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FRASES

“Aquele que ndo ama n&o conhece a Deus, porque Deus € caridade”
1 Jodo, 4:8

“Nao é facil, mas também nédo é tao dificil”

Alsidio Biicker

“Muitos sao os desafios e as virtudes aquele que trilha o caminho do Amor”

Augusto Biicker

“A verdade sempre esta muito mais préxima das esséncias”

Nelson Falcao Rodrigues

“Mas o que é bom se termina — Cumpriu-se o velho ditado”

Jayme Caetano Braun

“Saudade é dor que nao doéi,
Doce ventura cruel,
E talho que fecha em falso,
E veneno e sabe a mel...”
Camoes (Amor € fogo que arde sem se ver)
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RESUMO

Extratos de cinco géneros de fungos endofiticos e uma espécie de fungo
basidiomiceto foram utilizados para avaliar a atividade larvicida contra larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti e Anopheles nuneztovari O material biol6gico,
pertencente ao género Pycnoporus foi coletado na Reserva Adolpho Ducke do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA , situada na periferia de
Manaus — AM. As demais espécies de fungos endofiticos foram obtidas em
colaboracdo com o Laboratério de Produtos Bioativos de Origem Microbiana, da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM. Os fungos endofiticos séao
provenientes de plantas na Fazenda da Agronomia — UFAM, BR Manaus — Rio
Branco. Foram utilizados os extratos do micélio e do meio metabdlico dos fungos
endofiticos, dos géneros: Pestalotiopsis, Penicillium, Trichoderma, Xylaria € um
desconhecido (FED-15).

Os testes bioldgicos tiveram inicio com os bioensaios seletivos, realizados
em larvas de 3° estddio de A. aegypti. Os extratos do fungo basidiomiceto
Pycnoporus sanguineus e do fungo endofitico Pestalotiopsis virgulata apresentaram
os melhores rendimentos larvicidas. Na segunda etapa foram realizados os
bioensaios de dose apenas com os fungos P. sanguineus e P. virgulata. Para a
obtencdo dos extratos brutos em escala preparativa os fungos foram cultivados em
meio de cultura liquido — MID, obtendo com isso, dois tipos de extratos: extrato
micelial aceto-etandlico e o extrato aceto-etanélico do meio metabdlico.

Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados mostraram
toxicidade contra larvas de A. aegypti para ClLsy < 500 pug/ml. E trés (03) dos sete
(07) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade contra larvas de A.
nuneztovari para ClLsg < 500 pg/ml. Estes resultados sugerem que em ambos o0s
extratos miceliais dos fungos P. sanguineus e P. virgulata testados, ha a presenca
de substancias bioativas capazes de causar mortalidade nas larvas dos mosquitos
dos géneros Aedes e Anopheles.

Xiv



1. INTRODUCAO

A malaria continua sendo um grande problema de saude publica em muitos
paises do mundo, e foi primeiramente citada na era pré-cristd por Hipocrates. E
uma doencga parasitaria causada por um protozoario do género Plasmodium e
transmitida ao homem por vetor especifico, uma fémea de mosquito do género
Anopheles, previamente infectada (Alves, 1998; Neves, 2002, Tadei et al., 1998).

Aproximadamente 40% da populagdo mundial vive em paises mais pobres e
apresentam maiores riscos de contato com a malaria. As estimativas de incidéncia
variam até 500 milhées de casos por ano. Os paises mais afetados sdo os
africanos, situados ao Sul do deserto do Saara. Por outro lado, outras regides
apresentam casos de malaria como os do Sudeste Asiatico e os da América Latina,
particularmente os situados na grande regido da Bacia Amazobnica brasileira, fato
pelo qual a maior extensao territorial da Floresta Amazénica pertencer ao Brasil
(OPAS, 2001; WHO, 2000; 2005).

A doenca representa um sério problema de saude publica, principalmente nos
paises subdesenvolvidos. Essa situacao interfere no crescimento de criangas, na
capacidade produtiva dos trabalhadores, gerando obstaculos ao desenvolvimento
sécio-economico desses paises (Rozendaal, 1997; Wang ombe & Mwabu, 1993).

Os vetores da maldria humana s&o insetos da ordem Diptera, da familia
Culicidae, do género Anopheles (Russel et al., 1946; Lane, 1953; Forattini, 1962;
Tadei, 1993). No Brasil, jA foram encontradas 14 espécies de anofelinos
naturalmente infectadas, porém somente algumas estdo relacionadas com a
transmissdo da doenga. Os mosquitos anofelinos tém como criadouros
preferenciais, colecobes de agua limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo,
situagdo muito frequente na Regido Amazénica (Deane, 1989; Oliveira-Ferreira et
al., 1990; Povoa et al., 2000; Tadei et al., 1993; 2004; 2005).

1.1 Situacao da Malaria no Brasil

Na regido amazdnica, concentram-se 99% dos casos de maléria registrados
no Brasil. Em 2007, foram registrados 540.047 casos de maléria, segundo os



registros do Sistema de Informacdo de Vigilancia Epidemiol6gica (SIVEP-Malaria)
e Sistema de Informagdes Hospitalares (SIH/DATASUS).

Embora muitos progressos tenham sido obtidos na luta contra a doenga nos
ultimos 60 anos, o numero de casos registrados anualmente ainda é muito elevado.
Desde o inicio da ultima década de 70, em decorréncia da ocupacao intensa e
desordenada da Amazdnia brasileira, a malaria vem se constituindo em um dos
principais problemas de saude da regido. Existem fatores favoraveis a transmissao
da doencga: temperatura, umidade, altitude e cobertura vegetal adequadas a
proliferacdo do mosquito vetor e condi¢ées habitacionais e de trabalho facilitadoras
do contacto deste vetor com os seres humanos (Deane, 1988; Tauil, 2005; Tadei et
al. 1998).

Por isso, o controle da maldria vem se tornando complexo em decorréncia de
multiplos fatores. A resisténcia dos parasitos aos anti-malaricos demanda a
utilizacdo de drogas alternativas tendo consequéncias econdémicas e de dificil
manuseio nas multiplas dosagens objetivando superar a resisténcia (Tadei et al.
2007).

O homem, como parte e modificador do meio ambiente, tem papel chave no
processo de manutencdo da malaria. Diferentes autores tém enfatizado que
alteracdes introduzidas no ecossistema, em regides endémicas da malaria, podem
modificar o grau de incidéncia da doenca, uma vez que alteram todo o sistema de
relacionamento entre os organismos e seu meio (Tadei, 1993; Tadei et al., 19983;
Tauil, 1992).

Os fendmenos relacionados aos processos de desenvolvimento da regido
Amazbnica, contribuiram para introduzir ou intensificar a malaria nesses locais. O
desmatamento de extensas areas para a realizacdo de empreendimentos (po6los de
colonizagao, rodovias, hidrelétricas, garimpos, bases militares, aldeias indigenas,
etc.) vem causando desequilibrio no complexo homem/vetor/parasito,
desencadeando novos focos da doencga (Tadei, 1993; Tadei et al., 1993; Barata,
1995). Agravando essa situacao, o fluxo migratério das populacées humanas na
regiao a procura de melhores condigdes de vida, provoca a formagao de faixas de
transmissdao em areas periféricas, causando grande impacto da doenca, pois as
populagdes migrantes apresentam frequentemente, maior susceptibilidade a



infeccao por Plasmodium, contribuindo para a expansao do reservatério do parasito
(PHA/WHO, 1991; Tadei, 1993; 2001).

1.2 Malaria no Estado do Amazonas

O Estado do Amazonas é o maior estado brasileiro em extenséao territorial,
apresentando 1.577.748 km? e a populacdo estimada em 2.840.889 habitantes.
Esta caracteristica torna-o operacionalmente em um dos mais dificeis Estados da
Federacdo de ser administrado e proporcionar um servico de saude de elevado
padrdo a populacdo. Além deste aspecto, a maioria das vias de transporte sao
fluviais, dificultando sobremaneira o pronto atendimento em surtos de endemias,
nas diferentes localidades, especialmente a malaria. Esta modalidade de transporte
fluvial € de deslocamento lento e extremamente fragil no periodo do pulso da
vazante, quando o nivel dos rios abaixa cerca de 10 a 15 metros, atingindo até 20
metros em alguns pontos. Nesta fase, 0 acesso a determinadas localidades toma-
se inviavel (Tadei et al., 1993, 1998).

O Estado do Amazonas tem mostrado aumentos significativos na incidéncia
da malaria no periodo 1995/2007. No cenario da Amazdnia Legal, o Estado
representava apenas 9% da malaria em 1995 (52.602 casos). Aumentos
sucessivos nos anos subseqlientes ocorreram e em 2007 atingiu a cifra de 33,4%
(180.290 casos). Este aumento foi mais expressivo em regides de intensa
movimentacdo da populacdo, assentamentos agricolas e expansao urbana como
nas regides do Rio Negro, Manaus, Rio Madeira e Médio Solimbes. Considerando o
periodo de 1992 a 1996, os dados revelam que a populacdo cresceu 10,4% € a
incidéncia da malaria aumentou em 132,2% (FUNASA- AM).

Neste cenario do aumento da incidéncia da malaria no Estado, destaca-se
como fator preponderante a maléria urbana, um evento muito freqliente nas ultimas
décadas, especialmente nos udltimos 10 anos. O intenso fluxo migratério das
populacdes do interior para as areas periféricas dos povoados e cidades contribuiu
sobremaneira para um impacto maior da infeccdo malarica. A urbanizagdo da
malaria se enquadra nessas condi¢des, uma vez que o processo envolve profundas

modificagbes ambientais nas periferias das cidades. No Estado do Amazonas, a



falta de incentivo fiscal as populacées do interior, € um fator decisivo para o
aumento da malaria urbana. (Tadei, 2001; Tadei et al., 1988; 2007).

A expansao de Manaus tem sido rapida, devido a migracées do interior da
Amazénia e de outros Estados. Esta populacdo migrante frequentemente invade
terrenos na periferia, ocupando espacos na interface mata virgem/cidade. As
moradias sao construidas de forma precaria e estas “invasdes” se tornam
permanentes, constituindo uma das bases do problema da urbanizacdo da maléria
em Manaus (Tadei, 1996; Tadei et al. 2007).

Nestas mesmas condi¢des, estd o Municipio de Coari, situado na regiao
fisiografica do médio Solimdes, as margens do Lago de Coari, na confluéncia do
Rio Solimbes. A area urbana da cidade de Coari apresenta malaria urbana e a
transmissdo € generalizada tanto na periferia da cidade como na zona rural. Nesta,
a prestagao de assisténcia tanto nas atividades preventivas quanto curativas, é
mais complexa devido ao intenso fluxo migratério interno que contribui para o
aumento do reservatoério do Plasmodium. Este fato contribui para a disseminacao
da doenca, dificultando o controle sobre o homem doente, que procura o
diagnoéstico e tratamento, tardiamente. Este comportamento favorece a conclusao
do ciclo assexuado do Plasmodium no homem infectado, fazendo com que o
portador torne-se fonte de novas infeccdes para os anofelinos (Tadei et al. 1993;
Tadei, 1996; Greenwood et al., 2008).

1.3 Espécies de Anopheles — incidéncia, distribuicao e aspectos ecolégicos

No Brasil, de acordo com a literatura atual, sdo registradas 57 espécies de
Anopheles, pertencendo a cinco subgéneros do género Anopheles, sdo eles:
Nyssorhyncus, Kerteszia, Stethomyia, Lphopodomyia e Anopheles. As espécies de
anofelinos reportadas como vetores de malaria no pais pertencem aos subgéneros
Nyssorhynchus e Kerteszia (Deane, 1986; Consoli & Lourengo de Oliveira, 1994;
Tadei & Duraty-Thatcher, 2000).

O conhecimento da incidéncia e distribuicdo das espécies de Anopheles em
regides naturais e em areas sob impacto ambiental € de fundamental importancia
no controle da malaria. Estudos realizados em diferentes regides da Amazénia

permitem verificar que a diversidade de espécies se modifica conforme o local



considerado. Anopheles darlingi, A. albitarsis, A. nuneztovari, A. oswaldoi e A.
triannulatus sao espécies de ampla distribuicdo na Amazoénia; e A. apicimacula, A.
squamifemur, A. rondoni, A. neivai e A. nimbus mostram distribuicdo mais restrita
(Tadei et al., 1993; 1998; 2007).

As diferentes regides da Amazdnia mostram ainda diferenciacdo quanto a
prevaléncia das espécies. Os estudos no Estado de Rondbnia revelaram uma
elevada incidéncia de A. darlingi, especialmente quando as coletas foram feitas
com iscas humanas no domicilio. H& localidades em que os registros mostraram
valores de até 95% de A. darlingi em coletas de alados nas residéncias. Estes
resultados contrastam com os obtidos na regido da Hidrelétrica de Balbina, em que
A. darlingi foi coletado apenas na BR-174 (Manaus/Boa Vista) contrastam também
com os obtidos na llha de Maraca, onde a espécie representou apenas 3% do total
de 3.564 exemplares capturados (Tadei et al., 1993; 1998).

Os estudos entomoldgicos possibilitam o conhecimento da diversidade e do
indice epidemioldgico das espécies, permitindo avaliar o nivel de vulnerabilidade de
uma determinada area, quantificando os fatores de risco (Tadei et al., 1998; Tosta,
2007)

Na Amazobnia, onde é transmitida quase a totalidade da malaria no pais
(99,7% em 1999 -FUNASA), a medida que os ambientes naturais vao sendo
destruidos, a maioria dos anofelinos diminui muito em freqiiéncia, com excec¢des de
A. darlingi, A. albitarsis, A. braziliensis e A. nuneztovari. Estas espécies podem
aumentar de frequéncia em ambientes especificos. A. darlingi no entanto, se
destaca pela intensidade que invade o domicilio para sugar sangue humano,
mostrando acentuada antropofilia e alta susceptibilidade a infeccdo pelos
plasmédios humanos (Lourenco de Oliveira, 1989; Tadei et al., 1998; Tosta, 2007).

O Anopheles darlingi, é apontado como principal vetor da malaria humana na
Amazébnia, apresentando acentuada antropofilia (Deane et al., 1988). De acordo
com Lourenco de Oliveira et al. (1987) e Tadei et al. (1998), os dados atuais obtidos
por técnicas com monoclonais, coincidem com os de Deane et al. (1988),
considerando as espécies de Anopheles e a transmissdo de malaria na regiao
amazoénica.

Anopheles nuneztovari Gabaldén (1940), é considerado o principal vetor da

malaria humana em éareas da Venezuela e Coldémbia (Gabaldén, 1981; Ferreira,



1964). Na Amazobnia brasileira, ndo existe correlaccao entre a presenca dessa
espécie e endemicidade da malaria (Deane, 1986). Porém, em estudos de infeccao
natural, utilizando monoclonais, essa espécie foi encontrada infectada pelo
protozoario Plasmodium (Lourencgo de Oliveira et al., 1987; Tadei et al., 1991, 1998;
Consoli & Oliveira, 1994;).

A malaria € a primeira endemia a surgir em areas de alteracdo. Este fato
decorre principalmente dos parametros: (1) de distribuicdo do(s) vetor(es) nas
areas alteradas e (2) da susceptibilidade das populacdes imigrantes. Estas ultimas
mostram este aspecto porque procedem de regides onde a malaria nunca ocorreu,
ou se existiu, foi erradicada (Tadei et al.,1986, 1998, 2007).

