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RESUMO

O dengue ¢ uma doenca viral transmitida por Aedes aegypti em mais de 100 paises na faixa
intertropical do mundo e, até o momento, as principais formas de controle sdo as agdes antivetoriais.
Neste trabalho, sdo apresentadas as alteragdes ultraestruturais provocadas pelo diflubenzuron (DFB)
nas larvas de Ae. aegypti. Os experimentos foram realizados com larvas de terceiro estadio de Ae.
aegypti com DFB nas concentragoes de 0,1 e de 1ug/mL. Apds 24 horas de exposi¢do, as larvas
foram coletadas, fixadas, desidratadas, emblocadas, cortadas, contrastadas com acetato de uranila
a 3% e citrato de chumbo e analisadas em microscopio eletronico. As alteragdes ultraestruturais
foram observadas na cuticula e no meséntero dessas larvas. Por meio de microscopia de varredura,
observou-se o aumento do niimero das cerdas, que se apresentaram mais delgadas e mais longas do
que o controle e exibiram um padrdo de enrolamento nos sulcos intersegmentares. As analises no
microscopio eletronico de transmissdo revelaram que as epicuticulas antigas se desprenderam quase
que totalmente da nova epicuticula e ndo possuiam pontos de reforco comumente encontrados no
controle. As células do meséntero de larvas expostas ao DFB apresentaram um arcabougo esponjoso
e nas secgdes ultrafinas se apresentaram danificadas e vacuolizadas, mas com a presenga de vesiculas
de secrecdo e integridade mitocondrial. Este estudo mostrou que o DFB interfere no processo da
ecdise e impede a liberagdo da cuticula velha que se acumula nos espagos intersegmentares
estrangulando as por¢des segmentares num processo sucessivo e acumulativo, também bloqueia a
muda e provoca a morte da larva. Este ¢ o mecanismo de agao larvicida do DFB sobre Ae. aegypti,
entretanto o produto age também no meséntero destruindo as células.
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ABSTRACT

Mechanisms of the larvicidal effect of diflubenzuron on Aedes aegypti larvae, as evidenced by
ultrastructural changes

Dengue is a viral disease transmitted by Aedes aegypti in over 100 countries in the intertropical band in
the world and the main forms of control are antivectorial actions. In this paper, ultrastructural changes
caused by diflubenzuron (DFB) are presented. The experiments were performed with 3 instar larvae
of Ae. aegypti with DFB at concentrations of 0.1 and 1 pg/mL. After 24h of exposure, larvae were
collected, fixed, dehydrated, embedded, cut, contrasted with uranyl acetate and 3% lead citrate and
examined under the electron microscope. Ultrastructural alterations caused by the diflubenzuron
inhibitory activity were observed in the cuticle and in the midgut of Ae. aegypti larvae treated with
0.1 and 1 pg/mL, for 24 hours. The alterations observed by scanning microscopy included higher
number of bristles, which were thinner and longer than the controls and exhibited a coiling pattern in
the intersegmental grooves. Transmission electron microscopy analysis revealed that the epicuticle
almost came entirely off the new epicuticle and had no points of reinforcements commonly found in
the control. The midgut cells of the larvae treated with diflubenzuron presented a spongy skeleton and
in the ultrathin sections, the cells showed intense vacuolation and damage, however with secretion
vesicles present and mitochondria preserved. These studies indicate that the diflubenzuron can also act
in the midgut cells, being a promising product for use in Ae. aegypti control. This study showed that
the DFB interferes with the process of ecdysis, prevents the release of the old cuticle that accumulates
in the intersegmental spaces and strangle the segmental portions in a successive and cumulative
process, blocked the changes, causing the death of the larva. It also acts destroying the midgut cells.
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INTRODUCAO

O dengue ¢ uma das mais importantes enfermidades do mundo e
endémica em todos os continentes na faixa intertropical do planeta, com excegado
da Europa. No Brasil, o dengue ocorre em todas as unidades federadas e sua
expansdo se deve ao aumento da densidade do seu principal transmissor, o Aedes
aegypti. As fases imaturas deste mosquito se desenvolvem em qualquer coleggo
de agua. Assim, todo e qualquer recipiente gerado pelo descarte do lixo solido
serve de acimulo de agua, transformando-se em criadouro potencial, o que
dificulta o controle (3, 8, 21, 25, 26, 31).

