gico nao € téxico para o0 meio ambiente,
além de ser natural e biodegradavel, pois é efetivo e seguro para 0 homem e animais
(De Sousa, 2013; Martins e Vieira, 2013).

Entre os microrganismos existem fungos filamentosos com potencial para
o controle biolégico de insetos. O fungo Metarhizium anisopliae € um dos fungos
entomopatogénicos mais utilizado no controle de pragas. O M. anisopliae é um fungo
filamentoso, apresenta caracteristicas importantes para selecdo de um agente para
controle biolégico como distribuicdo cosmopolita, encontrado comumente em solos,
em clima temperado e tropical (De Sousa, 2013).

O controle de mosquitos representa uma ferramenta eficaz para controle integrado
de vetores para reduzir a transmissdo da malaria usando metabolitos secundarios
extracelulares produzidos por fungos entomopatogénicos (Blcker et al., 2013). Desde
modo o objetivo do trabalho foi avaliara eficiéncia de caldos metabdlicos de fungos
isolados do solo do Bosque da Ciéncia/INPA contra larvas de Anopheles spp., e
verificar a eficiéncia da quitina de camarao na produg¢ao de substéncias inseticidas.
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2| MATERIAL E METODOS

As coletas de solo foram realizadas no Bosque da Ciéncia/INPA, localizado na
cidade de Manaus. Ao todo seis locais distintos foram selecionados e denominados de
P1 a P6 (Tabela 1).

Ponto de Coordenadas
coleta georeferencial

P1 S$3°05°52.11”/W59°59°07.40”
P2 S$3°05°53.907/W59°59°06.53”
P3 S$3°05’55.76”/W59°59°06.03”
P4 S$3°05’55.767/W59°59°07.48”
P5 S$3°05’56.8” /W59°59’10.50”
P6 S3°05’54.1” /W59°59°10.21”

Tabela 1. Locais de coleta dos solos no Bosque da Ciéncia/INPA e coordenadas geograficas.

No isolamento dos fungos foi utilizada a Técnica de Vanbreuseghem (Lacaz et al.,
2002), com algumas modifica¢cdes. Foram colocados 15 g do solo coletado em placas
de Petri esteréis e umidecido com agua destilada, sobre o solo foram colocados como
isca 20 g de Quitina Himedia® autoclavado em agua destilada. Ap6s o crescimento de
hifas entre 30 a 37 dias, sobre a quitina por¢des destas hifas foram isolados em tubos
de ensaio contendo meio de cultura agar batata dextose (BDA) acrescido de 250mg/L
de cloranfenicol, para inibir o crescimento de bactérias.

A identificacdo foi feita pelo Método de Riddell, que consisti em colocar um
pequeno bloco de meio de cultivo especifico (BDA) sobre a lamina contida em placa
de Petri e repicar a amostra a ser identificada no bloco de meio de cultura e cobrir
com uma laminula, sendo incubada a temperatura ambiente até que o crescimento
alcangou o tamanho suficiente entre 5 a 10 dias sobre a lamina e laminula, que foi
retirada da placa e corada com azul de lactofenol, para a observacédo em microscopio
Optico (Lacaz et al., 2002).

Para a producdo dos caldos metabdlitos, as colonias isoladas do solo foram
inoculadas em placas de petri contendo (BDA) e cloranfenicol. Apés o crescimento
de 5 a 10 dias, % da colbnia foi inoculado em Erlenmeyer contendo 150 mL de meio
liquido (Tabela 2).

Em seguida as amostras foram inseridas na incubadora com agitacéo orbital
com 27°C de temperatura, umidade relativa entre 80% e 90% a 120 rpm durante
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20 dias representada na figura 9 (Moraes et al., 2001). As amostras fungicas foram
preservadas em agua destilada pelo Método de Castellani (Figueiredo et al., 1989).

Ingrediente Quantidade
Caldo nutriente 13 g
Fosfato de potassio monobasico 59
Cloranfenicol 250 mg
Frutose 15¢
Quitina de camarao Himedia® 1,59
Agua destilada 1000 mL

Tabela 2. Composi¢éo do meio liquido utilizado para a producéo dos caldos metabdlicos.