A importancia epidemiolégica de uma populagdo de anofelinos estd na
dependéncia de muitos fatores. Entre os mais importantes estdo: (1) numero total
de mosquitos; (2) grau de atividade; (3) intensidade de contato com o homem; (4)
proporcdo que sobrevive a uma idade de importancia epidemiologica; e (5)
susceptibilidade a infeccao pelo Plasmodium (Tadei, 1993; Tadei ef al.,1998).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar extratos a partir de um screening microbiano de fungos endofiticos
da regido Amazbdnica e da espécie da Classe Basidiomycetes (Fungi:
Basidiomycota) Pycnoporus sanguineus, avaliando a atividade larvicida para

contribuir na implementacao das acdes de controle de vetores.

2.2 Objetivos Especificos

o Testar a eficiéncia dos extratos fungicos contra larvas de terceiro estadio de
Aedes aegypti e Anopheles nuneztovari.

o Proceder o fracionamento quimico dos extratos promissores e realizar o

biomonitoramento utilizando larvas de Aedes aegypti.

«o Determinar a concentracdo letal mediana - CLsp, bem como a CLg, nos

intervalos de 48h e 72 horas de exposicao para a leitura da mortalidade.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A malaria tem se tornado um sério obstaculo ao desenvolvimento social e
econGmico, em muitas nacées em via de desenvolvimento, nas areas tropicais e
subtropicais devido as muitas vitimas que incapacita em todo mundo (Gallup &
Sachs, 1998). Os Programas de Controle Bioldégico de Vetores incentivam o
desenvolvimento de novos agentes potenciais e a capacitacdo de técnicos para
atuarem em programa nos diversos niveis (Central, Regional e Local) para os
ensaios de avaliacao dos produtos no laboratério e em campo.

No inicio do século XX o conhecimento sobre o ciclo de vida dos anofelinos e
suas relagbes com as &guas estagnadas estava bastante difundido, o que
contribuiu para o entendimento da importancia do combate as formas imaturas
(Costa, 2007).

O controle de insetos, sejam eles nocivos a agricultura ou vetores de doencgas,
é feito, hoje, na sua maioria, por produtos quimicos. O uso desses inseticidas vem
causando danos ao homem e ao meio ambiente, atingindo inimigos naturais,
contaminando alimento, solo, agua e favorecendo uma rapida selecao de insetos
resistentes (Arantes et al, 2002). A necessidade de reduzir o consumo de
agroquimicos tem aumentado o interesse por estratégias de controle biolégico de
pragas e de doengas de inumeras espécies cultivadas. Esse controle biolégico
pode ser feito alterando as condi¢gdes ambientais que possibilitam o aparecimento
de praga ou da doenca, ou utilizando microrganismos com propriedades
antagdnicas aos patdgenos (Azevedo et al., 2002).

Biodiversidade € uma medida da variagdo ou variabilidade existente entre as
espécies de seres vivos e dentro delas. O termo foi usado pela primeira vez em
1986, resultado da contragdo das palavras "diversidade biol6gica” ou "diversidade
bidtica", e mede, em principio, toda a variacao biolégica do planeta Terra (Azevedo
et al., 2002).

A biodiversidade da Amazbnia constitui uma fonte para elevar as condicoes
sécio-econdmicas da regidao e contribuir para melhoria da qualidade de vida das
populacdes. A principal contribuicdo deste projeto sera na prospeccao de produtos
da biodiversidade da Amazbnia, identificando-se fungos com potencial larvicida

para o controle de mosquitos que sao os principais responsaveis pela transmissao



de doencas nesta regido, especialmente a malaria, a febre amarela e as
arboviroses, onde esta inserido o virus da Dengue. Portanto, para se conseguir
uma maior eficAcia dos programas de controle de vetores, ha necessidade da
busca de medidas alternativas (Tadei & Thatcher, 2000; Tadei, 2001).

Ha muitos trabalhos com o controle bacteriano e, neste projeto, foi enfocada a
utilizacdo de extratos a partir de fungos da regido amazb6nica, com énfase ao
estudo de extratos obtidos a partir de espécies fungicas de basidiomicetos e fungos
endofiticos, como potenciais fontes de inseticidas naturais da regido amazénica.

Muitos fungos tém sido testados para a producao de substancias de interesse
industrial, especialmente em industrias de fermentagéo. Interesse existe também
em explorar novos aspectos biotecnolégicos como: biotecnologia ambiental;
tratamento de residuos liquidos e biorremediacdo de solos poluidos; mineralogia e
biohidrometalurgia; empregos em controle biolégico (Castro e Silva, 1996; Ferrara,
2006). Além de sua importancia natural, os fungos estao presentes em nossa vida
por ser um recurso de uso real e potencial como, por exemplo, nas industrias
alimenticia, farmacéutica (producdao de metabdlitos secundarios, antifungicos,
antibacterianos) e cosmética (Kies & Liu, 2000; Shon & Nam, 2001; Stamets, 2002;
Rosa et al., 2003). Por outro lado, estes mesmos organismos podem ser utilizados
na recuperacdo ambiental, em processos de biodegradacdo e biorremediacédo
(Hofrichter et al., 1999).

Outro aspecto importante da utilizacao desses bioenseticidas seria a descricao
da acao téxica em relacdo ao inseto alvo. Alguns trabalhos descrevem o
comportamento desses agentes microbianos em diferentes tipos de insetos (Smith
& Grula, 1983; Sosa-Gomes et al., 1994; Esposito & Azevedo, 2004; Ferrara, 2006;
Park et al., 2002; Tadei et al., 2006). Ronchi (1985) descreve 0 modo de acao da
bactéria Bacillus thuringiensis var israelensis contra lagartas Ascia monuste
monuste (Lepidopteras: Pieridae) tanto em aspectos histopatolégicos como em
sintomatolégicos.

Na descoberta continua de novas cepas fungicas potencialmente tdxicas
contra vetores de malaria na Amazlnia, neste projeto o desenvolvimento de
ensaios em laboratério com diferentes cepas fungicas extraindo extratos brutos, e
fazendo um screening de seus compostos com diferentes solventes, foi 0 objetivo

neste trabalho. O questionamento entéo a ser respondido, era se a acao téxica dos



extratos obtidos destas cepas fungicas apresentariam potencial biolarvicida, e com
isso, selecionar os melhores resultados da atividade larvicida e dar seqgiéncia ao
processo na busca do principio ativo.

Diante da necessidade de implementacdo de alternativas e/ou atividades
complementares aos métodos atualmente empregados no controle das formas
imaturas de vetores de doengas na Amazodnia, neste projeto foi dada énfase ao
estudo de extratos obtidos a partir de espécies fungicas da Classe Basidiomycetes
e de fungos endofiticos, como potenciais fontes de larvicidas naturais contra
espécies vetores da malaria de ocorréncia na regido Amazbnica, selecionando
aqueles extratos com alta toxicidade que poderiam ser utilizadas em formulacdes
de inseticidas bioldgicos.

3.1 Estratégias de Controle de vetores

A descoberta do inseticida DDT em 1943 revolucionou os métodos de controle
da maléaria. O programa de tentativa de erradicagcdo comegou em 1957 e s6 em
1961 houve ampliagdo do controle em todo o mundo. As tentativas de controle
foram diminuindo em 1967 quando se constataram alguns problemas técnicos
como a grande resisténcia dos insetos e a poluicdo ambiental e a nao
especificidade. A Organizagdao Mundial de Saude - OMS adotou novas estratégias,
propondo em 1980 o controle integrado da malaria que consistia no emprego de
todos os métodos disponiveis na luta contra endemias consideradas
particularidades de cada area (lvanissevich & Nussenzveig, 1991; Tadei et al.
2007).

Desde a segunda guerra mundial, os inseticidas quimicos tém sido
amplamente utilizados no controle de vetores de doencgas. Apds a descoberta do
DDT, os programas de controle se apoiaram amplamente na sua aplicacdo em
decorréncia da sua eficacia e pela disponibilidade em baixos custos (Nicolas,
1986). Outros inseticidas de contato foram introduzidos no mercado como os
organofosforados, carbamatos e os piretrdides. Devido ao uso indiscriminado
desses produtos, se instalou um processo seletivo que desencadeou a resisténcia

dos insetos alvo. Sao relatos que ja estao resistentes 51 espécies de anofelinos e
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42 de culicideos (WHO, 1970; 1980; 2008). Registros de danos ambientais foram
constatados em varias localidades da Africa e do Sudeste Asiatico (Nicolas, 1986;
Guerra et al., 2008). Considerando os vetores, a pressao seletiva dos inseticidas
esta levando cada vez mais a resisténcia das populacdes de mosquitos (Brown,
1986; Okoye et al., 2008).

Portanto, somente o controle dos mosquitos adultos ndo é suficiente para
diminuir a densidade do vetor. As formas imaturas desenvolvem-se em colecdes
hidricas, seus criadouros naturais, sob excelentes condi¢cbes. Neles ha abundancia
de matéria organica e condi¢des de temperatua, luminosidade e pH suficientes para
rapidamente se desenvolverem e atingirem a fase adulta (Tadei et al. 2007).

Em decorréncia dessa pressao de selecdo, ha necessidade de novos produtos
que levem a um minimo de impacto para o ambiente, servindo de estimulo a busca
por estratégias alternativas no controle de pragas (Van Rie et al.,1990).

Considerando as acdes mal sucedidas colocadas em funcdo da aplicacao de
inseticidas quimicos detectou-se a necessidade de novas estratégias servindo
como alternativa e/ou complemento para o controle de malaria nas areas
endémicas. O controle biol6gico consiste no uso de inimigos naturais tais como
peixes, virus, fungos e as bactérias entomopatogénicas (Rodrigues, 1996; Ghosh et
al., 2005; 2006; Ghosh & Dash, 2007).

O controle nas regides onde a presenca do parasita e o vetor sao frequentes é
realizado através de uma consistente estratégia de controle e intesificacdo e
manutencao do mesmo controle de vetores (FUNASA, 2003). Dentre as formas de

controle disponiveis considera-se o emprego de inseticida quimico e biolégico.

3.2 Controle quimico

Os organoclorados comecaram a ser utilizados apds a descoberta das
propriedades inseticidas do DDT em 1939, por Paul Miiller e colaboradores. O
programa de tentativa de erradicacdo comegou em 1957 e somente em 1961 houve
ampliacao do controle em todo o mundo (Cavalcante, 1993).

A utilizacado do DDT revolucionou os métodos de combate as pragas agricolas

e aos vetores de doencas. Em 1942, foi considerada como sendo “a era dos
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pesticidas organicos" passando a ser conhecida como “a era do DDT". As
tentativas de controle foram diminuindo em 1967 onde as maiores criticas atribuida
ao seu uso estavam relacionadas ao fato de deixarem residuos do produto ou de
seus metabdlitos no meio ambiente. Os varios efeitos adversos e ordem ecoldgicas
a grande resisténcia dos insetos e a nao especificidade fizeram dele um
instrumento de acdo ndo muito significativa a manutencdo do controle de pragas
agricolas e agentes vetores de doencgas (lvanissevich & Nussenzveig, 1991; Okoye
et al., 2008).

A Organizag¢ao Mundial de Saude - OMS adotou novas estratégias, propondo
em 1980 o controle integrado da malaria que consistia no emprego de todos os
métodos disponiveis na luta contra endemia consideradas particularidades de cada
area (Ivanissevich & Nussenzveig, 1991).

Costa (2007) fez uma revisdao bibliografica completa sobre as formas de
controle quimico de mosquitos vetores de malaria no Brasil, em duas formas de
vida do mosquito: adulto e larva; também o controle quimico com reguladores de

crescimento de insetos.

3.3 Controle biolégico

O controle bioldgico consiste na supressao de pragas e doencgas através de
agentes bioticos que lhes sao téxicos e/ou letais (Rodrigues, 1996; Alves, 1998). O
objetivo desse tipo de controle é a reducdo da populagdo de um organismo
hospedeiro, com o uso de inimigos naturais. Por outro lado, a abundancia destes
hospedeiros influencia a populacédo de inimigos naturais. Estas interagdes originam
um equilibrio dinamico, onde nenhuma das populacdées suprime outra causando
efeitos ecoldgicos indesejaveis (Fontes, 1992; Fowler & Di Romagnano, 1992).

O emprego de entomopatégenos, foi primeiramente proposto por Metsehnikoff
em 1879, no seu classico trabalho de controle de pragas, onde usou o fungo
Metarhizium anisopliae no controle de larvas do beseouro Anisopia austiaca (Alves,
1986).

No Brasil, o controle biolégico comegou a ser utilizado com o fungo

entomopatogénico Metarhizium anisopliae e com o Baculovirus, no controle das
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cigarrinhas da cana e das pastagens e no contrele da Anticarsia gematalis na soja,
respectivamente. Na cultura do cacau, o fungo Trichoderma tem sido utilizado com
sucesso em restos de ramos doentes para o controle do fungo Moniliophthora,
agente causal da vassoura-de-bruxa (Azevedo et al., 2002). A utilizacdo desse tipo
de controle apresenta inUmeras vantagens em relagdo aos inseticidas quimicos
convencionais, tais como:

a) a especificidade, apontada como vantajosa no caso do ataque direto ao inseto
alvo e por nao afetar parasitados e predadores dessas pragas como o fazem
os inseticidas quimicos, portanto ndo causando desequilibrio ecol6gico;

b) a multiplicacao e dispersao, a capacidade que os patdgenos tém de persistir
no ambiente por meio dos individuos da populagdo mesmo de uma geracao
para outra como focos secundarios, terciarios e etc., por meio dos ovos dos
insetos. Nesses efeitos secundarios, além da mortalidade direta, os patégenos
conseguem afetar as geracdes seguintes diminuindo a ovoposicdo e a
viabilidade dos ovos;

c) controle associado, pode ser empregado juntamente com inseticida seletivo
em subdosagens visando a acao e, portanto, em controle mais rapido e eficaz
da praga sem os inconvenientes das superdosagens dos inseticidas quimico;

d) nao sao tbxicos, ou seja, ndo poluem o meio ambiente, portanto ndo afetam os
animais e o proprio homem exceto para as populagdes alvos;

e) finalmente, o fato dos insetos ndo se tornarem resistentes aos patégenos por
serem esses inimigos naturais (Alves, 1986).

Os fungos foram os primeiros patdégenos de insetos a serem utilizados no
controle microbiano. A maioria dos géneros entomopatogénicos ja relatados ocorre
no Brasil, sendo que, desses, mais de 20 incidem sobre pragas de importancia
econOmica. A grande variabilidade genética desses entomopatdégenos pode ser
considerada uma das suas principais vantagens no controle microbiano de insetos.
Com técnicas apropriadas de bioensaios é possivel selecionar isolados de fungos
altamente virulentos, especificos ou ndao, com caracteristicas adequadas pra serem
utilizados como inseticidas microbianos (Alves, 1998).