Até o momento, o tinico modo de se evitar a doenga ¢ por meio da
eliminagdo do mosquito transmissor, seja pelo combate aos criadouros ou pela
aplicagdo de inseticidas e larvicidas quimicos (9, 12, 16, 24). Como este ultimo
método tem se tornado intensivo ao longo dos anos, surgiram populagdes resistentes
e/ou com alta taxa de adaptabilidade, o que, consequentemente, tornou mais dificil
o controle (11, 18, 19, 22, 31). Por esse motivo, novas estratégias de controle do
Ae. aegypti, que sejam mais seguras e causem menos danos ao meio ambiente, t€m
sido amplamente pesquisadas como alternativas ao uso de inseticidas quimicos.
Dentre essas, encontra-se o diflubenzuron (DFB), que podera constituir-se numa
importante ferramenta, pois este produto ¢ praticamente atoxico para mamiferos,
biodegradavel, ndo sistémico e de baixo impacto ambiental (20, 30).
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O DFB ¢é um composto regulador do crescimento de insetos que
inibe a sintese de quitina durante o desenvolvimento dos estagios imaturos e,
consequentemente, interrompe o ciclo larval e reduz a emergéncia de adultos.
Pertence a um grupo de inseticidas de nova geragdo denominados reguladores
de crescimento ou IGR (insect growth regulator), com a¢do mais especifica para
insetos (1, 17). Estes compostos sdo utilizados desde a década de 1970 para controlar
populagdes de insetos que constituem praga da agricultura (16) e varios estudos
relatam a suscetibilidade e os efeitos inseticidas sobre vetores de importancia para a
saude publica, como Aedes ¢ Culex (4, 10, 12, 20, 27). No entanto, poucos estudos
relatam as alteragdes morfoldgicas ocorridas nos insetos pela agdo deste composto (4,
10), por isso a finalidade deste trabalho foi avaliar as alteragdes morfologicas, em nivel
ultraestrutural, provocadas pela atividade inibidora do DFB em larvas de Ae. aegypti.

MATERIAL E METODOS
Material Biologico

Larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti foram obtidas da colonia
permanente iniciada em 1991 (época em que este mosquito foi introduzido em
Goiania), mantida a 28+1°C, umidade relativa de 80+5% e fotoperiodo de 12h (23).

Inseticida

O DFB utilizado neste estudo foi produzido pela empresa Champion
Farmoquimica Ltda, tendo por nome quimico 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-
difluorobenzoil) ureia e férmula empirica C, ,H ,CIF.N,O,. Para os bioensaios
foram preparadas solugdes de DFB dissolvido em agua destilada nas concentragoes

de 0,1 e 1pg/mL.
Bioensaios

Os experimentos foram realizados com 20 recipientes de poliestireno para
cada concentragdo, com quatro réplicas. Em cada recipiente colocou-se uma larva,
imediatamente apds a ecdise para o terceiro estadio, contendo 30 mL da solugdo de
DFB. As larvas foram alimentadas como na criagdo (23). O tempo de exposicao
ao DFB foi de 24 horas. No grupo controle, as larvas foram colocadas em frascos
contendo apenas agua destilada, com o0 mesmo tipo e nimero de recipientes.

Microscopia Eletronica de Varredura (MET)

As larvas expostas e os controles foram fixados overnight em
paraformaldeido -2%, glutaraldeido - 2% e sacarose - 3% em tampao cacodilato de
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sodio 0,1M pH 7.2. Posteriormente, as larvas foram fixadas em tetroxido de 6smio
1%, desidratadas em série gradual de acetona (30% - 100%), secas no ponto critico,
cobertas com uma pelicula de ouro e analisadas no microscopio de varredura Jeol JSM
840 SEM, no Laboratorio de Microscopia Eletronica da UNESP de Rio Claro-SP.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As larvas foram dissecadas utilizando-se estereomicroscopio
imediatamente apos serem retiradas das solugdes de tratamento ¢ tiveram sua
cuticula e tubos digestorios retirados e fixados overnight em paraformaldeido
- 2%, glutaraldeido - 2% e sacarose - 3% em tampdo cacodilato de sodio 0,1
M pH 7,2. Em seguida, as amostras foram fixadas em tetroxido de désmio 1%,
contrastadas em bloco com acetato de uranila aquoso 0,5%, desidratadas em série
crescente de acetona (30% - 100%), infiltradas e incluidas em resina Epon-Araldite.
Os blocos preparados foram seccionados em ultramicrétomo e as secgdes
ultrafinas, contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas
no microscopio eletronico de transmissdo Philips CM 100, no Laboratorio de
Microscopia Eletronica da UNESP de Rio Claro-SP.

