Y
‘.“
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DEPOS—GRADUAC}AO EM BIOLOGIA DA
RELACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

DANIELA BRAZ DOS SANTOS

Atividade larvicida da Copaifera langsdorffii  (Leguminosae),
evidenciada pelas alterac6es morfohistoldgicas em Aedes
aegypti (Diptera, Culicidae)

Goiania
2015



sistema de bibliotecas ufg U FG

TERMO DE ~CIENCIA E DE AUTORIZACAO PARA DISPONIBILIZ AR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS (TEDE) NA BIBLIOTECA DIGIT AL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de
Goias (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e
Dissertacdes (BDTD/UFG), sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n°
9610/98, o documento conforme permissfes assinaladas abaixo, para fins de leitura,
impressdo e/ou download, a titulo de divulgacdo da producédo cientifica brasileira, a partir
desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico : [ x] Dissertacao [ 1Tese
2. Identificac@o da Tese ou Dissertacao
Autor (a): Daniela Braz dos Santos
E-mail: danielabrazdossantos@gmail.com
Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [ x]Sim [ ]N&o
Vinculo empregaticio do autor
Agéncia de fomento: | Sigla: |
Pais: UF: | [ cCNPJ: |
Titulo: Atividade larvicida da Copaifera langsdorffii (Leguminosae), evidenciada pelas
alterag6es morfohistologicas em Aedes aegypti (Diptera, Culicidae)
Palavras-chave: Aedes aegypti, Copaifera langsdorffii, Atividade larvicida, alteracdo
morfohistologica
Titulo em outra lingua: Larvicidal activity Copaifera langsdorffii (Fabaceae), evidenced

by morphological histological changes in Aedes aegypti
(Diptera, Culicidae)

Palavras-chave em outra lingua: Aedes aegypti, Copaifera langsdorffii, larvicidal
activity, morpho-histological

Area de concentracéo:

Data defesa: 30/06/2015

Programa de Pés-Graduacao: Biologia da Relacdo Parasito-Hospedeiro
Orientador (a): | Prof. Dr. lonizete Garcia da Silva

E-mail; profionizete@yahoo.com.br

Co-orientador (a):*

E-mail:

*Necessita do CPF quando n&o constar no SisPG
3. Informacgbes de acesso ao documento:
Concorda com a liberacéo total do documento [ X ] SIM [ ] NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacéo eletronica, torna-se imprescindivel o
envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertacao.

O sistema da Biblioteca Digital de Teses e DissertagBes garante aos autores, que
0s arquivos contendo eletronicamente as teses e ou dissertacbes, antes de sua
disponibilizacéo, receberdo procedimentos de seguranca, criptografia (para ndo permitir
copia e extracdo de contelido, permitindo apenas impresséo fraca) usando o padrdo do
Acrobat.

Data: / /

Assinatura do (a) autor (a)

! Neste caso o documento ser4 embargado por atdaimpartir da data de defesa. A extens&o deste

prazo suscita justificativa junto a coordenacdeutgo. Os dados do documento néo seréo
disponibilizados durante o periodo de embargo.



DANIELA BRAZ DOS SANTOS

Atividade larvicida da Copaifera langsdorffii  (Leguminosae),
evidenciada pelas alteracdes morfohistolégicas em Aedes
aegypti (Diptera, Culicidae)

Dissertacao de Mestrado
apresentado ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia da Relacéo
Parasito-Hospedeiro da Universidade
Federal de Goias para obtencéo do
Titulo de Mestre

Orientador: Prof. Dr. lonizete Garcia
da Silva

Goiania
2015



Ficha catalografica elaborada automaticamente
com DS| dados fornecidos pelo(a) autor(a), sob orientac&o do Sibi/UFG.

Braz dos Santos, Daniela
Atividade larvicida da Copaifera langsdorffii (Leguminosae),
evidenciada pelas alteragdes morfohistologicas em Aedes aegypti
(Diptera, Culicidae) [manuscrito] / Daniela Braz dos Santos. - 2015.
i, 57 1.2l

Orientador: Prof. Dr. lonizete Garcia da Silva .
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) , Pregrama de Poés
Graduag&o em Biologia da Relag&o Parasito-Hospedeiro, Goidnia, 2015,

Bibliografia.

Inclui siglas, abreviaturas, lista de figuras.

1. Aedes aegypti. 2. Copaifera langsdorffi. 3. Atividade larvicida. 4.
Alteragdo morfohistologica. |. Garcia da Silva , lonizete , orient. II. Titulo.




Programa de Po0s-Graduacdo em Biologia das Relagbes  Parasito-
Hospedeiro da Universidade Federal de Goias

Aluno (a): Daniela Braz dos Santos

Orientador (a): Prof. Dr. lonizete Garcia da Silva

iv



DEDICATORIA...

Ao motivo da minha existéncia, meus pais, que tanto amo
Milson Arcanjo dos Santos (in memoriam)
e Leonice Braz dos Santos.