Dentre as bactérias utilizadas no controle bioldégico destaca-se o género
Bacillus thuringiensis por produzir proteinas Cry, codificadas por um Unico gene,

que formam cristais protéicos com acdo inseticida manifestada apenas quando
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atingem o intestino médio da larva (Habib, 1989; Germani, 1993). Este controle das
formas imaturas de mosquitos vem sendo empregada pela toxicidade de cerca de
130 espécies de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera bem como
os vetores de doencas humana, como contra os géneros Aedes, Culex, Anopheles
(Lereclus et al., 1993; Blicker et al., 2007a). Nao ha evidéncia de danos ao homem
e ao meio ambiente produzidos por esse agente de controle nesses 60 anos de uso
(Arantes et al., 2002).

Mesmo fungos entomopatogénicos bastante conhecidos e ja largamente
empregados no controle biolégico de insetos-pragas da agricultura sdo encontrados
como enddfitos. Esse é o caso de Beauveria bassiana, encontrado como enddfito
no milho, protegendo o hospedeiro contra o ataque de insetos (Bing & Lewis, 1993).
Muitos outros casos sao relatados, como pode ser apreciado na revisao de Breen
(1994).

Em certas gramineas, a presenca de fungos endofiticos reduz o ataque de
insetos, como Spodoptera frugiperda e S. eridana (Breen, 1993). Nesse caso, é
interessante o fato de S. frugiperda discriminar plantas infectadas por fungos
endoéfitos do género Acremonium. Nao sendo atacadas por insetos, essas plantas
tornam-se mais vigorosas e, consequentemente, resistem mais ao ataque de
doencas e sdo selecionadas. Essa é uma maneira de selecdo de determinados
endofitos dentro de plantas (Clay et al., 1993). Também em algumas plantas de
clima temperado, como os olmeiros, coledpteros transmitem certas doencgas, como
a causada pelo fungo Ceratocystis ulmi. Na presenca do fungo endofitico
Phomopsis oblonga, as arvores sao menos afetadas pela doenca gracas a protecao
que o fungo endofitico proporciona, por diminuicdo do ataque dos insetos. Casos
especificos de protecdo direta contra doencas de plantas, proporcionados por
microrganismos endofiticos, serdo vistos no préximo seguinte.

O controle bioldgico se constitui em uma ferramenta fundamental nas agdes
de combate & malaria. No entanto, ndo é suficiente apenas introduzir as medidas
para o controle. As atividades devem ser implementadas dento de determinadas
normas, especificas para cada area da Amazobnia, estabelecidas a partir das
condigbes locais, conhecendo-se a dindmica de transmissdo (Tadei et al., 1998;
Tadei 2001; Tadei & Pinheiro, 2002).
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O uso de bioinseticidas bacterianos no controle de vetores da malaria na
Amazébnia é de grande relevancia, quando se considera a preservacao ambiental,
além da busca de métodos eficazes para atuagéo contra as formas imaturas. Como
microrganismo patégeno para insetos, as bactérias tém sido amplamente utilizadas,
em decorréncia de seu modo de acao e especificidade. Dentre as espécies do
género Bacillus, geralmente gram-positivos, aerébios ou anaerobios facultativos e
formadores de enddsporos (Melo, 1998), sdo entomopatdégenos mais efetivos as
estirpes de Bacillus sphaericus e de Bacillus thuringiensis (Tadei & Rodrigues,
2002).

3.4 Biodiversidade Microbiana

Biodiversidade é uma medida da variacdo ou variabilidade existente entre as
espécies de seres vivos e dentro delas. O termo foi usado pela primeira vez em
1986, resultado da contragdo das palavras "diversidade biol6gica” ou "diversidade
biética", e mede, em principio, toda a variacao biolégica do planeta Terra (Azevedo,
2001b).

Sabe-se atualmente que os microrganismos como bactérias e fungos, além de
responsaveis por importantes transformagées metabdlicas, pelo controle biolégico
de doencas e pragas, pela fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico, pela
degradacao de residuos vegetais e outros produtos, inclusive téxicos, sdo também
um manancial de farmacos, corantes, enzimas e acidos organicos, entre muitos
outros produtos Uteis e ainda inexplorados. Ou seja, além de exercerem um papel
na sobrevivéncia de outras espécies e na manutengao do equilibrio entre elas, sao
fonte de produtos que contribuem para o bem-estar da populacdo humana,
inclusive remediando o mal que a propria espécie humana produz no ambiente. Em
outras palavras, a importancia dos microrganismos para a ecologia e biotecnologia
€ inquestionavel (Straatsma et al., 2001; Azevedo, 2001b).

Como Olembo (1995) salienta muito bem, a relacdo entre biodiversidade e
biotecnologia é de dependéncia mutua. Biodiversidade é a base genética da qual a
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biotecnologia se vale para desenvolver processos e produtos de interesse

econdmico e/ou social.

3.4.1 Fungos da Classe Basidiomycetes

Os fungos sdo organismos de grande importancia, pois participam
praticamente de quase todas as transformacdes fisicas ou quimicas que acontecem
na natureza, seja no macro ou micro ambiente, estando, assim, intimamente
ligados a manutencao da vida na terra. Em ambientes tropicais chegam a compor
90% da biomassa viva no solo das florestas (Moore & Frazer, 2002; Mueller & Bills,
2004).

Os fungos sao organismos heterotroficos que, por muito tempo, foram
considerados plantas primitivas, sem clorofila. Porém, evidéncias moleculares
recentes demonstraram que os fungos sdo mais relacionados com os animais do
que com as plantas. Na verdade, eles tém forma de vida bastante distinta dos
outros seres vivos, o que os faz pertencer a um reino préprio, designado Reino
Fungi (Raven, 2001). Existem fungos que sao parasitas, obtendo alimento através
do ataque a outros seres vivos, como plantas, animais domésticos, insetos e
humanos (Quadros et al., 2005).

Os fungos constituem o grupo mais diverso de eucariontes em ambiente
terrestre depois dos insetos, devido a sua ampla distribuicdo e associacdo com
substratos inorganicos e orgéanicos (Gewin, 2002; Holf et al., 2004). A partir de
1990, a estimativa mais aceitavel, ndo somente por mic6logos, mas em quaisquer
trabalhos de biodiversidade global, € de 1 a 1,5 milhdo de espécies. Outras
estimativas variam de 1,5 a 13,5 milhdes, nas quais estao incluidas espécies nao
descritas que infectam insetos (Lodge et al., 1995; Lodge & Cantrell, 1995; Lodge,
2001).

Os Basidiomicetos constituem aproximadamente 25% das espécies descritas
do Reino Fungi. Sao caracterizados pela formagdao de esporos nos tipos
diferenciados de hifas (basidio) (Griffin, 1994; Carlile & Watkinson, 1997).
Atualmente, Basidiomycetes, sdo propostos como Classe, baseando-se essa

indicagdo na presenca ou auséncia de basidioma macroscopico, forma e ciclo de
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vida, incluindo especializacdo a hospedeiro (Willerding et al., 2005; Loguercio-Leite
et al., 2006).

A utilizacdo de fungos para o controle de insetos-pragas se fundamenta em
sua capacidade de infecta-los, causando doengca e morte num processo
dependente de fatores bi6ticos e abidticos (Onofre et al., 2002). As diferencas na
patogenicidade dos fungos sao indicativas de variagcbes genéticas ocorrendo
naturalmente, sendo a natureza e a extensdo dessas variagcdes desconhecidas.
Entretanto, a variacdo tem sido identificada em caracteres associados com a
patogenicidade, incluindo atividades enzimaticas (St. Leger et al., 1986; 1987), e
sistematica molecular em fungos (Valadares et al., 1998; Vilarinhos et al., 1992).
Esses estudos mostram que espécies de fungos, embora morfologicamente
similares, podem ser geneticamente distintas quanto a producdo de enzimas,
patogenicidade e outros fatores.

A maioria das espécies de basidiomicetos, conhecidas popularmente como
orelhas-de-pau e cogumelos, sdo capazes de degradar a madeira (lignina e/ou
celulose e hemicelulose). Todas essas espécies sdo denominadas lignoliticas ou
lignoceluloliticas (Newell et al., 1996; Anagnost, 1998). Os fungos lignoliticos estao
divididos em trés grupos, dois grupos principais compreendendo os causadores de
podriddo branca (white-rof) e os causadores de podriddo castanha (brown-rot)
(Ejechi et al., 1996; Nakasone, 1996; Worrall et al., 1997; Highley & Dashek, 1998).

Os fungos apresentam atividade degradativa de amplo espectro, podendo
secretar grande diversidade de enzimas extracelulares, o que os tornam capazes
de metabolizar moléculas recalcitrantes. Os basidiomicetos, fungos causadores da
podriddo branca da madeira, tém sido estudados como tipicamente ligninoliticos,
por terem a capacidade de degradar substancias complexas como a lignina, devido
a acao de suas enzimas extracelulares, produzidas durante o metabolismo
secundario, como consequéncia da limitacdo de nutrientes (Fratila-Apachitel et al.,
1999).

No grupo dos basidiomicetos lignoceluloliticos encontramos organismos que
atuam como importantes decompositores, sendo os principais responsaveis pela
reciclagem do carbono nos ecossistemas. Degradam os componentes da madeira,
celulose, hemicelulose e lignina a partir dos quais obtém energia para seu

crescimento e reproducado. Esses microrganismos sao os Unicos conhecidos com a
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capacidade de metabolizar completamente a molécula de lignina a gas carbbnico e
agua, sendo os maiores responsaveis pela degradacdo dos tecidos vegetais
(Rezende et al., 2001).

Os dados da literatura apontam que o fungo da espécie Pycnoporus
sanguineus, que serd um dos fungos utilizados nos bioensaios, apresentam um
grande potencial para producdo de enzimas, para utilizagdo nas industrias e
atividade antibacteriana (Castro e Silva, et al. 1993; Ferreira, 2005). O P.
sanguineus é da Classe Basidiomycete da familia Polyporaceae, com propriedades
detorioradoras de madeira e encontrados em florestas subtropicais e tropicais dos
hemisférios norte e sul (Nobles & Frew, 1962; Blicker et al., 2006ab).

Neste contexto citamos a andlise das atividades antibacterianas das
substancias produzidas por este fungo, na inibicdo de crescimento de varias
espécies de bactérias (Smania Jr., et al. 1995, 2003; Smania, et al., 1997), também
a utilizacdo comercial, pelo alto rendimento na producdo de lacases contitutivas,
pelo fungo Botryosphaeria sp. (Giese, et al. 2004) e o trabalho realizado por Rosa,
et al. (2003) pelo Screening de basidiomicetos no Brasil com atividade
antimicrobiana, teve como parte do programa desenvolver novos metabdlitos
bioativos a partir desta diversidade de basidiomicetos encontrados no Brasil.
Relataram um total de 103 isolados de basidiomicetos representando 84 espécies
coletados de diferentes localizacbes (Anke, 1989; Maziero et al., 1999; Suay et al.,
2000).

Varios diferentes tipos de organismos deterioram a madeira, mas 0 maior
dano resulta dos fungos. Podriddo € a forma mais séria de deterioracao
microbiolégica porque pode causar o colapso da estrutura muito rapidamente.
Estudos recentes tém avancado nosso conhecimento sobre como 0s componentes
sao degradados por microrganismos e suas enzimas, permitindo rapido avango na
biotecnologia. Dentre os organismos fungicos que degradam a madeira, aqueles
que causam a podriddao branca sdo os que apresentam um maior potencial de
aplicacao biotecnoldgica. A presenca de ligninase, Mn-peroxidase e glucosidase,
por exemplo, na cepa amazbnica de Pycnoporus sanguineus indica-o como
potencial para uso industrial, especialmente em tratamento de efluentes de
industria papeleira. Varios outros fungos deterioradores da madeira apresentam
potencial biotecnoloégico, como por exemplo, Antrodia, Tyromeces, para a
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bioremediacdo do solo, producdo de enzimas de interesse para a agricultura,
industria de alimentacgao, fabricacao de detergentes, fungicida e inseticida. (Castro
e Silva et al. 2002).

3.4.2 Fungos Endofiticos

Microrganismos endéfitos foram mencionados pela primeira vez no inicio do
século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro delineou uma possivel distingcao
entre eles e patdogenos de plantas. Definidos como assintoméaticos, nao produzindo,
portanto, efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, permaneceram
praticamente esquecidos até o final dos anos 70, quando, por uma série de
motivos, comecaram a chamar atencdo. Nessa época verificou-se que, longe de
serem meros habitantes do interior de vegetais, possuiam propriedades de
interesse, como por exemplo conferir protecdo contra insetos-pragas, outros
microrganismos patogénicos e inclusive contra herbivoros. Atualmente, sabe-se
que endofitos podem produzir toxinas, antibiéticos e outros farmacos, fatores de
crescimento e muitos produtos de potencial interesse biotecnologico, além de
exercerem outras funcées de importancia para a sobrevivéncia do hospedeiro
(Azevedo, 2001a; Ferrara, 2006).

Provavelmente todas as plantas possuem microrganismos endofiticos. Uma
mesma planta pode albergar varios deles, incluindo fungos e bactérias, habitando,
de modo geral, suas partes aéreas, como folhas e caules, sem causar
aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. Portanto, eles se diferenciam
dos microrganismos fitopatogénicos, que sao prejudiciais as plantas, causando-lhes
doencas (Azevedo, 2001a).

Verificou-se alta similaridade entre linhagens selvagens e mutantes do fungo
Namurea rileyi considerando caracteristicas relacionadas a producao de enzimas
extracelulares e viruléncia, constatando-se que a elevada producao de lipases e
proteases estavam associadas com o aumento da viruléncia (Barros, 1995). Em
outros estudos, utilizando linhagens do fungo Beauveria bassiana provenientes de

diferentes regides geograficas, verificou-se que, independentemente da origem
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geogréfica, as linhagens com elevada producéao de lipases foram mais virulentas do
que as com baixa producao (Paris & Segretain, 1975).

Estudos da variabilidade genética de fungos relacionados a viruléncia séo
extremamente importantes para a selecdo de linhagens mais efetivas, as quais
poderdo ser utilizadas como bioinseticidas em programas de controle integrado de
pragas. A viruléncia de fungos pode estar associada a viabilidade de seus conidios,
a producao de enzimas extracelulares e producdo de metabdlitos secundarios
dentre outros fatores (Onofre et al., 2002).

Modelos epidemiolégicos mostram que ambos o0s componentes de
fecundidade e repasto sangiiineo sao juntos os mais importantes fatores que
afetam a capacidade adaptativa dos mosquitos e a transmissdo da malaria,
sugerindo que os fungos tem potencial para ser encarado como um agente de
biocontrole para o controle de doencas que utilizam mosquitos como vetores
(Scholte et al., 2006).

3.5 Metabolitos secundarios

Metabdlitos secundarios sdo compostos especiais com estruturas geralmente
diferentes das de metabdlitos primarios como acucares, aminoacidos e acidos
organicos, dos quais sao derivados. Entre estes compostos encontram-se
antibiéticos, pigmentos, toxinas, indutores de competicdo ecolégica e simbiose,
pesticidas, inibidores de enzimas, agentes moduladores de resposta imunologica,
agentes anti-tumorais, feroménios e promotores de crescimento de animais e
plantas (Azevedo, et al., 2002). O metabolismo secundario ndo é essencial para o
crescimento dos microrganismos que os produzem, mas € uma via alternativa que
colabora para a sua sobrevivéncia na natureza. A producdo de metabdlitos
secundarios por microrganismos encontra ampla aplicacdo na area de farmacos e
de agroquimicos (Etchegaray, 2002; Nogueira et al., 2006).