RESULTADOS

O diflubenzuron (DFB) interferiu no processo da ecdise das larvas,
impedindo a liberagdo da cuticula velha que se acumulava nos espagos
intersegmentares, causando constri¢des e estrangulamentos das partes segmentares.
Além disso, essas larvas, diferentemente do grupo controle (Figura 1A),
apresentaram rompimento da capsula cefalica (Figura 1B) com areas de aderéncia.

As analises por MEV de larvas do grupo controle e das expostas a 0,1 e
1ug/mL de DFB forneceram uma visdo geral das mudangas ocorridas na cuticula
¢ estruturas externas da larva. Aquelas submetidas ao tratamento com DFB
apresentaram um aumento do nimero das cerdas (Figura 1D). Essas cerdas se
mostraram mais delgadas e mais longas do que as observadas no grupo controle
(Figura 1C) e exibiram um aspecto muito caracteristico, o de se enrolarem nos
sulcos intersegmentares provocando constri¢do em cada regido e contribuindo para
o bloqueio do processo da ecdise (Figura 1D).

Larvas expostas ao DFB a 0,1pg/mL e que entraram em processo de
ecdise, mas ndo efetuaram a muda, produziram diversas cuticulas. A sobreposi¢ao
dessas cuticulas, associada ao aumento do numero, tamanho e enrolamento das
cerdas, atribuiu as larvas um aspecto “mumificado”, esbranquicado ¢ anormal
quando observadas no estereomicroscopio (Figuras 1 B e D), o que ndo foi
observado no grupo controle.

Seccdes ultrafinas de larvas do grupo controle mostraram a presenga
de uma cuticula madura bastante espessa, exibindo pontos de refor¢o que
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unem a cuticula ao esqueleto celular (Figura 2A). Durante o processo de muda,
evidenciou-se a formagao do espago exuvial para sintese da nova epicuticula (Figura
2B). Nessa fase, as células epidérmicas sofreram mitose, aumentando em numero,
e teve inicio a liberagdo do fluido de muda ainda inativo.

Figura 1. Eletromicrografias de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti do grupo
controle (A e C) e expostas a diflubenzuron na concentragdo de
1 pg/mL (B e D). Notar em B o rompimento da regido cefalica (rc)
evidenciando um processo anormal de muda e em D que as cerdas (ce)
tornam-se mais numerosas, delgadas e longas, enrolando-se nos sulcos
intersegmentares. A ¢ B: Bar=Imm. C: Bar=0,05mm. D: Bar=0, I mm.