Ap6s o periodo de producao de enzimas degradadoras das amostras em meio
liquido, foi realizada uma filtragem com o filtro Millipore Milex GP Celulose com
porosidade de 0,22 um (Bucker et al., 2013). Os caldos filtrados foram conservados
em frascos de vidro estéreis.

A montagem dos bioensaios foram feitas de acordo com os critérios de Dulmage
(1990). Foram utilizadas 20 caldos diferentes nos bioensaios seletivos. Foram
colocados 3 mL do filtrado em copo plastico contendo 10 larvas de 3° estadio mais o
alimento (rac&o de peixe macerada), cada bioensaio foi montado em triplicata e mais
um grupo controle contendo 10 larvas de 3° estadio, 3 mL de agua destilada e alimento
(Figura ). As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas.

Figura 1. Bioensaios seletivos realizados com os caldos metabdlitos produzidos a partir de
fungos isolados do Bosque da Ciéncia/INPA, Manaus, AM.

Para a analise de dados, foi calculado a taxa de mortalidade das larvas usando
a formula apresentada abaixo (Gomes e Ferreira, 2004).
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onde:

F, = Frequéncia de mortalidade.

P, =NUmero de larvas mortas no bioensaio.

P = Numero total de larvas usadas no bioensaio.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O nuamero total de fungos filamentosos isolados foi de 102 que compora o banco
de dados de fungos entomopatogénicos para vetores de doencas do Laboratério de
Malaria e Dengue/INPA, sendo que 39 nao foram testadas e estdo em estoque para
futuros experimentos, 43 foram descartadas por contaminag&o por outros fungos do
ambiente ndo sendo possivel purifica-las e 20 linhagens foram testadas (Tabela 3).

Ponto de Linhagens Atividade Linhagens
coleta isoladas inseticida Identificadas (Género)

P1-01 A + Trichoderma sp.*
P1-02 A + --

P1 P1-03 A + Gliocladium sp.
P1-04 A + Gliocladium sp.
P1-03 B + --
PI-04 B + --

P2 P2-03 A + --
P2-04 A + Trichoderma sp.
P2-04 B + --
P2-05 B + Trichoderma sp.
P2-06 B + Trichoderma sp.

PR3 P3-04 A + -
P3-01B + --
P3-04 B + --

P4 P4-01 B + --
P4-03 B + Trichoderma sp

B5 P5-03 B + -
P5-04 B + -

P6 P6-01 A + --
P6-02 A + Trichoderma sp.

Tabela 3. Linhagens isoladas e testadas nos bioensaios com atividade inseticida e géneros de
fungos identificados.

(+) Resultado positivo
(-) N&o identificado

(*) Género mais frequente
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No ponto P1 foram identificados dois géneros, Gliocladium sp e Trichoderma
sp, enquanto que nos demais pontos foram encontrados apenas fungos do género
Trichoderma sp.

A maioria dos fungos isolados da quitina cresceu no meio de cultura BDA em tubos
de ensaio a temperatura ambiente, no entanto, algumas linhagens n&o apresentaram
crescimento. No trabalho realizado por Naime (2009) foi feito teste de crescimento
dos fungos isolados em meio de cultura contendo quitina, observou que os fungos
desenvolveram melhor na estufa (25°C a 28°C) em 48h no meio de cultura contendo
2,5% de quitina.

Excelentes taxas de crescimentos em diferentes meios de culturas com quitina
foram obtidos por Silva e Motta et al., (2009), sendo que o meio contendo carapaca
de camaréo adicionada de sais apresentou maiores taxas de crescimento das colénias
analisadas, uma alternativa para a sele¢ao de fungos com atividade quitinolitica.

No solo do Bosque da Ciéncia foram identificados cinco géneros de fungos,
sendo eles Trichoderma, Fusarium, Penicillium, Scopulariopsis e Gliocladium, observa-
se que o fungo do género Trichoderma sp. foi 0 mais predominante em todos os pontos
de coleta (Tabela 3).

O género Trichoderma é um fungo natural de solo, muito utilizado no controle
biol6gico por apresentar diversos mecanismos de agéo contra patogenos. 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.