Um crescente interesse nos estudos com microrganismos endofiticos tem
surgido recentemente, em parte causada pela possibilidade de que tais espécies
possam ser utilizadas como agentes de biocontrole contra insetos (Azevedo, et al.,
2002; Okumu et al., 2007; Blcker et al., 2007b).
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Além disso, os fungos endofiticos constituem uma valiosa fonte de metabdlitos
secundarios com potencial acdo como antimicrobianos, na biotecnologia e na
agricultura (Alves, 1998; Etchegaray, 2002; Castro e Silva et al. 2002; Nogueira &
Tiosso, 2003).

A busca de substancias de uso pratico para 0 homem na natureza é uma das
mais antigas atividades da nossa civilizacdo. No Brasil, as plantas tém sido os
organismos vivos mais investigados como fonte de produtos naturais (Bras-Filho,
1994; Verpoorte et al., 1999). No entanto, os microrganismos, organismos
marinhos, pequenos insetos e animais também tém se mostrado uma fonte rica de
substancias para a humanidade (Natori et al., 1981). Como o Brasil ocupa destaque
na biodiversidade de plantas e animais, é de se esperar que ocorra uma alta
diversidade de bactérias e fungos e, como consequéncia, uma fonte versatil de
substancias pode ser encontrada.

A grande maioria dessas substancias é classificada como metabdlitos
secundarios para diferencia-las daquelas de fungdo primaria basica para os
organismos vivos. Os metabdlitos primarios sdo em geral macromoleculares,
possuem as mesmas funcdes e sdo amplamente produzidos pelos seres vivos
independentemente da sua classificacao taxonémica (Harborne & Tomas-Barberan,
1991). Ao contrario, os metabdlitos secundarios geralmente sdo micromoleculares,
nao apresentam fungdes basicas aparentes, e sua producdo depende do tipo de

organismo e de sua espécie (Nosov, 1994).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta e manejo dos mosquitos
©  Aedes aegypti Linnaeus, 1762

Os ovos de Aedes aegypti foram obtidos a partir de colénias do Laboratério de
Malaria e Dengue do INPA, onde foram mantidas em gaiolas no insetario. Nessas
gaiolas sdo colocados pequenos copos de sorvete, revestidos com tiras de papel
filtro, e com uma lamina de agua no fundo para manter a tira Umida, onde os
mosquitos depositam seus ovos.

As tiras de papel filtro contendo ovos desidratados de A. aegypti serviram para
a eclosao das larvas, onde foram mantidas em cubas esmaltadas com agua de
poco artesiano, até atingirem o terceiro estadio do desenvolvimento larval, objeto
das observacdes quanto as doses de efeito e susceptibilidade. Na manutencao das
larvas para posterior utilizacdo e manutencdo da colbnia, as larvas foram
alimentadas com 5mL de alimento liquido, compostos de uma mistura de farinha de
peixe e p6 de figado, adicionados cada dois dias, até atingirem o estagio de pupa
(Cristophers, 1960).

Para a obtencado dos mosquitos adultos, as pupas sdo transferidas para uma
bandeja plastica e colocadas em uma gaiola, onde apds 48 horas ocorre a
emergéncia dos mosquitos adultos. Na manutencdo dos mosquitos na gaiola, os
machos sdo alimentados com uma solugcdo preparada com agua e agucar,
misturados em um erlenmeyer, contendo na borda um algoddo umedecido pela
solucao.

Para a oviposicdo, as fémeas sao alimentadas com sangue de hamster
(Mesocricetus auratus), imobilizado em uma cacapa (gaiolas confeccionadas com
telas
de nylon), onde permaneciam durante uma hora cada dois dias (Figura 1a). Depois
da manutencao, as fémeas colocam o0s ovos sobre a tira de papel, em maior
concentracao no limite com a agua (Figura 1b). Os ovos permanecem cerca de dois
dias para o embrionamento e, em seguida, sdo armazenados de forma desidratada
para continuidade da colénia ou obtencao de novas larvas para trabalhos futuros
(Figura 1c).
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Figura 1. (a) Repasto sanglineo das fémeas de A. aegypti com sangue de hamster
(M. auratus); (b) Verificagao da oviposicao das fémeas de A. aegypti apés o repasto
sangiineo; (c) Embrionamento para obtengao das larvas para os testes biolégicos
e continuidade da colénia. Fotos fonte: Blcker, A.

©  Anopheles nuneztovari Gabaldén, 1940

Devido a espécie Anopheles nuneztovari Gabaldén, 1940 apresentar
comportamento zoofilico, as capturas foram realizadas em currais bovinos,
selecionando-se apenas fémeas alimentadas, levando-se em consideragdo o
comportamento zodfilo destas espécies. As coletas das espécies do género
Anopheles foram realizadas na Zona leste de Manaus, no Ramal do Chico Mendes
e na Fazenda Natan. Os adultos das espécies foram coletados no horario das 18 as
21 horas com auxilio de capturador manual entomoldgico (Figura 2a). As fémeas
coletas no campo eram colocadas em copos de papel parafinado de 500 mL,
armazenados em isopor, previamente umedecidos (Figura 2b), e transportados

para o insetario do Laboratério de Malaria e Dengue no INPA.

Figura 2. (a) Coleta de anofelinos em currais bovinos; (b) Acomodacdo dos
mosquitos anofelinos; (c) Caixa de isopor contendo papel umidecidos e copos
parafinados telados com os mosquitos anofelinos coletados. Fotos fonte: Blcker, A.
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A manutencao dos anofelinos no insetario seguiu procedimento descrito por
Santos et al. (1981) e Scarpassa & Tadei (1990). Sendo a oviposicao individual das
fémeas realizadas em copos de 100 mL contendo no fundo papel filtro umedecido e
o copo fechado com tela de fil6 e liga elastica (Figura 3a). Esses copos eram
dispostos em camadas em uma caixa de isopor, onde permaneciam até o término
do tempo de oviposicao (72 horas). Apos o tempo de oviposicao, as fémeas e os
ovos foram identificados utilizando-se as chaves de Faran (1980) e Consoli &
Oliveira (1994) (Figura 3b). Apds esta identificagdo, foram encontradas também
outras espécies do subgénero Nyssorhynchus Blanchard, 1902 em menores
propor¢cdées, como: Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, 1878; Anopheles
triannulatus Neiva & Pinto, 1922 e Anopheles darlingi Root, 1926.

. . !
PN

Figura 3 (a) Copos pésticos individuais para a oviposicdo das fémeas de

Anopheles sp.; (b) Ovos de Anopheles depositados em papel filtro; (c) Larva de A.
nuneztovariem 3 ¢ estadio. Fotos fonte: Costa, F.M.

A OSSAGE

Os ovos identificados como sendo de A. nuneztovari foram colocados para
eclosao em copos de plasticos de 100 mL contendo agua e papel filtro nas bordas.
As larvas ao atingirem o primeiro/segundo estadios foram transferidas para cubas
esmaltadas contendo agua de poco artesiano e adicionado alimento liquido
composto por 1g e pd de figado para 8g de farinha de peixe diluidos em 500 mL de
agua, de acordo com Santos et al. (1981) e Scarpassa & Tadei (1990). Em cada
cuba foram adicionados 2 mL deste alimento liquido e a 4gua trocada a cada dois
dias. As larvas foram mantidas neste sistema até atingirem o terceiro estadio,
quando foram utilizadas nos bioensaios (Figura 3c). A &agua de poco era
previamente armazenada em frascos plasticos no insetario para equilibrio da
temperatura. A temperatura média do insetario e da sala de experimentos dos
bioensaios foram mantidas a 27+1°C e umidade entre 70 — 80% e fotoperiodo de
12 horas.
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4.2 Preparacao dos Extratos

Foram utilizados diferentes tipos de espécies de fungos para a extracdo dos
componentes ativos destes fungos.

Extratos de Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr.

O fungo Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr da Classe Basidiomycete, familia
Polyporaceae, tem propriedades decompositoras de madeira. Exemplares deste
fungo foram coletados na Reserva Adolpho Ducke do INPA (59° 58'W e 2° 57°S), e
posteriormente cultivados em meios de cultura na Universidade Estadual do
Amazonas (UEA) junto da Colegao Micoldgica do Laboratério de Microbiologia da
Escola Superior de Tecnologia (EST) sob Coordenacédo do Prof. Dr. Ademir Castro
e Silva.

Para a obtencao dos extratos brutos, os carpéforos de P. sanguineus foram
triturados em moinho de facas e passados em peneiras. Os extratos entao obtidos
a partir do material triturado em extrator Soxhlet, sofreram processo de extracao em
gradientes de polaridade na média de 8 horas.

Extratos dos Fungos Endofiticos

Os fungos endofiticos foram obtidos com a equipe do Dr. José Odair Pereira e
da Dra. Antonia Q.L. Souza, em colaboracdo com o Laboratério de Produtos
Bioativos de Origem Microbiana da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.
Os fungos endofiticos sdo provenientes da Fazenda da Agronomia — UFAM, BR
Manaus — Rio Branco. Foram utilizados 4 géneros de fungos endofiticos de
diferentes extratos: Pestalotiopsis (7 extratos); Penicillium (7 extratos); Trichoderma
(3 extratos) e Xylaria (1 extrato). Em seguida, temos uma coleg¢do destes fungos
para dar inicio o processo da realizacao dos bioensaios seletivos, com o propésito
de realizar um screenig dos extratos para avaliar a atividade larvicida e determinar
a espécie de maior potencial letal.

Os fungos do género Pestalotiopsis, sao endofitos do fruto da planta Gustavia
cf. eliptica da familia Lecythidaceae; e os demais sdo do cortex da planta Murraya
paniculata (Rutaceae).
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Espécies

Identificacao dos extratos

Trichoderma sp.

Fracdo Liquida Acetato de Etila

2  Trichoderma ovaslisporum Fracéo Liquida Acetato de Etila
3 FED-15 Micélio Etanol

4 Xylaria sp. Micélio Etanol

5 Pestalotiopsis virgulata Micélio Acetato de Etila

6 Pestalotiopsis virgulata Micélio Butanol

7 Pestalotiopsis virgulata Fracdo Liquida Acetato de Etila
8 Pestalotiopsis aeruginea Fracao Liquida Acetato de Etila
9  Pestalotiopsis aeruginea Micélio Acetato de Etila

10  Pestalotiopsis aeruginea Fragao Liquida Butanol

11 Pestalotiopsis aeruginea Micélio Butanol

12 Penicillium veridicatum Micélio Etanol

13 Penicillium citrinum Micélio Etanol

14 Penicillium veridicatum Fragao Liquida CH,Cl,

15 Penicillium citrinum Fracéo Liquida Acetato de Etila
16 Penicillium citrinum Fracao Liquida CH,Cl,

17 Penicillium veridicatum Fracao Liquida Acetato de Etila

4.3 Bioensaios Seletivos

Para a avaliacdo de susceptibilidade da acao inibidora dos extratos flungicos, a
montagem dos bioensaios seguiu critérios estabelecidos por Dulmage et al. (1990),
com algumas modificagées. Foram utilizados 17 extratos diferentes nos bioensaios
seletivos, sendo realizados apenas com larvas de A. aegypti, servindo como
modelo biol6gico para posterior aplicagdo em bioensaios de dose com ambas as
larvas de A. aegypti e A. nuneztovari.
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Em laboratério, as condicoes de temperatura foram de 27+1°C e umidade
relativa superior a 80%. Nos bioensaios foram utilizadas placas de cultura celular
de poliestireno com diametro de 34,5mm para a realizacdo dos bioensaios (Figura
6), contendo 10 mL de agua potavel em cada poco da placa de cultura, 10 larvas de
terceiro estadio, 50uL de alimento liquido, mais a aplicacdo dos extratos flngicos,
estabelecendo duas concentracdes: 250 e 500 ppm; mais o controle negativo que
recebeu apenas DMSO (Dimetilsulféxido) nas mesmas concentracdes, cuja
mortalidade ndo ultrapassou 10%.

Apés a aplicacao do extrato, as leituras foram feitas nos intervalos de 24h, 48h
e 72 horas, anotando-se o numero de larvas vivas e mortas em cada concentracao,
sendo o experimento repetido em trés momentos diferentes. Os extratos
selecionados nesta fase seletiva deveriam apresentar mortalidade das larvas

superior a 50%.

Crescimento e extracao dos fungos selecionados

Foram selecionados dois extratos de maior potencial letal, a partir dos
bioensaios seletivos. Um extrato endofitico (Pestalotiopsis virgulata) e um extrato
basidiomiceto (Pycnoporus sanguineus), para serem realizados os testes nos
bioensaios de dose.

O extrato miceliar de Pestalotiopsis virgulata, coédigo GaFr3 2.3 Micélio
Acetato Etanol, foi escolhido a partir do Bioensaio Seletivo para ser feito cultura
celular em Meio Liquido e posteriormente realizados os Bioensaios de Dose.

Foram utilizados 17 extratos de diferentes espécies de fungos para a
avaliacdo da atividade larvicida. Os extratos para o inicio dos trabalhos (escala
analitica) foram cedidos pelo laboratério de Produtos Bioativos de Origem
Microbiana da Universiadade Federal do Amazonas — UFAM. Destes extratos, a
linhagem de Pestalotiopsis virgulata foi selecionada e cultivada em maior escala,
para obtencado de quantidades sufucientes para a realizacao de todos os bioensaios
com larvas de A. aegypti e A. nuneztovari, e necessarios para uma possivel
purificacdo das moléculas bioativas.

O fungo endofitico P. virgulata foi cultivado em 48 erlenmeyers com 300 mL de
meio de cultura MID liquido com 5 fragmentos de agar por erlenmeyer contendo

micélio e esporos da cultura, em placa de Petri com BDA, cultivada previamente por
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15 dias. Na ocasidao também foram inoculados nas mesmas condicbes quatro
erlenmeyers com o basidiomiceto P. sanguineus) para serem realizados 0s
mesmos bioensaios da prévia.

Apos 28 dias de cultivo em meio de cultura MID liquido, as linhagens foram
filtradas em papel de filtro nUmero 12, a vacuo, em camera de fluxo laminar vertical,
a fim de se separar o micélio do meio metabdlico, e destes foram realizadas as
extracoes dos metabdlitos secundarios.

Para a extracdo dos metabdlitos secundarios, foram utilizados dois solventes
de diferentes polaridades: Acetato de Etila (CH3CO.CH.CH3) e agua (extrato
aquoso). Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo a pressao
reduzida, observando-se o ponto de ebulicdo de cada solvente (acetato de etila=
68,7°C, H-O= 100°C), e pesados para obtencdo dos rendimentos. Também foi
realizado liofilizagdo dos extratos aquosos dos meios de cultura. Mesmo
procedimento foi adotado para os extratos de P. sanguineus.