Varios aspectos ultraestruturais foram observados na cuticula de larvas
expostas a0 DFBa 0,1 e 1pug/mL. A Figura 2C mostra a larva preparando-se para entrar
em processo de muda, apresentando o espaco subcuticular bem definido, com inicio da
formagao do espago exuvial, mas sem a nova epicuticula. A Figura 2D, mostra pontos
de reforco onde a nova epicuticula ird se formar e, finalmente, as Figuras 2E e 2F,
mostram o final do processo de muda com presenca da epicuticula e da exocuticula
velhas, separadas por um espago exuvial, ¢ a presenga de uma nova procuticula
indiferenciada e ainda pouco esclerotizada. Esses eventos foram observados em
dosagens de 0,1 ¢ 1ug/mL. Morfologia diferenciada da cuticula foi observada apenas
em larvas expostas a 0,1 pg/mL de DFB (Figura 2G); neste caso, ocorreu a formacao
de uma nova epicuticula bem préxima a cuticula velha e a célula epidermal apresentou
um aspecto alterado, vacuolizado e estruturas semelhantes a flocos.
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Eletromicrografias da cuticula de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti
do grupo controle (A e B), expostas a diflubenzuron a 0,1 pg/mL (C,
DeE)ea lug/mL (F e G). Notar em A os detalhes da cuticula madura
evidenciando os pontos de reforgo (Pr) que unem a cuticula (C) ao
citoesqueleto e em B, o inicio do processo de apdlise com formagao
do espago exuvial (setas). Em D notar a presenga de pontos de reforgo
entre o espago subcuticular (EC) e a célula. Em E e F observar a
presenca de duas cuticulas ao final do processo de muda. Em G,
observar as duas faces diferentes da epicuticula, mostrando células
vacuolizadas e mais de uma cuticula em uma mesma face (seta). (REG)
reticulo endoplasmatico granular. (N) nucleo. (V) vactolo. A, D ¢ F:
Bar=0,5um. B: Bar=0,3um. C, E e G: Bar=1um.
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Figura 3.
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Ultraestrutura do meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti
do grupo controle (A, D e G) e expostas ao diflubenzuron (B e C).
A e B: Microscopia eletronica de varredura evidenciando o tubo
digestorio (A) e detalhe da célula do tubo digestorio da larva exposta
a solugdo de 1 pg/mL de diflubenzuron. C-G: Microscopia eletronica
de transmissdo. Observar em C a vacuolizagdo do citoplasma das
células epiteliais do meséntero apds exposicao a difltubenzuron a 0,1
pg/mL. Em D-G observar as caracteristicas das células de larvas
controle. D: regido apical; E: regido citoplasmatica; F: regido nuclear e
G: regido basal (M) mitocondrias. (C) cuticula. (CE) células epiteliais.
(MP) matriz peritrofica. (L) limem. (ES) espago subperitrofico. (N)
nucleo. (Nu) nucléolo. (VS) Vesicula de secrecdo. (V) vactolo. (MV)
microvilosidades. (JS) jungdes septadas. (P) polirribossomos. (EN)
envelope nuclear. (VS) Vesiculas de secrecdo. A: Bar=0,05mm. B:
Bar=10 pm. C: Bar=2pum. D: Bar=0,3um. E: Bar=0,5um. F: Bar=1um.
G: Bar=2um.
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Além das altera¢des esperadas na cuticula das larvas expostas,
observaram-se alteragdes na morfologia das células do meséntero. Os resultados
da analise do grupo controle, no microscopio eletronico de varredura, revelaram
o0 aspecto normal do meséntero, com a preservacio das células da parede do tubo
digestorio e da matriz peritrofica (Figura 3A). Ao contrario, nas larvas expostas
ao DFB, tanto na concentragdo de 0,1 pg/mL quanto na de 1pg/mL, as células do
meséntero exibiram um aspecto vacuolizado e esponjoso (Figura 3B). No entanto, a
matriz peritréfica permaneceu envolvendo todo o contetido do tubo digestorio e sua
espessura era similar a do grupo controle (Figuras 3A e 3B).

Nas secgdes ultrafinas do tubo digestorio de larvas expostas ao DFB,
as células do meséntero apresentaram-se, de forma geral, muito danificadas
e vacuolizadas, mas com a presenga de vesiculas de secregdo e integridade
mitocondrial (Figura 3C). Assim, diferenciavam-se do aspecto observado em larvas
do grupo controle, nas quais as células do meséntero apresentaram microvilosidades
apicais, jungdes septadas entre células adjacentes, reticulo endoplasmatico granular
desenvolvido e mitocondrias, presenga de labirinto da membrana plasmatica basal
e de vesiculas de secre¢do (Figuras 3D, 3E, 3F e 3QG).

DISCUSSAO

A eficacia de alguns inibidores de crescimento, dentre eles o DFB, tem
sido demonstrada ao logo dos anos (5, 13, 20, 27). Por interferirem na sintese de
quitina, ndo causam uma direta intoxicagdo da larva. A mortalidade ocorre pela
impossibilidade de se completar a ecdise e, quando isso acontece, também ocorre a
diminui¢ao de emergéncia de adultos e a reduco da fecundidade e fertilidade em
mosquitos (20). O aspecto negativo seria a sua agdo em mudas de outros insetos
que compartilham criadouros naturais. Com relagdo ao Ae. aegypti, esse aspecto
¢ irrelevante, pois esse mosquito apresenta habitos urbanos, desenvolvendo-se
preferencialmente em criadouros artificiais, oriundos de embalagens e artefatos
descartaveis e raramente compartilham esses criadouros com outros insetos. Com
relagdo a agua de consumo humano, proveniente de pogos freaticos ¢ armazenadas
em caixas d’agua e similares, o uso nao oferece perigo, pois o DFB atua basicamente
na sintese de quitina, durante o processo de muda e essa ¢ uma substancia restrita
aos artropodes. O inseticida testado em uma espécie de peixe, o pacu (Piaractus
mesopotamicus), foi considerado de baixa toxicidade (30).

Poucos estudos relatam os efeitos morfologicos do DFB e outros
inibidores de crescimento em larvas de culicineos (4, 5, 10, 14). Estudos
histologicos mostraram que um inibidor de crescimento atrasa a ecdise e reduz
drasticamente a espessura da cuticula da larva e da pupa (5). Diferentemente, os
efeitos histologicos relatados pelo DFB em larvas de Ae. aegypti (4) incluiram o
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espessamento da cuticula ¢ a vacuolizagdo das células do meséntero, revelando
que o DFB atinge ndo s6 o processo de muda, mas também o tubo digestorio, fato
relatado pela primeira vez.