“Talvez nado tenha conseguido fazer o melhor, maslu  tei para que o
melhor fosse feito. Nao sou o que deveria ser, mas gracas a Deus néo
sSou 0 que era antes.”

(Marthin Luther King)

Vi



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter permitido que eu chegasse
onde estou com salde para continuar perseverando nesta longa caminhada.

Ao professor Dr. lonizete Garcia da Silva, do Laboratorio de Biologia e
Fisiologia de Insetos do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP/UFG), pela confianga, orientacdo e aprendizado ndo somente na
conclusdo desse trabalho, mas também na area de Entomologia e
Parasitologia.

A professora Dra. Heloisa Helena Garcia da Silva, do Laboratério de
Biologia e Fisiologia de Insetos do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica (IPTSP/UFG), pela amizade, colaboracdo e participacdo na
execucao dos bioensaios.

A professora Dra. Walquiria Arruda, do Laboratério de Estudos
Morfologicos do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB/UFG), pela
colaboragéo e ensinamentos na execucao dos ensaios morfohistoldgicos.

A professora Dra. Adelair Helena dos Santos, do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica (IPTSP/UFG), pela participagdo no exame de
qualificacao.

Aos técnicos Carmeci Natalina Elias, Edson de Castro e Judson
Regozino, do Laboratério de Biologia e Fisiologia de Insetos do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP/UFG), pelo apoio técnico durante
o desenvolvimento deste trabalho.

Ao mestrando do Programa de Pés-Graduacdo em Biologia da Relacéo
Parasito-Hospedeiro da UFG, Savio da Silva Cabral, pela grande amizade e
companheirismo em todos os momentos deste trabalho.

A minha familia e ao Petain José Ferreira Neto pela compreensao,
apoio e incentivo.

A todos aqueles que de uma forma direta ou indireta colaboraram na
realizacdo e conclusdo deste trabalho, minha sincera gratiddo e

reconhecimento.

vii



SUMARIO

1o 11 = LS X
Siglas € abreViaturas. ...........o o Xi
RESUMIO ... et e e e et e e e e e e eeaanas Xii
ADSTITACT . ... Xiii
1 ReVISA0 da lITEratura .......ccuueeiieie e 1
1.1 HiStOrico dO ViruS eNQUE .......eevvviieiiiiiieiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 1

1.2 CaracteristiCas dO VIIUS ..........eueeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 4

1.3 Historico do Aedes aegypti N0 Brasil...........ccuvveeeieeeeeieiiieiieeeeennnnen. 7
N To [T o T=T 0 )Y/ o S 8

1.4.1 Morfologia da larva............cccoeeieeeiiiiiiiiiiiiee e 11

1.5 CoNtrole dO VELOK .....covviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeee ettt 14

1.5.1 Resisténcia aos iNSeticidas ...........ccoevererriiiiiniis 17

1.5.2 Extratos botéanicos no controle de Aedes aegypti .......... 17

1.6 Copaifera 1angsdorffii.........ccccvvveriiiiiiiie e 19

1.6.1 HistOria da planta.............ccceeeeeeeeeiiieeiiiiiee e 20

1.6.2 Distribuicdo geografica............cccvvvevviiiiiii e 21

1.6.3 Utilizacao do Oleo-reSina.........ccccevvvevvviiiieee e 21

2 JUSHFICALIVAL ... ettt eeeeeaeene 23
K@ ] o] =3 110 PSSR 24
oL GeIAL .. 24

3.2 ESPECITICO . 24

7Y =3 (o T [0 1 ST PPPPPPPPPPPPPP 25
4.1 Obtencéo das larvas de Aedes aegypti.......ccccvevvvrvviiieieeeeerennnnnns 25

viii



4.2 Obtencédo do 6leo-resina e da fracdo hexanica CLH3; de Copaifera

P2 T o [T (o] o 1 R 25

4.3 Bioensaio com o0 Oleo-resina e com a fracdo hexanica CLH3 de
Copaifera 1angSaOril........ocooeiiiieiiii e 25

4.4 Analise histolOgiCa.........cccoeveieiiii 26

4.5 Analise estatistiCa.........ccoeeeeeeiieie 27

5 RESUIAUOS .....oeviiiiiiiiiiiiiiieeiee ettt e e e e e eeeeeees 28
5.1 Analise do bioensaio com o 6leo-resina e com a fracdo hexanica

CLH3 de Copaifera 1angsdorffii ........ccoeeeeeeeiieeiiiiiiiee e 28

5.2 Analise morfohistoldgiCa.........ocoeeevvvveeiiiiiiie e, 29

5.2.1 GrupO CONLIOIE ...coeveeeiiiicee et 29

5.2.2 Tratamento com o Oleo-resina de Copaifera langsdorffii 32

5.2.3 Tratamento com a fracdo hexanica CLHz de Copaifera

[ANGSAOIII. ... 36
B DISCUSSEIO ...ceeviiiiiiiiiii ittt ettt et e et et e e et e e e e e e eeenees 40
T CONCIUSOES ...ttt e e e e e e e e e e eeas 42
RETEIENCIAS ... 43