[ Pestalotiopsis virgulata ]

I ]
[ Micélio ] Meio de Cultura
Liquido

[ Micéllio1 ] [ Micé!noz ] [ Me:o1 ] [ Me:02 ]

Micélio 1 Micélio 2 Extrato Acetato Extrato Acetato
Acetato Etanol Acetato Etanol Etanol Etanol

[Fra@éo Aquosa} [Fragéo Aquosa} [Fragéo Aquosa} [Fra@éo Aquosa}

(6leo vermelho) Liofilizada (6leo vermelho) Liofilizada

Figura 4. Esquema das etapas realizadas na procura de substéncias bioativas de
Pestalotiopsis virgulata.
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[ Pycnoporus sanguineus }

[ Micélio ] [ Meio de Cultura Liquido ]

[ Extrato Acetato Etanol } [ MID ]

Figura 5. Esquema das etapas realizadas na procura de substancias bioativas de
Pycnoporus sanguineus.

4.4 Bioensaios de Dose para obtencao das Concentracoes Letais (CLs - CLgo)

Para cada diluicao testada, foram feitas 3 réplicas de cinco pogos das placas
de cultura celular contendo 10 mL de agua potavel, 100 ul de alimento liquido, 10
larvas de terceiro estddio e a dose do extrato, conforme a figura 6. Em cada
bioensaio foi feita uma réplica controle adicionando DMSO. As leituras foram
realizadas nos intervalos de 24h, 48h e 72 horas, e verificado o nUmero de larvas
vivas e mortas nos pogos.

Foram ralizados bioensaios testando diferentes extrativos contra larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti (09 extratos) e Anopheles nuneztovari (07 extratos) para
obtencdo das Concentracbes Letais - CLsy e ClLgy, cada extrato com 5
concentragdes: 100, 200, 300, 400 e 500 ppm.

Figura 6. Placas de cultura celular para a realizagéo dos bioensaios.
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4.5 ANALISE DOS DADOS

Para retirar a influéncia da mortalidade natural das larvas foi feito um calculo
de correcao utilizando a férmula de Abbott (Finney, 1981) a eficiéncia dos extratos
foram avaliadas estatisticamente por meio de retas de regressao linear dos extratos
para cada intervalo de leitura sendo também calculada a concentragdo letal
mediana a CLso e CLgg usando ambos o programa de Polo-PC.

4.5.1 Avaliacao dos bioensaios seletivos

Os valores de mortalidade foram normalizados pela transformagédo do
arcsen.j; onde x € a proporcao entre os individuos pelo total de individuos ao inicio
do experimento. Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia
ANOVA - de um fator (concentracado dos extratos fungicos) com medidas repetidas
no tempo (intervalos de 24 horas).

4.5.2 Avaliacao dos bioensaios de dose

A avaliacdo dos bioensaios seguiu critérios de acordo com Dulmage et al.
(1990), onde foram considerados 0s seguintes critérios: a mortalidade no grupo
controle nao devera ultrapassar 10%, o limite de confianca considerado foi de 95%
e 0s bioensaios foram repetidos em trés dias alternados.

Foi utilizado o calculo da mortalidade corrigida com a férmula de Abbot (1925),
expressa abaixo, para retirar a influencia da mortalidade natural nos bioensaios

quando o grupo controle foi > 5% e < 20%.

onde:

P = mortalidade corrigida %;
T = numero de individuos vivos no tratamento apd6s bioensaio;

C = numero de individuos vivos no controle apos bioensaio;
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4.5.3 Concentracao Letal Mediana - CLsy e CLg

O calculo da concentracao letal para matar 50% da populagao das larvas, nos
trés intervalos de observacéao, foi realizado com auxilio do programa Polo PC, a
partir dos dados de mortalidade das larvas obtidas nos bioensaios.

O célculo das concentracdes letais para matar 50% (CLsp) € 90 % (CLgo) das
larvas foi realizado por meio da analise de probit com o auxilio do programa Polo
PC (LeOra Software, 1987; Haddad, 1998), a partir dos dados de mortalidade
obtidos nos bioensaios, considerando a estimativa da poténcia: g :5 0,5. Os dados
foram plotados no programa seguindo as recomendacdes do guia do usuario no
qual preconiza uma classificacdo de doses, portanto ndo sendo utilizadas todas as
concentracdes testadas para a andlise.

A partir dos dados obtidos pelo programa foi montado um grafico comparativo
entre a mortalidade esperada e obtida das concentracdes e os probits gerados pela
equacao de regressao:

y = (a+5)+B.logx

Onde: y = Probit;
a = coeficiente linear (parameter dose ppm);
B = coeficiente angular (slope);

X = concentragao.

Este tipo de andlise permite determinar a relagdo positiva ou negativa
existente entre as variaveis dependente (y) e indepedente (x) (Motta e Wagner,
2003).
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5.

RESULTADOS

5.1 Avaliacao dos bioensaios seletivos

Os valores percentuais da mortalidade das larvas de Aedes aegypti nas

concentracbes dos diferentes extratos de fungos endofiticos e do fungo

basidiomiceto em relacdo aos intervalos observados estdo representados na

Tabela 1. O extrato miceliar aceto-etandlico de Pycnoporus sanguineus foi bastante

efetivo contra as larvas de 3° estadio de A. aegypti, promovendo mortalidade de

98% em 500ug/mL e de até 67% para a metade da concentragao, 250ug/mL. Outro

extrato miceliar selecionado foi do enddéfito Pestalotiopsis virgulata, apresentando

mais eficacia que do fungo basidiomiceto, com 100% de mortalidade em 500ug/mL

e de até 81% para a metade da concentracao, 250pug/mL.

Tabela 1. Percentuais da mortalidade de larvas de Aedes aegypti de 3° estadio nas
concentragdes dos diferentes extratos de fungos endofiticos e do fungo basidiomiceto.

Espécies Identificacao dos extratos % Mortos % Mortos
250pg/mL 500pg/mL
1 Pycnoporus sanguineus™ Pyc Micélio AcOEt. 67% 98%
2 Trichoderma sp. T16 Fr.Lqg AcOEt 30% 90%
3  Trichoderma ovaslisporum MpG16 1.3b Fr.Lig. AcOEt. 0% 0%
4 FED-15 MpC11 3.2 Fr. Micélio Et. 6.6% 73.3%
5 Xylaria sp. mpCe11 3.2 Micélio 6.6% 100%
6 Pestalotiopsis virgulata™ GaFr3 2.3 Micélio AcOEt. 81% 100%
7 Pestalotiopsis virgulata GaFr3 2.3 Micélio But 33.3% 95%
8 Pestalotiopsis virgulata P3IA - GaFr3 3.2 Fr.Lig. AcOEt. 6.6% 56.6%
9  Pestalotiopsis aeruginea P1IA - GaFr1 1.20 Fr.La. 0% 20%
AcOEt.
10  Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Micélio AcOEt 56.6% 96.6%
11 Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Fr.Lig. But. 33.3% 93.3%
12 Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Micélio But. 0% 0%
13 Penicillium veridicatum MpR2 3.2a Micélio 10% 96.6%
14 Penicillium citrinum MpR1 3.2a Micélio 6.6% 96.6%
15 Penicillium veridicatum MpRp2 3.2 Fr.Lgq. CH.Cl, 33.3% 76.6%
16 Penicillium citrinum MpR1 3.2a Fr.Lg. AcOEt 3.3% 66.6%
17 Penicillium citrinum MpR1 3.2a Fr.Lg. CH.Cl, 0% 0%
500pg/mL  1000pg/mL
18 Penicillium veridicatum MpR3 2.3b Fr. Lig. Acet. 13.3% 95%

* escolhidos para bioensaios de dose
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5.2 Bioensaios de dose para obtencao das Concentracoes Letais (CLso- CLgo)

e Aedes aegypti

Pode-se visualizar na Tabela 2 os resultados obtidos para os nove extratos

utilizados na avaliacdo das concentragdes letais contra larvas de Aedes aegypti,

verificando os tempos de exposicao, os valores das concentragdes letais ClLsy €

ClLgo. valores de g (0.95), qui-quadrado (#°), Intervalos de Confianga para 5% de

probabilidade (IC 95%) e a equacéao de regressao gerando os valores de Probit.

Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade

contra larvas de A. aegypti para CLsg < 500 pg/ml.

Tabela 2. Resultados dos bioensaios com larvas de Aedes aegypti (3° estadio) nas leituras
de 48 e 72 horas nos diferentes extratos testados.

Aedes aegypti
Extrat ~ -
xiratos Leitura CLso (ppm) CLgo (ppm) 7 Equacao de Regressao
(horas) (IC 95%) (IC 95%) 9 y = (a+5)+Blogx
1160.4 4956.7
Pest. 48h (799.1-27453) (22655-32461,) 017 091 y=(622+5)+2.03logx
Meio 1 805.4 3052.2
72h (553.7 - 2766.5) (13360 62041) 033 367 y=(643+5)+221logx
Pest. 48h n.s. n.s. 099 1.16 y=(-10.1 +5) + 3.28 log x
Meio 1
F. Aquosa 72h n.s. n.s. 068 0.74 y=(-6.58+5)+2.01log x
Pest. 48h n.s. n.s. 576 6.03 y=(-18.2+5)+6.441l0og x
Meio 2 72h n.s. n.s. 221 811 y=(-4.38+5)+1.30 log x
Pest. 48h n.s. n.s. 1.07 013 y=(-5.21+5)+1.39log x
Meio 2
F. Aquosa 72h n.s. n.s. 054 1.04 y=(-7.10+5)+2.24 log x
246.74 6455
Pest. 48h  141.17_34881) (427.7-3000.8) 041 123 y=(7.34+5)+3.06logx
Micélio 1 126.6 4495
72h (433 184.1) (3048 14531) 036 816 y=(-489+5)+232l0gX
196.1 4784
Pest. 48h (147.2-2402)  (372.05-7663) 014 677 y=(7.58+5)+3.30logx
Micélio 2 101.8 379
72h (54.7-138.2) (2003 6197) 017 412 y=(450+5)+224l0gx
Pest. 48h n.s. n.s. 530 0.67 y=(-27.5+5)+9.55log x
Micélio 2
F. Aquosa 72h n.s. n.s. 530 0.67 y=(-27.5+5)+9.55log x
2274 6011.1
Pyc 48h (1602-2987)  (2178.8-91302) 021 189 y=(212+5)+090l0gx
Micélio 153.6 1635.0
72h (52,6 223.8) (7497 - as623) 040 402 y=(272+5)+124l0gX
395.1 1499.7
48h (3493 - 460.6) (10885 24807) 005 085 y=(574+5)+221logx
Pyc MID 335.1 41751
72h : ; 013 079 y=(2.954+5)+1.16log x

(272.1 — 441.2)

(1958.5 — 20914.)

n.s. = ndo significativo em g < 0.5
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Os dados da tabela 2 referem-se aos resultados apresentados pelo programa
Polo-PC, com significativo intervalo de confianga para g < 0.5 e valores de qui-
quadrado (%) < 7.98 ndo sendo significativos, indicando assim que os dados se
ajustam ao modelo de Probit. Com excessao do extrato Pest. Micélio 1, que
apresentou #° elevado e o programa Polo-PC teve de ajustar os dados utilizando a
heterogeneidade como fator de correcao. A seguir serdo discutidos os resultados

apresentados na tabela 2 com mais detalhes.

7000 A~
6011
5000
56
5000 - m48H
175
4000 o72H
m 052
PP 3000
2000 - 635 1aa
1160
1000 08 45
227 154 599 335 ﬁ 29 427 .ﬁ‘ 198 402 e
0 | M= [ -— = Wl
CL50D CL90 CL50 ‘ CLS0 CL50 ‘ CLS0 CL50 ‘ CLS0 CL50 ‘ CLS0O
Py, Micélio Py MID Pest. Meio 1 Pest Micélio Pest Micélio 2

Figura 7. Representagao grafica das Concentragdes Letais (CLsy € CLgy — ppm) dos
extratos Pyc Micélio, Pyc MID, Pest. Meio 1, Pest. Micélio 1 e Pest. Micélio 2; contra larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti nos intervalos de leitura de 48 e 72 horas.

Tabela 3. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os valores das
concentracdes letais medianas ClLso, nimero de larvas utilizadas (n), qui-quadrado (4°),
grau de liberdade (g.l.), linha de tendéncia (R?) e a equagdo de regressdo gerando os
valores de Probit.

Leitura o 2 Eq. regressao
Extratos (horas) CLso (IC 95%) n 2 gl R v = (o +5) + Blogx
48h 1160.4 (799.1 —2745.3) 120 0.91 3 0.938 y=2.03x-1.22
Pest. Meio 1

72h 805.4 (5653.7 - 12766.5) 120 3.67 3 0.928 y=221x-1.43
48h 246.74 (141.2 — 348.8) 100 123 3 0.978 y =1.36x + 0.48

Pest. Micélio 1
72h 126.6 (43.3 - 184.1) 100 8.16 3 0.999 y=2.32x+0.11
48h 196.1 (147.2 — 240.2) 120 6.77 3 0.896 y =3.38x - 2.58

Pest. Micélio 2
72h 101.8 (54.7 — 138.2) 120 4.12 3 0.991 y =2.24x + 0.50
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Figura 8. Representacdes gréaficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico do
Meio 1 (A), Micélio 1 (B) e Micélio 2 (C) de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti, nas leituras de 48 e 72 horas.

Tabela 4. Resultados dos testes de hipdtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3° estadio
de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (22), graus

de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hipotese de

Hipotese de

Extratos s gl P Igualdade s gl P Paralelismo
M,f’n'i‘(’:gx 540,8 2 P<0,0001  rejeitada  0,0048 1 P>0945 aceita
Mic 1 x Mic 2 4,55 2 P >0,103 aceita 0,0536 1 P>0,817 aceita
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Figura 9. RepresentacOes gréaficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico do
Pest. Meio 1, Pest. Micélio 1 e Pest. Micélio 2 de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de
3¢ estadio de Aedes aegypti, na leitura de 72 horas.

O extrato Pest. Micélio 1 apresentou 4° significativo, indicando que %°
calculado foi maior que o #° tabelado (#° calc. > #° tab.), este resultado indica que
ha um baixo ajuste dos dados ao modelo de Probit (Finney, 1971), portanto o

programa Polo-PC efetuou os calculos porém, usando a heterogeneidade como
fator de correcao para as variancias das estimativas dos parametros (Tabela 2).

Comparando os resultados entre Pest. Micélio 1 versus Pest. Micélio 2, tanto a
hip6tese de igualdade quanto paralelismo foram aceitas pelo programa Polo-PC,
indicando, portanto, que as doses efetivas sdo qualitativamente e quantitativamente
nao-diferentes (Tabela 4). Resultado também observado nas analises por CCD
(Cromatografia em Camada Delgada), com auxilio de lampadas de UV a 245 nm e
366 nm, onde também n&o foi constatada nenhuma diferenca significativa
visualmente entre os dois extratos miceliares, além de terem sido reinoculados em

meio de cultura e ndo apresentarem contaminantes apds seu crescimento.

Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Micélio 2, a
hipétese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipétese de paralelismo foi
aceita, indicando que as doses efetivas sdo qualitativamente iguais, porém
quantitativamente diferentes (Tabela 4).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
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populacdo € necessario uma concentracao 7,87 vezes menor do extrato Pest.
Micélio 2 que se necessita do extrato Pest Meio 1 (Figura 10).