Os resultados dos efeitos do DFB, observados em estereomicroscopio
¢ microscopia de varredura, incluiram o aumento do numero das cerdas que se
apresentaram mais delgadas e mais longas do que as larvas do grupo controle,
exibindo um padrio de enrolamento nos sulcos intersegmentares, o que provocou
maior constricdo em cada regido intersegmental. As epicuticulas formadas ndo
foram liberadas, acumulando-se nos espagos intersegmentares, fixadas internamente
por reforcos e externamente por longas e finas cerdas. Estas, além de impedirem a
liberagdo da velha cuticula, estrangulam certas por¢des segmentares num processo
sucessivo ¢ acumulativo, bloqueando o processo da ecdise, e consequentemente,
causando a morte da larva.

Chapman (6, 15) relata que, no processo de muda, as células normalmente
desenvolvem processos lamelares de refor¢o formados por pontes proteicas que se
fixam a cuticula velha e comegam a formar as dobras ecdisiais de maneira que a
superficie interna fique muito maior do que a externa. Em nossos experimentos, esse
mesmo processo foi observado na cuticula de larvas do grupo controle, entretanto
as larvas expostas a0 DFB apresentaram um processo de muda diferente do descrito
por Chapman (6). As analises feitas por meio de microscopio eletronico revelaram
que as epicuticulas se desprendem quase que totalmente da nova epicuticula
(ou endocuticula) e ndo possuem pontos de refor¢o normais. Esses pontos de
refor¢o, que deveriam estar no apice das microvilosidades, deslocam-se como
pontos eletrodensos (provavelmente granulos de cuticulina) distribuidos quase
que aleatoriamente, mas ndo no apice dessas microvilosidades onde se fixariam a
epicuticula velha ¢ a nova.

Assim como observado com o inibidor de crescimento methoprene (10),
a exposi¢do das larvas de Ae. aegypti ao DFB provocou alteragdes semelhantes
na cuticula, como a separa¢do incompleta da exocuticula para a nova camada de
cuticulina e procuticulina, a deficiéncia de formagdo da endocuticula, que mostrou
textura fina e homogénea sem pontos de reforgo, e a presenca de células epidermais
com estruturas vesiculares.

A ultraestrutura das células do meséntero de larvas de Ae. aegypti do
grupo controle foram idénticas as observagdes encontradas na literatura sobre este
assunto (2, 7, 10, 15, 28, 29). Foram encontradas células com microvilosidades
apicais, juncdes septadas, grande quantidade de reticulo endoplasmatico granular,
grande numero de mitocdOndrias e a presenca de um labirinto membranoso na base
sugerindo trocas i0nicas. Diferentemente, células do meséntero de larvas expostas
ao DFB apresentaram um arcabougo esponjoso, como se apenas estruturas do
citoesqueleto tivessem sido mantidas, enquanto todo o contetdo celular foi
gradativamente vacuolizado, ficando nitida a atuacdo desses larvicidas sobre as
células do tubo digestorio.
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Os estudos encontrados na literatura relatam as alteragdes em nivel
ultraestrutural provocadas nas células do meséntero por inibidores de crescimento
(4,5, 10). Nesses estudos, as larvas de Ae. aegypti submetidas a agdo do methoprene
apresentaram destrui¢do de mitocdndrias até mesmo com perda de cristas. Essa
mesma caracteristica também foi observada em larvicidas naturais, como o tanino
catéquico extraido da planta Magonia pubescens e o diterpeno labdano isolado de
Copaifera reticulata (2, 28, 29). No entanto, esses resultados nao foram observados
neste trabalho, pois as mitocondrias se apresentaram integras apos o tratamento
com o DFB, indicando que diferentes larvicidas causam diferentes danos em nivel
celular no epitélio do tubo digestorio.

Para o uso do DFB, ressalta-se a necessidade de treinamento dos agentes
de endemias e de conscientizagdo da comunidade, uma vez que o produto ndo é um
veneno e a morte da larva pela inibigdo da ecdise ndo ¢ imediata, portanto sua a¢ao
necessita de um periodo aproximado de uma semana, bem diferente daquilo que
ocorre com a intoxicacao pelos inseticidas quimicos sintéticos.
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