Dos 20 isolados testados nos bioensaios, 70% apresentaram mortalidade das
larvas de 3° estadio em até 24 horas e 30% até 48 horas do inicio dos experimentos,
conforme representado na Tabela 4. De todas as linhagens testadas, 14 (70%) foram
bastantes efetivas contra as larvas de terceiro estadio de Anopheles spp., provocando
a mortalidade de 100% em 24h (Tabela 4).

Mortalidade

Linhagens N° de larvas 24 h 48 h 72 h Controle
testadas N°/ (%) N°/ (%) N°/ (%) N°/ (%)

P1-01 A 30 29/(96,7) 1/(3,3) - 0/(0,0)
P1-02 A 30 27 /(90,0) 3/(10,0) - 0/(0,0)
P1-03 A 30 28/(93,4) 2/(6,6) - 0/(0,0)
P1-04 A 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P1-03 B 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
PI-04 B 30 29/(96,7) 1/(3,3) - 0/(0,0)
P2-03 A 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P2-04 A 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P2-04 B 30 30/(100,0) - - 0/(0,0)
P2-05B 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P2-06 B 30 30/(100,0) - - 0/(0,0)
P3-04 A 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
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P3-01 B 30 27 /(90,0) 3/(10,0) = 0/(0,0

)
P3-04 B 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P4-01 B 30 28/ (93,4) 2/(6,6) - 0/(0,0)
P4-03 B 30 30/ (100,0) - - 0/(0,0)
P5-03 B 30 30/(100,0) - . 0/(0,0)
P5-04 B 30 30/(100,0) - - 0/(0,0)
P6-01 A 30 30/(100,0) - - 0/(0,0)
P6-02 A 30 30/(100,0) - - 0/(0,0)

Tabela 4. Percentual de eficiéncia de caldos metabdlicos de fungos filamentosos isolados do
solo do Bosque da Ciéncia/INPA na mortalidade de larvas de terceiro estadio de Anopheles spp.

Resultados semelhantes foram observados por Silva et al., (2008), com
isolados de Metarhizium anisopliae que ocasionou a mortalidade de até 100% das
larvas de segundo estadio de A. aegypti. Testes realizados por Sundaravadivelan e
Padmanabhan (2014), com filtrados extracelulares de Trichoderma harzianum contra
A. aegypti apbs a exposicao durante 24h, demostraram a mortalidade entre 92 e 96%
para o primeiro e segundo estadios e 100% para terceiro, quarto estadios e também
para pupa, corroborando com os achados do presente estudo.

Trabalhos realizados em laboratério por Bukhari et al. (2010), com B. bassiana e
M anisopliae que séo fungos do solo demonstraram que ambas as espécies fungicas
apresentam potencial como agentes de controle das larvas, causando alta mortalidade
de larvas de Anopheles gambiae e Anopheles stephensi.

O controle de larvas usando metabdlitos secundarios extracelulares produzidos
por fungos entomopatogénicos representa uma ferramenta eficaz para controle
integrado de vetores, reduzindo a transmissao da malaria. Blcker et al., (2013),
também constatou a eficacia dos metabolitos extracelulares em fungos Pycnoporus
sanguineus e Pestalotiopsis virgulata, destacando o efeito larvicida dos extratos contra
as larvas de A. aegypti e Anopheles nuneztovari, sendo o Anopheles nuneztovari
mais suscetiveis a esses extratos.

O fungo M. anisopliae também contribui para a perda de apetite e reducéao da
alimentacao da larva, em consequéncia da producéo de toxinas e ruptura mecanica
dos tecidos pelo crescimento de micélio (De Sousa, 2013). A acdo de enzimas no
entomoparasitismo por fungos ndo esta amplamente elucidada, estudos 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 (Palma, 2006).

41 CONCLUSAO

O meio liquido testado com quitina de camarao, foi eficiente para a producéo
de enzimas degradadoras. Porém, novas andlises dos caldos devem ser realizadas
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para a compreensdo dos compostos produzidos e que estao envolvidos na morte das
larvas.

Novas investigacées devem ser realizadas com o objetivo de isolar metabdlitos
especificos que daréao origem a compostos que possuem propriedades larvicidas. Além
disso, devem ser testadas diferentes concentragdes destes compostos em bioensaio
de dose com parametros de Concentragéo Letal (CL,, e CL,).
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