Relative potencies
potency  Tlimits 0.90 0.95 0.99
Micelio2 7.87308 Tower 5.80311 5.44216 4.72580
upper 11.94650 13.60546 19.88609

Figura 10. Poténcia Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 7.87308 vezes maior que em
relacdo ao extrato Pest Meio 1, nos trés intervalos de confianca (0.90; 0.95 e 0.99).

Tabela 5. Resultados dos bioensaios com extratos de Pycnoporus sanguineus contra
larvas de 3° estadio de Aedes aegypti nas leituras de 48 e 72 horas, observando os valores
das concentracdes letais medianas CLsy, nUmero de larvas utilizadas (n), qui-quadrado
(4%, grau de liberdade (g.l.), linha de tendéncia (R e a equagéo de regressio gerando 0s

valores de Probit.

Leitura o 2 Equacao de regressao
Extratos =0 CLso (IC 95%) n 7 gl. R y = (@45)4+.logx
Pyc 48h 227.4(160.2-298.7) 120 189 3  -0.74 y =0.9x + 2.88

Micélio 72h 153.6 (52.6—223.8) 120 4.02 3  0.424 y = 1.24x + 2.28

48h 3951 (349.3-460.6) 120 0.85 3 0.98 y=2.21x-0.74
Pyc MID

72h 335.1(272.1-4412) 120 079 3  0.468 y=1.16x - 2.05

60 -
60 - A B
55 - - B
R 50° y=11604205 . /v//
Probit R2=(.468 /’,/
-
50 - Probit - /‘/
- ~
v=1,24x+2,28 . ~
45 1 ‘ v=2,21x-0,74
y=09x+288 g7on R*=098 -
R2=-0.74

40 ‘ 30 : :

18 2 2,2 24 2,6 2,8
Log ¢ 18 2 22 24 26 28
LogC
Figura 11. Representacdes graficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico do
Micélio (A) e do Meio de Cultura - MID (B) de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3°

estadio de Aedes aegypti, nas leituras de 48 e 72 horas.
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Tabela 6. Resultados dos testes de hipdtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com extratos de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3° estadio
de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (#°), graus
de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hip. de

Hip. de
Extratos 7 g.l. P s gl P Paralelismo

Igualdade

Pyc Mic x

2 . .
Pyc MID 30,879 P < 0,0001 rejeitada 0,0643 1 P>0,80 aceita

Na Figura 12 foram comparados os dados do extrato miceliar de P.
sanguineus versus o extrato do Meio de Cultura (MID) e evidenciado no grafico que
0 maior o potencial larvicida foi observado para o extrato miceliar de P. sanguineus.
Considerando a mortalidade nas leituras de 72h para ambos os extratos (Micélio e

MID), observa-se que os valores de 4° foram significativos para cada leitura,

rejeitando a hipo6tese de igualdade entre os extrativos (Tabela 6).

Levando-se em conta o teste de paralelismo, ou seja, testar a hipdtese de que
os coeficientes angulares das regressdes nao sao singificativamente diferentes, a

hipétese de paralelismo foi aceita, pois os valores de 4° ndo foram significativos

nas comparacoes (Tabela 6).

Os testes relativos as retas de regressao na tabela 6 mostram que a hipétese
de igualdade foi rejeitada e que ha paralelismo entre elas, ou seja, os coeficientes
angulares das regressdes nao sdo significativamente diferentes. Portanto, as doses
efetivas sdo qualitativamente iguais, porém quantitativamente diferentes. Na figura
13 constam as retas de regressdo considerando os dois extratos nas leituras de
72h. Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parametros
coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de
Finney (1971).
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Figura 12. Representacdes gréaficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico do
Micélio e do Meio de Cultura - MID de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3° estadio
de Aedes aegypti, na leitura de 72 horas.

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacdo é necessario uma concentracdo 2,20 vezes menor do extrato Pyc
Micélio que se necessita do extrato Pyc MID (Figura 13).

Relative potencies
potency  Timits 0.90 0.95 0.99
PycC 2.20023  Tlower 1.70552 1.63111 1.49836
upper 3.03509 3.27013 3.85239

Figura 13. Poténcia Relativa do extrato Pyc Micélio de 2.20023 vezes maior que em
relagdo ao extrato Pyc MID, nos trés intervalos de confianca (0.90; 0.95 e 0.99).

Os extratos miceliares de P. virgulata e P. sanguineus apresentaram melhores
resultados de mortalidade contra larvas de 3° estadio de A. aegypti, nas leituras de
72h (figura 14). Comparando os dados dos extratos miceliares destes fungos
evidenciou-se pelo grafico que o maior potencial larvicida foi obtido para P.

virgulata.
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Tabela 7. Resultados dos testes de hipdtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com os extratos miceliares dos géneros Pestalotiopsis versus
Pycnoporus contra larvas de 3° estadio de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando
os valores de qui-quadrado (22), graus de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hipotese de Hipotese de
Extratos s g.l. P Igualdade s gl P Paralelismo
Pestalotiopsis
X 62,047 2 P < 0,0001 rejeitada 9,287 1 P > 0,002 rejeitada
Pycnoporus
7,0
6,0 -
y=2.24x+05
RZ=0.991
Probit *
5,0 4
S Pestalotiopsis
y=1.24x+2.28 # Picnoporus
R2=0.424
4}0 T T T T 1
1,8 2 2,2 Log C 2,4 2,6 2,8

Figura 14. Representacdes graficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico de
Pestalotiopsis virgulata e Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3° estadio de Aedes
aegypti, na leitura de 72 horas.

Considerando a mortalidade nas leituras de 72h para ambos os extratos

miceliares (Pyc e Pest.), observa-se que os valores de 4° foram significativos para

cada leitura, rejeitando a hipdtese de igualdade da mortalidade. Na figura 14
constam as retas de regresséo considerando os dois extratos nas leituras de 72h.
Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parametros
coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de
Finney (1971). Levando-se em conta o teste de paralelismo, ou seja, testar a
hipotese de que o0s coeficientes angulares das regressbes nado sao
singificativamente diferentes, a hipdtese de paralelismo foi rejeitada, pois os valores

de #* foram significativos nas comparagées (Tabela 7).

Os testes relativos as retas de regressao (figura 14) mostram que a hipétese
de igualdade foi rejeitada e que ndo ha paralelismo entre elas, ou seja, o0s
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coeficientes angulares das regressées sao significativamente diferentes. Neste
caso, em que a hip6tese de paralelismo nao foi confirmada, o maior potencial
larvicida €& atribuido ao maior coeficiente angular (slope), obtido pelo género
Pestalotiopsis (coef. angular Pyc = 1,2477; coef. angular Pest = 2,2450).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacdo € necessario uma concentracao 2,22 vezes menor do extrato Pest.

Micélio 2 que se necessita do extrato Pyc micélio (Figura 15).

Relative potencies

potency Timits 0.90 0.95 0.99
Pest 2.22227  Tlower 1.58324 1.46553 1.21711
upper 3.50626 4.08053 6.71339

Figura 15. Poténcia Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 2.22227 vezes maior que em
relagdo ao extrato Pyc micélio, nos trés intervalos de confianga (0.90; 0.95 e 0.99).
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e Anopheles nuneztovari

Pode-se visualizar na Tabela 8 os resultados obtidos para os sete extratos
utilizados na avaliagcdo das concentracoes letais contra larvas de 3° estadio de
Anopheles nuneztovari, verificando os tempos de exposicdo, os valores das
concentracoes letais medianas CLso e Clgy.

Trés (03) dos sete (07) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade

contra larvas de A. nuneztovari para CLsy < 500 pg/ml.

Tabela 8. Resultados dos bioensaios com larvas de Anopheles nuneztovari (3° estadio) nas
leituras de 48 e 72 horas nos diferentes extratos testados.

Anopheles nuneztovari

Extratos

Leitura Eq. regressao
CLso (ppm) CLeo(ppm) g<05 %
(horas) y = (a + 5) + B.logx
48h ns. ns. 129 446 y=(-4.52+5) +1.36logx
Pest. Meio 1
72h 918.8 7418.9 0.14  0.83 y=(-4.18+5) +1.41logx
(649.6-1867.4)  (3051.9-51820.)
Pest. Meio 1 48h n.s. n.s. 1.45  0.42  y=(-5.03+5) +1.31logx
F. Aquosa 72h 2993.9 135615.3 0.46  0.50 y=(-2.69+5) +0.77logx
(1111.3-.43+06)  (11127.6 —****)
48h ns. ns. 114 369 y=(-3.87+5) +1.13logx
Pest. Meio 2
72h 585.7 3777.5 0.11  1.46 y=(-4.38+5) +1.58logx
(466.1 —862.7)  (1976.3-13756.)
; 48h 3835.0 97081.0 0.43  0.02 y=(-3.27+5) +0.91logx
Pest. Meio 2 (1359.8-.48+06)  (9803.4-.60+10) y=( ) 9
F. Aquosa 72h 689.1 16268.0 023  1.09 y=(-2.64+5) +0.93logx
(471.7-1737.2)  (4251.7-.72+06)
48h 11.8 80.8 0.33  1.57 y=(-1.65+5) +1.53logx
Pest. Micélio 2 (0.28 —33.2) (24.3-121.2)
72h 1.9 78.7 033 228 y=(-1.68+5) +1.56logx
(0.27 — 33.4) (22.7 - 118.7)
icéli 48h 638.2 8246.2 016  2.65 y=(-3.23+5) +1.15logx
Pest. Micelio 2 (469.6-1184.8)  (3073.3-82642.) a : g
F. Aquosa 72h 397.9 4622.5 049  4.12  y=(-3.12+5) +1.20logx
(265.0-1202.6)  (1390.3-.36+07)
48h 116.7 568.1 0.38  7.38 y=(-3.85+5) +1.86logx
Pyc Micélio (32.4-174.6)  (363.2-2680.1)
72h 87.2 343.7 040  8.16 y=(-4.17+5) +2.15logx
(16.5-137.9)  (237.0 — 947.1)

n.s. = ndo significativo em g < 0.5

Os dados da tabela 8 referem-se aos resultados apresentados pelo programa
Polo-PC, com significativo intervalo de confianga para g < 0.5 e valores de qui-
quadrado (%) < 7.98 ndo sendo significativos, indicando assim que os dados se
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ajustam ao modelo de Probit, ou seja, o Probit € uma funcgéo linear de dose ou log
(dose). Com excessdo do extrato Pyc Micélio, que apresentou % elevado e o
programa Polo-PC teve de ajustar os dados utilizando a heterogeneidade como

fator de correcdo. A seguir serdo discutidos os resultados apresentados na tabela 8
com mais detalhes.

4500 .
4000 3777
3500
2994
3000 — m48H
2500
m o72H
PP 2000
1500 185
915
1000 729 - -
500 ® o
12278 0 oo 0 oo DH 0 oo 1212 8178 0o
0 = | . . | . : —— .

CL50 ‘ CLe0 | CLSO ‘ CL90 | CLS0 ‘ CL90 | CLED ‘ CL90 | CLSO ‘ CL80 | CLSO ‘ CLo0 | CLSO ‘ CLo0

Fycnoporus | Pest. Meio 1 | Pest Meio 1 | Pest. Meio 2 | Pest Meio 2 |Pest. Micélio 2 |Pest. Micélio 2
micélio F.Ag. F.Ag. F.Ag.

Figura 16. Mostra o grafico com os 7 extratos com atividade larvicida que apresentaram 5%
de probabilidade, e suas respectivas Concentrac¢des Letais (CLs, € CLgyg — ppm) nas leituras
de 48 e 72 horas.

Tabela 9. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas
(3° estadio) de Anopheles nuneztovari nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os valores
das concentragbes letais medianas CLsy, nUmero de larvas utilizadas (n), qui-quadrado
(4%), grau de liberdade (g..), linha de tendéncia (R®) e a equagao de regressdo gerando 0s
valores de Probit.

Extratos :'he(;tr‘;f; CLso (IC 95%) n # gl R 5°"f‘ii°+d§)ri9;z§:
Pest. Meio 1 72h 918.8 (649.6-1867.4) 120 0.83 3 0.943 y =1.412x+0.814
Pﬁ_skq"ﬂzi:; 72h 29939 (1111.3-43+06) 120 050 3  -0.51 y = 0.773x + 2.31
Pest. Meio2  72h 585.7 (466.1-862.7) 120 1.46 3 0.974 y = 1,583x + 0,619
Pest. Meio 2  48h 38350 (1359.8-48+06) 120 0.02 3  0.39 y =0.913x + 1.728

F. Aquosa 72h 689.1 (471.7-1737.2) 120 1.09 3 -0.08 y = 0.933x + 2.351
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Figura 17. Representacdes graficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etandlico do
Meio 1 (A), Meio 1 F. Aquosa (B), Meio 2 (C) e Meio 2 F. Aquosa (D) de Pestalotiopsis
virgulata contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 48 e 72

horas.

Tabela 10. Resultados dos testes de hipétese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3° estadio
de A. nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (#°), graus

de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hipotese de Hipotese de

Extratos s g P Igualdade s gl P Paralelismo
Meio 1 x Meio1 FA 3,70 2 P > 0,157 aceita 2,872 1 P > 0,090 aceita
Meio 2 x Meio 2 FA 6,58 2 P<0,1 rejeitada 3,522 1 P > 0,060 aceita
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Figura 18. Representagbes graficas dos valores de Probit da comparagdo dos extratos
aceto-etandlico do Meio 1 versus Meio 1 F. Aquosa (A) e Meio 2 versus Meio 2 F. Aquosa
(B), de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, na
leitura de 72 horas.

Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Meio 1 F. Aquosa,
tanto a hipétese de igualdade quanto paralelismo foram aceitas pelo programa
Polo-PC, indicando, portanto, que as doses efetivas sdo qualitativamente e

qguantitativamente nao-diferentes (Tabela 10).

Comparando os resultados entre Pest. Meio 2 versus Pest. Meio 2 F. Aquosa,
a hipétese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipétese de paralelismo foi
aceita, indicando que as doses efetivas sdo qualitativamente iguais, porém

quantitativamente diferentes (Tabela 10).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacao é necessario uma concentracao 0,77 vezes menor do extrato Pest. Meio
2 que se necessita do extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa (Figura 19).

Relative potencies
potency  1limits 0.90 0.95 0.99
Meio 2 .77066  Tower .58778 .55404 . 48812
upper . 98463 1.03240 1.13562

Figura 19. Poténcia Relativa do extrato Pest. Meio 2 de 0.77066 vezes maior que em
relacdo ao extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa, nos trés intervalos de confianga (0.90; 0.95 e
0.99).
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Tabela 11. Resultados dos testes de hipdtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3° estadio
de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado
(4%), graus de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hipotese de Hipotese de
Extratos s gl P lgualdade s g.l. P Paralelismo
Meio1xMeio2 7,659 2 P < 0,05 rejeitada 0,206 1 P > 0,65 aceita
Meio 1 FA
X 28,17 2 P < 0,0001 rejeitada 0,206 1 P > 0,65 aceita
Meio 2 FA
55 A B
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y=0,933x+2,351

* o
45 4 y=1,583x+0,619 / .5 R?=-0.08
H 2
Probit R O‘m/‘/ Probit
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y=1412x+0,814 Meio 2 35 y=0,773x+2,31

R?=0.943 R?=-0.51 Meio 2 F. Aqg.
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Figura 20. Representagcbes graficas dos valores de Probit da comparacdo dos extratos
aceto-etandlico do Meio 1 versus Meio 2 (A) e Meio 1 F. Aquosa versus Meio 2 F. Aquosa
(B), de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, na
leitura de 72 horas.

Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Meio 2, a hip6tese
de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipdtese de paralelismo foi aceita,
indicando que as doses efetivas sao qualitativamente iguais, porém
quantitativamente diferentes (Tabela 11).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacao é necessario uma concentracao 1,41 vezes menor do extrato Pest. Meio
2 que se necessita do extrato Pest Meio 1 (Figura 21).

Relative potencies

potency  Timits 0.90 0.95 0.99
Meio 2 1.41417 lower 1.14609 1.10187 1.01975
upper 1.79609 1.89242 2.11531

Figura 21. Poténcia Relativa do extrato Pest. Meio 2 de 1.41417 vezes maior que em
relagdo ao extrato Pest. Meio 1, nos trés intervalos de confianga (0.90; 0.95 e 0.99).
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Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 F. Aquosa versus Pest. Meio 2
F. Aquosa, a hip6tese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipétese de
paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas sdo qualitativamente iguais,
porém quantitativamente diferentes (Tabela 11).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacao é necesséario uma concentracao 3,14 vezes menor do extrato Pest. Meio

2 F. Aquosa que se necessita do extrato Pest. Meio 1 F. Aquosa (Figura 22).

Relative potencies
potency  Tlimits 0.90 0.95 0.99
Meio 2 F 3.14696 Tower 2.06147 1.92670 1.69971
upper 6.27885 7.67326 12.94246

Figura 22. Poténcia Relativa do extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa de 3.14696 vezes maior
que em relagao ao extrato Pest. Meio 1 F. Aquosa, nos trés intervalos de confianga (0.90;
0.95 e 0.99).

Tabela 12. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra
larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os
valores das concentragfes letais medianas CLs,, nimero de larvas utilizadas (n), qui-
quadrado (%), grau de liberdade (g.l.), linha de tendéncia (R® e a equacéo de regressio

gerando os valores de Probit.

Leitura o 2 Equacao de regressao
Extratos =S CLso (IC 95%) n 7 gl R Y= (@s5)+B.logx
Pest. 48h 118 (028-332) 120 157 3  0.195 y = 1.539x + 3.346
Micélio2 75, 119 (0.27-33.4) 120 228 3 0236 y = 1.565x + 3.315
Pest. 48h 638.2 (469.6-1184.8) 120 2.65 3 0.60 y=1.153x + 1.766
Micélio 2
F. Aquosa 72h 397.9 (265.0-1202.6) 120 4.12 3 0.588 y=1.203x + 1.872
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& //
T # 50 - e *
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Figura 23. Representacdes graficas dos valores de Probit da comparagcao dos extratos
aceto-etandlico do Micélio 2 (A) e sua Fragdao Aquosa (B), de Pestalotiopsis virgulata contra
larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 48 e 72 horas.
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Tabela 13. Resultados dos testes de hipdtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com extrato miceliar e Fracdo Aquosa de Pestalotiopsis virgulata
contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os
valores de qui-quadrado (%), graus de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Hipotese de Hipotese de
Extratos s gl P Igualdade s gl P Paralelismo
Mic. 2 x Mic.2 FA 510,79 0 50<01 rejeitada 0,502 1 P> 0,479 aceita
80
y=1,565x+ 3,315 .
7.0 RZ=0.236
*
6,0 -
Probit
50
40 - * Micélio 2
y=1,203x+ 1,872
R?=(.588 Mic.2 F.Aquosa
3,0
1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8

Log C
Figura 24. Representacdes graficas dos valores de Probit da comparagdo dos extratos
aceto-etandlico do Micélio 2 versus a Fracdo Aquosa do Micélio 2 de Pestalotiopsis
virgulata contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, na leitura de 72 horas.

Comparando os resultados entre Pest. Micélio 2 versus Pest. Micélio 2 F.
Aquosa, a hip6tese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipbtese de
paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas sdo qualitativamente iguais,
porém quantitativamente diferentes (Tabela 13).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da
populacdo é necessario uma concentragdo 60.74 vezes menor do extrato Pest.
Micélio 2 que se necessita do extrato Pest. Micélio 2 F. Aquosa (Figura 25).

Relative potencies
potency  1limits 0.90 0.95 0.99
Mic2 60.74410 Tower 26.13685 23.02961 18.40106
upper  243.39131  355.78350 893.13835

Figura 25. Poténcia Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 60.7441 vezes maior que em
relagdo ao extrato Pest. Micélio 2 F. Aquosa, nos trés intervalos de confianca (0.90; 0.95 e
0.99).
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Tabela 14. Resultados dos testes de hipétese de igualdade e paralelismo comparando os
dois tempos das leituras dos bioensaios realizados com extrato miceliar de Pycnoporus
sanguineus contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari. Mostrando os valores de
qui-quadrado (2°), graus de liberdade (g.l.) e nivel de probabilidade (P).

Leitura Hipotese de Hipotese de
(horas) s g.l. P Igualdade s gl P Paralelismo
48h x 72h 17,565 2 P < 0,0001 rejeitada 0,682 1 P > 0,409 aceita
7,0
—
el 4
//‘
/‘/
6,0 y=2,152x+0,824 ~
R*=0.975 P
Probit //
/
50 - ¢
y=1,865x+ 1,145 48h
2
R?=0.935 ¢ 72h
4,0 1 1 1 1 1
1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8
Log C

Figura 26. Representacoes graficas dos valores de Probit da comparagao dos tempos de
leitura (48 e 72 horas) do extrato aceto-etanélico do Micélio de Pycnoporus sanguineus
contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari.

O extrato Pyc Micélio apresentou 4* significativo, indicando que %% calculado
foi maior que o #° tabelado (#? calc. > 4 tab.), este resultado indica que ha um
baixo ajuste dos dados ao modelo de Probit (Finney, 1971), portanto o programa
Polo-PC efetuou os célculos porém, usando a heterogeneidade como fator de
correcao para as variancias das estimativas dos parametros (Tabela 2).

Para este resultado com larvas de A. nuneztovari em exposicado ao extrato
miceliar de Pyc, obtemos as retas de regressdo linear para os dois tempos
amostrados, e os resultados de Probit indicam retas paralelas significando que as
concentracbes efetivas sdo qualitativamente idénticas, porém quantitativamente
diferentes. Portanto, segundo Haddad (1998), para bioensaios visando o controle
de insetos, a formulacao ou extrato que apresentar menor concentracao efetiva é a
que apresenta maior viruléncia, apds confirmado o paralelismo.

Comparando os resultados da parte miceliar do género Pycnoporus na figura
26, entre as leituras de 48h versus 72h, a hipbétese de igualdade foi rejeitada,
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enquanto que a hipétese de paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas
sao qualitativamente iguais, porém quantitativamente diferentes (Tabela 14).

Tabela 15. Resultados dos testes de hipbtese de igualdade e paralelismo comparando os
bioensaios realizados com os extratos miceliares dos géneros de Pestalotiopsis versus
Pycnoporus contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas.
Mostrando os valores de qui-quadrado (#°), graus de liberdade (g.l.) e probabilidade (P).

Hipotese de Hipotese de
Extratos s gl P Igualdade s gl P Paralelismo
Pestalotiopsis
X 92,598 2 P < 0,0001 rejeitada 1,182 1 P> 0,277 aceita
Pycnoporus
8,0
y=1.565x+ 3.315
7,0 RZ=0.236
Probit
6,0 -
50 - * y=2.152x+ 0.824 Pestalotiopsis
R2=0.975
# Picnoporus
4,0 T T T T 1
1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8
Log C

Figura 27. Representagdes gréficas dos valores de Probit da comparacdo dos extratos
miceliares de aceto-etandlico de Pestalotiopsis virgulata versus Pycnoporus sanguineus
contra larvas de 3° estadio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 72 horas.

Os melhores resultados obtidos contra larvas de A. nuneztovari estao
apresentados na Figura 28, confrontando os dados dos extratos miceliares do
fungo P. virgulata versus P. sanguineus, e evidenciando pelo grafico que foi maior o
potencial larvicida do género Pestalotiopsis. Considerando a mortalidade nas
leituras de 72h para ambos os extratos miceliares (Pyc e Pest.), observa-se que 0s
valores de 4° foram significativos para cada leitura, rejeitando a hipétese de
igualdade da mortalidade.

Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parametros
coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de
Finney (1971). Os testes relativos as retas de regressdo da figura 27 mostra que a
hip6tese de igualdade foi rejeitada e que ha paralelismo entre elas, ou seja, 0s
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coeficientes angulares das regressdes nao sao significativamente diferentes.
Portanto, as doses efetivas sdo qualitativamente iguais, porém quantitativamente
diferentes (Tabela 15).

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-
PC com base nos dados obtidos dos bioensaios na relagdo entre os extratos
miceliares de P. virgulata e P. sanguineus, sendo que para matar 50% da
populacédo é necessario uma concentracao do extrato Pest. Micélio 2 de 3,78 vezes
menor que para o extrato a partir de Pyc micélio (Figura 28).

Relative potencies

potency  Tlimits 0.90 0.95 0.99
Pest 3.78548 Tower 2.46245 2.24250 1.80490
upper 7.03040 8.71186 18.06134

Figura 28. Pest. Micélio 2 de uma concentragao 3.78548 vezes maior que em relagdo ao
extrato Pyc, nos trés intervalos de confianga (0.90; 0.95 e 0.99).
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6. DISCUSSAO

A biodiversidade das florestas tropicais como a Amazénia constitui-se em um
enorme potencial para descoberta de novos produtos biologicamente ativos.
Somente o Brasil possui aproximadamente 60.000 espécies de plantas, o que
corresponde a cerca de 20% de toda a flora mundial conhecida, e ndo menos de
75% de todas as espécies existentes nas grandes florestas. A floresta Amazbénica
brasileira, com mais de 30 mil espécies vegetais, compreende cerca de 26% das
florestas tropicais remanescentes no planeta, isto sem citar toda a microbiota ainda
desconhecida (Brasil, 1998; Silva & Mello, 2001).

Considerando o controle da dengue e da malaria na Amazénia, um aspecto
relevante trata-se do estudo de substancias biologicamente ativas, com
propriedades inseticidas. Estas mostram grande potencial para o controle,
especialmente aquelas com atividade larvicida e adulticida, pelo fato de substituir o
uso de inseticidas quimicos que, frequentemente, mostram efeitos colaterais,
quando utilizados rotineiramente como pesticidas na agricultura. Dentre os efeitos
colaterais indesejaveis, citam-se  os disturbios  sensoriais  cutdneos,
hipersensibilidade, neurite periférica, irritante de mucosas, entre outros
(Lichtenstein et al., 1974). Em decorréncia da crescente resisténcia dos mosquitos
aos produtos quimicos sintéticos (Brown, 1986), verificou-se a necessidade de
alternativas mais eficazes, que minimizem os inconvenientes causados a saude
humana e os danos ao meio ambiente (Rabello, 1974; Mittal et al., 1991).

No contexto para se tentar descobrir um novo produto de origem fungica, com
efeito larvicida, fez-se um screening de cinco espécies de fungos endofiticos mais
uma espécie de fungo basidiomiceto, avaliando a efetividade larvicida de dois
diferentes extratos, acetato-etandlico e aquoso, contra larvas de Aedes aegpti
servindo primeiramente, como modelo biolégico para entdo posterior bioensaios
contra larvas de Anopheles nuneztovari.

Atualmente tem-se dado muita énfase aos inseticidas com baixa toxicidade,
alto efeito residual e elevada especificidade. Um produto com essas caracteristicas
assegura o controle efetivo de populagcées de insetos pragas, principalmente
aqueles de importancia meédica como os culicideos, além de oferecer protecdo
ambiental (Resende & Gama, 2006; Costa, 2007).
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O descobrimento de novos métodos para o controle do mosquito Aedes
aegypti € um parametro importante pois este é o principal vetor responsavel por
arboviroses como a dengue e a febre amarela, ambas com endemicidade nas
Américas Central e do Sul, Asia e Africa. Corriqueiramente, a situacdo com respeito
a dengue é critica em todos os paises da América e particularmente no Brasil
(FUNASA, 2003; Luna et al., 2005).

Considerando a atual epidemia de malaria em Manaus-AM e dengue no Rio
de Janeiro-RJ, os estudos objetivando a implementacdo do controle tornam-se
relevantes, considerando a intensa proliferacdo de Anopheles darlingi (vetor da
malaria) e de Aedes aegypti (vetor da dengue) nas areas periféricas da cidade.
Neste contexto, a reducdo dos criadouros de imaturos € a alternativa ideal para o
controle de mosquitos, pois estes estdo em areas definidas e sdo eliminados antes
de atingirem o estagio adulto, responsavel pela transmissdao da doenca (CDC,
2006; Tadei et al., 2007).

A parte miceliar tanto do fungo endofitico quanto do fungo basidiomiceto,
apresentaram resultados satisfatérios para a atividade larvicida em ambos os
mosquitos testados. Os extratos dos meios de cultura liquido, em sua maioria, ndo
apresentaram resultados significativos e nem puderam ser calculados os valores
das concentracoes letais para o intervalo de confianca até 95%. A continuidade
desses estudos possibilitara a descoberta e isolamento de novos compostos
biotivos capazes de suprimir populacdes de mosquitos vetores de malaria.

Outra observacdo importante é de que os extratos miceliares de acetato-
etanol mais apolares, foram os mais ativos, apresentando resultados de maior
potencial letal que os extratos aquosos. Indicando que os principios ativos
larvicidas devam ser constituintes de baixa polaridade, assemelhando-se aos
resultados de Scott et al. (2002).

O extrato aquoso demanda altas concentracées do extrativo para provocar
mortalidade nas larvas. Embora esta ndo constitua a técnica mais recomendada
para se obter um conjunto de substancias bioativas de uma determinada estrutura
fungica, possui relevante importancia em uma triagem inicial (Pérez-Pacheco,
2004). Neste trabalho, objetivou-se comparar os extratos miceliar € aquoso, com
intencdo de fazer com que a producdo dos metabdlitos secundarios dos fungos
Pestalotiopsis virgulata e Pycnoporus sanguineus fossem excretados ao meio de
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cultura liquido ao qual foram inoculados. De acordo com Pérez-Pacheco (2004), a
avaliacdo da atividade inseticida de extrativos aquosos permite explorar rapido e
facilmente uma grande quantidade de espécies ou compostos que tenham
efetividade para o controle de larvas de mosquitos. Os dados deste trabalho
permitiram verificar que somente o extrato aquoso de P. sanguineus (Pyc MID),
mostrou toxicidade contra larvas de A. aegypti para CLso < 500 ug/ml em ambos os
periodos amostrados de 48 e 72h. Em larvas de A. nuneztovari, a atividade
verificada de extratos aquosos com CLsg < 500 pg/ml somente foi percebida para P.
virgulata (Pest. mic 2 F.Aqg.) na leitura de 72 horas.

O estudo dos fatores motivadores da biossintese é também uma maneira que
pode ser utilizada para maximizar o rendimento de produtos naturais (Yeoman &
Yeoman, 1996). A inducao de rotas biossintéticas especificas tem sido possivel em
alguns casos utilizando esses fatores que podem ser de origem biética ou abibtica.
Muitos metabdlitos secundarios acumulados pelas plantas sdo induzidos por
microrganismos fitopatogénicos e sdo denominados de fitoalexinas (Bailey &
Mansfield, 1982; Paxton, 1981; Desjardins et al., 1989).

Mais recentemente, o estudo das interagdes entre plantas e microrganismos
tem revelado novos caminhos para a obtengcdo de produtos naturais. Entre essas
interacdes, as associacdes entre plantas e microrganismos endofiticos parecem
ocorrer em um nivel de intimidade bioquimica surpreendente. Possivelmente
durante o desenvolvimento das mesmas, 0os organismos associados adquirem
potencial genético para biossintetizar classes de substancias (Santos, 2004).

Lu et al. (2000) publicaram resultados sobre metabdlitos bioativos produzidos
por fungos endofiticos de Artemisia annua L. (Asteraceae), uma tradicional erva
medicinal chinesa, reconhecida por sintetizar artemisinina, uma potente droga
antimalarica. Seus resultados sugeriram a possibilidade dos metabdlitos produzidos
pelo fungo endofitico Colletotrichum sp. poderiam proteger a planta A. annua,
sendo talvez téxica ou eventualmente letal para outros fitopatégenos. Presumindo
ainda, o envolvimento na adaptagdo e competitividade na planta adulta de A.
annua.

Varios casos de controle biolégico natural de insetos por meio de
microrganismos endofiticos tém sido relatados. Por exemplo, Rhabdocine parkery,

um fungo endofitico isolado de pinheiros, infecta também as galhas formadas na
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planta pelo inseto-praga da mesma, pertencente ao género Contarina. 1sso
ocasiona mortalidade das larvas que habitam o interior das galhas, provavelmente
devido a producao de uma toxina pelo fungo (Becker, 1997).

Em trabalho desenvolvido por Souza et al. (2004), foram isolados 571 fungos
endofiticos e 74 bactérias endofiticas das plantas toxicas da Amazénia Palicourea
longiflora (Rubiaceae) e Strychnos cogens (Loganiaceae). P. longiflora e outras
espécies desse género estao relacionadas a 90% das mortes de gado na regiao. S.
cogens e outras espécies de Strychnos sao utilizadas pelos indigenas na confeccao
de “curares”. Uma amostra de 79 isolados fungicos teve seus metabdlitos
extracelulares bioensaiados contra microrganismos patogénicos e fitopatogénicos:
19 isolados inibiram um ou mais microrganismos-teste. Dos oito isolados com
melhores resultados de inibicdo, as moéleculas bioativas eram menores que 12.000
daltons, fato verificado pela dialise dos metabdlitos.

Em trabalho realizado por Corréa (2007), a atividade larvicida de espécies da
familia Piperaceae sobre as espécies de Anopheles sp. e Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae) foram estudadas. Os resultados mostraram que os extratos
menos apolares apresentaram melhores resultados frente as larvas estudadas.
Dentre as diferentes partes da planta (fruto, galho e folha), o extrato mais ativo de
Piper tuberculatum contra larvas de A. nuneztovari e de A. albitarsis foi o de fruto.
Extratos mais polares mostraram-se menos ativos contra as duas espécies de
mosquitos. Comparando os diferentes extratos de frutos (hexanico, cloroférmico,
metandlico e aquoso), o extrato hexanico exibiu maior atividade larvicida para as
duas espécies de mosquitos.

Considerando a atividade simbiética ja conhecida de certos fungos endofiticos
(Bidochka & Khachatourians, 1988; Caroll, 1988; Pereira, 1993; Pereira et al., 1993;
1999; Lu et al., 2000), onde o fungo produz metabdlitos secundarios que auxiliam
na protegcdo da planta contra insetos e microrganismos invasores, o estudo aponta
que a atividade larvicida apresentada pelo extrato do endoéfito P. virgulata, possa ter
papel relevante na defesa do vegetal contra organismos nocivos a planta, uma vez
que o enddfito vive em comum harmonia com a planta, sugerindo com isso, uma
atividade simbiética do endoéfito P. virgulata e sua planta hospedeira Gustavia cf.

eliptica (Lecythidaceae).
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Em estudo semelhante, a atividade larvicida foi observada por Silva et al.
(2004) em taninos isolados de Magonia pubescens (Sapindaceae), sobre Aedes
aegypti. Como existe atualmente uma exigéncia de que produtos de origem natural
sejam quimicamente estudados (Cascon & Gilbert, 2000), foi feito o estudo
fitoquimico das fragdes larvicidas bioativas para evidenciar sua eficacia e
seguranca de seu uso, na busca de alternativas para o controle de mosquitos e
obtencdo de estruturas quimicas passiveis de aprimoramento da atividade pela via
sintética de outros derivados.

Em trabalho realizado por Choochote et al. (2006), investigaram a
potencialidade de trés espécies de Piper spp. contra Aedes aegypti adultos. Foi
constatado que todos os extratos de Piper mostraram atividade adulticida
expressiva, quando testados contra fémeas do mosquito através de aplicacao
topica. Estes dados reforcam o potencial adulticida, possibilitando pesquisas futuras
a fim de desenvolver substancias naturais para o combate a mosquitos adultos.

Apresenta-se, pela primeira vez, o estudo fitoquimico das fragdes larvicidas,
isoladas da Magonia pubescens, monitorado pelo estudo de eficacia sobre larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti, na busca de alternativas para o controle desse
mosquito e obtencdo de estruturas quimicas passiveis de aprimoramento da
atividade pela via sintética de outros derivados (Silva et al. 2004). Estudos que ja
evidenciaram potencialidade de uso de extratos botanicos para o controle de A.
aegypti, apontam CLs, variando de 3 a 67ppm de Magonia pubescens (Park et al.
2002; Siddiqui et al., 2000; Simas et al., 2004; Slimestad et al., 1995; Souza et al.
2004), a partir da substancia de tanino catéquico, identificado na fracao larvicida
MP-9 (Arruda et al. 2003a,b). Sugerindo com isso, que os resultados obtidos nos
bioensaios com extratos miceliares de Pycnoporus sanguineus e Pestalotiopsis sp.
contra larvas de A. aegypti e A. nuneztovari apresentaram resultados coerentes
com a literatura.

Nos estudos de Bittencourt et al. (1997), puderam observar a patogenicidade
de fungos constatando uma diminuicdo do percentual de eclosdo das larvas em
ovos tratados de carrapatos. Assim como Onofre et al. (2000) testaram a acao de
quatro linhagens de fungos e verificaram, pelo calculo da dose letal mediana (DLsy),
que todas as linhagens controlam este parasita com eficiéncia.
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Varios programas de pesquisa relacionados a aspectos basicos e aplicados
estdo sendo desenvolvidos com fungos e sua capacidade micoinseticida, até
mesmo utilizado em grande escala na Africa e nos EUA (Moreira et al., 1996;
Avidos & Ferreira, 1997).

Vilas-Bbas et al. (1998) trabalharam com conjugacao de Bacillus thuringiensis
e condicoes ambientais, apresentando resultados com maiores freqiiéncias de
conjugacao obtidas em larvas de insetos. Fornecendo esporos e cristais de
linhagens doadoras e receptoras de B. thuringienis a larvas de diferentes insetos e,
apos a morte dos mesmos, puderam recuperar transconjugantes em freqiiéncias
iguais ou superiores aquelas obtidas em meio de cultura. Esses resultados
demonstram que, apdés a morte da larva, os esporos de B. thuringienis podem
germinar com muita eficiéncia, gerando células vegetativas habeis a promover a
transferéncia de material genético. No entanto, esses resultados ainda nao sao
suficientes para uma conclusao (Becker, 1997).

Segundo Tadei & Rodrigues (2002), outra bactéria bastante utilizada também
no controle de insetos vetores de doencas € o Bacillus sphaericus, apesar de
possuir um espectro de acao restrito (Culex e Anopheles), tem melhor desempenho
que Bacillus thuringiensis. Formulados destas duas espécies foram utilizados em
criadouros na periferia de Manaus e adjacéncias, com objetivo de se conhecer o
desempenho desses dois bioinseticidas bacterianos e se avaliar o controle
biol6gico como forma de atuagéao rotineira contra as formas imaturas de anofelinos,
nas companhas de combate a malaria na Amaz6nia, obtendo-se resultados efetivos
no uso da dosagem minima (50ml/ 10 litros) para B. sphaericus (Wirth et al., 2000;
Tadei & Rodrigues, 2002).

Instituicbes de pesquisa brasileiras vém desenvolvendo trabalhos utilizando
fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana, para o controle da broca da
bananeira, dos percevejos-da-soja e broca grande da cana-de-acucar. Alves (1998)
em seu trabalho com fungos entomopatogénicos, cita os principais fungos utilizados
para o controle microbiano de pragas, como o Metarhizium anisopliae, acreditando-
se que este patdgeno ocorra naturalmente sobre mais de 300 espécies de insetos
das diferentes ordens. Alves (1998) ainda cita a classe Chytridiomycetes com o
género Coelomomyces, onde este fungo possui a capacidade de produzir
epizootias em populagdes de larvas de algumas espécies de dipteros, como Aedes,
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Anopheles e Culex. A utilizagdo de fungos entomopatogénicos para o controle de
pernilongos, baratas, acaros, percevejos hematdéfagos e de percevejos-da-soja,
também tem sido pesquisada (Serafini et al., 2002).

Outros exemplos, na literatura, demonstram que muitas propriedades
medicinais de certas plantas ou fungos, podem estar relacionados com metabdélitos
que sao produzidos por microrganismos. Devido a grande diversidade biol6gica em
territério brasileiro, seria importante o isolamento e a caracterizagdo desses
microrganismos ainda nao-explorados, como sao aquelas espécies utilizadas
medicinalmente por culturas indigenas das regides da Amazbnia e da mata
Atlantica, dentre outras (Azevedo et al., 2002). Neste contexto é lembrado que
algumas tribos indigenas brasileiras usavam P. sanguineus (“orelha-de-pau
vermelha”) para medicina popular na cicatrizacao de feridas. (Alibert, 1944; Fidalgo,
1965; Fidalgo & Hirata, 1979; Pérez-Silva et al., 1988). Sendo este um dos fatores
de interesse por ter escolhido este basidiomiceto para realizar os bioextratos, além
de ser conhecido o0 seu potencial citotoxico e antiviral do pigmento cinnabarina
(Smania Jr. et al., 2003) encontrada com certa abundancia em seu basidioma.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias de fermentacao e purificagao,
os basidiomicetos tém recebido atencado pelo potencial como fonte para novas
classes de antibioticos (Anke, 1989). A variedade de metabdlitos secundarios,
produzidos por um unico microrganismo endofitico, ainda ndo foi estimada, mas a
expectativa é de que seja alta dada a conhecida versatilidade adaptativa de fungos
e bactérias (Pereira et al., 1993).

Os resultados observados apontam que os extratos a partir do micélio dos
fungos estudados apresentaram melhor rendimento larvicida, e por sua vez, os
extratos aquosos a partir do meio liquido cultivado ndo apresentaram resultados
satisfatorios. Tendo em vista que os fungos produzem seus metabdlitos
secundarios para o meio externo para realizarem diversas atividades, como
alimentacdo e defesa contra outros microrganismos (Santos, 2004), podemos
sugerir que estes fungos estudados ndo apresentaram potencialmente metabdlitos
com atividade larvicida no meio de cultura liquido, ou ainda, que os metabdlitos
produzidos realmente ndo apresentam atividade larvicida. Outra sugestdao é
baseada em que estes metabdlitos ndo foram produzidos pelos fungos em

decorréncia de outros fatores, e estes outros fatores podem estar incluidos, por
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exemplo, a falta de necessidade em produzir tais compostos pela falta de
competitividade no meio de cultura liquido ou falta de algum outro composto que
induzisse a resposta do fungo cultivado frente ao composto estranho.

O estudo dos microrganismos endofiticos de plantas da Amazbénia € uma
dindmica linha de pesquisa na area de Biotecnologia da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Esses estudos, relativamente recentes, sdo o resultado de
trabalhos de iniciacao cientifica, dissertacées de mestrado académico e teses de
doutorado sob orientacdo de Pereira, que iniciou trabalhos nessa area, em 1993 e
vem ampliando estudos com enddéfitos de plantas tropicais na Amazénia. A maioria
dos resultados, ainda nao-publicados, esta sendo obtida a partir de plantas de
importancia econémica na regiao (Azevedo et al. 2002).

Levando-se em consideragédo a caréncia de bibliografia pertinente do controle
biolégico de mosquitos, utilizando extratos de fungos, temos uma lacuna a ser
preenchida e um 6étimo potencial a ser explorado, pelas particularidades destes
fungos basidiomycetes e fungos endofiticos. A biotecnologia consiste no uso de
sistemas celulares para desenvolvimento de processos e produtos de interesse
econOmico e social. Entre estes sistemas, os fungos sdao o maior potencial na
producdo de metabdlitos secundarios que sdo importantes na procura de novos
antibioticos. A descoberta e desenvolvimento de antibidticos foi um dos mais
importantes avang¢os da medicina no século XX (Smith, 1999).

Desta forma, sao imprescindiveis os estudos de prospeccdo de novas
substancias uma vez que com os resultados alcancados estardo disponiveis mais
alternativas de controle para a malaria.

Com os resultados obtidos a partir desta iniciativa conjunta de formar
parcerias entre as Instituicbes de Pesquisa da Amazobnia (INPA, UEA e UFAM),
apesar de serem relativamente recentes, ja apontam para um forte potencial a ser
explorado e com um amplo espectro de atuacéo. Isso demonstra que, podemos
obter bons resultados a partir da exploracao dos Recursos Naturais Amazénicos de
uma forma consciente e responsavel. Engajando este trabalho numa das principais
linhas de pesquisa do Curso de Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Universidade do Estado do Amazonas.
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7. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos nos tépicos deste trabalho, sobre a acéo larvicida
dos extratos dos fungos de Pycnoporus sanguineus (Basidiomycete: Poliparaceae)
e Pestalotiopsis virgulata contra larvas de A. aegypti e A. nuneztovari,
possibilitaram as seguintes conclusoes:

o Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados contra larvas de A.
aegypti mostraram toxicidade para CLso < 500 pg/ml.

o Trés (03) dos sete (07) extratos de fungos estudados contra larvas de A.
nuneztovari mostraram toxicidade para CLsy < 500 pg/ml.

o Os extratos miceliares apresentaram resultados mais satisfatérios no
combate as larvas de A. aegypti e A. nuneztovari que os extratos aquosos de
ambos os fungos.

o O extrato mais polar (aquoso) mostrou-se menos ativo contra as duas
espécies de mosquitos que em relacdo ao extrato menos polar (acetato-
etaldlico).

o Nas espécies de mosquitos testadas, o extrato miceliar do enddfito
Pestalotiopsis virgulata foi bastante ativo, indicando a sua potencialidade na

producédo de um inseticida natural a partir de uma fonte renovavel.
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