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

FIGURAS

Ciclo Biologico do Aedes aegypti. Adulto (A), ovos (B), larva
de 1° estadio (C), larva de 2° estadio (D), larva de 3° estadio
(E), larva de 4° estadio (F) e pupa (G) (Geris et al. 2012). .. 9

Representacdo esquematica do tubo digestério da larva de
Aedes aegypti. Adaptado de Gallo et al. 2002. ................... 12

Espécime de Copaifera langsdorffii Desf. (A) aspecto
arboreo da planta, (B) aspectos da morfologia do fruto e da
semente e (C) aspecto das flores. .......cccceevvviiiiiiiiiiiiiennnn. 20

Taxa de mortalidade das larvas de Aedes aegypti apos 24
horas de exposicdo a diferentes concentracdes do Oleo-
resina de Copaifera langsdorffii. .........cccovvveviviiiiiiiiciienen, 28

Fotomicrografias de sec¢des em resina de larvas 3° estéadio
de Aedes aegypti, do grupo controle, coradas por HE. ...... 31

Fotomicrografias de seccfes em resina da regido mediana e
posterior do meséntero de larvas 3° estadio de Aedes
aegypti submetidas por 12 horas ao 6leo-resina de Copaifera
langsdorffii, corados por HE. .........c.cccceeiiiiiiieeeiiiceeee e 33

Fotomicrografias de sec¢des em resina de larvas 3° estéadio
de Aedes aegypti submetidas por 24 horas ao 6leo-resina de
Copaifera langsdorffii, corados por HE. .............cccvveviinins 35

Fotomicrografias de sec¢des em resina de larvas 3° estéadio
de Aedes aegypti submetidas por 12 horas a fracdo
hexanica CLH3 do Oleo-resina de Copaifera langsdorffii,
corados Por HE. ... 37

Fotomicrografias de seccbes em resina de larvas 3° estadio
de Aedes aegypti submetidas por 24 horas a fracéo
hexanica CLH; do Oleo-resina de Copaifera langsdorffii,
corados Por HE. ... 39



BHC

Bs

Bti

CDC

CHIKV

DENV

DDT

DFB

DMSO

e.b.e.

FHD

HE

PAHO

SCD

uvB

WHO

ZIKV

SIGLAS E ABREVIATURAS

benzenohexacloro
Bacillus sphaericus

Bacillus thuringiensis var israelensis

Centers for Disease Control and Prevention
virus chikungunya

virus dengue
dicloro-difenil-tricloroetano
diflubenzuron

dimetilsulfoxido

extrato bruto etandlico

febre hemorragica do dengue
hematoxilina-eosina

Pan American Health Organization
sindrome do choque do dengue

ultrabaixo volume

World Health Organization

zika virus

Xi



RESUMO

A principal espécie transmissora dos sorotipos do virus dengue € o Aedes
aegypti, 0 mosquito mais competente e mais adaptado ao ambiente urbano e
antropico. As medidas de controle dessa doenca ainda estédo
prioritariamente sobre o vetor. Recentemente, diversos estudos tém
evidenciado o uso de substancias de origem botanica com potencial
inseticida no controle de Ae. aegypti, como alternativa frente a resisténcia
aos inseticidas convencionais. A eficacia do Oleo-resina de Copaifera
langsdorffii no controle das larvas de Ae. aegypti demonstrada em trabalhos
de campo, sinaliza a possibilidade promissora desse composto botanico
para o controle desse vetor requerendo estudos que esclarecam o0 seu
mecanismo de acdo. Dessa forma, propde-se demonstrar 0 mecanismo do
processo de mortalidade em larvas de terceiro estddio de Ae. aegypti,
através de estudos morfohistologicos. As larvas de Ae. aegypti foram
submetidas as solugbes de 6leo-resina e fragdo hexanica de C. langsdorffii
nas concentracoes de 70 ppm e 80 ppm, respectivamente. Posteriormente
coletadas nos intervalos de tempo de 6 horas, 12horas e 24horas. Foram
fixadas em paraformaldeido a 4% com tampéao fosfato de sédio 0,1 M pH
7,2, incluidas em resina, montadas, coradas pela hematoxilina-eosina e
analisadas por microscopia de luz. O 6leo-resina e fracdo hexanica de C.
langsdorffii, causaram a morte das larvas pela destruicdo das células da
regido posterior do meséntero, por meio de intensa vacuolizagcédo
citoplasmatica, formacéo de vesicula citoplasmatica apical, degeneracéo do
bordo em escova, aumento do volume celular e a dobra na matriz peritrofica.
As alteracbes descritas neste trabalho demonstram como compostos
bioativos desencadeiam a degeneragao celular e aceleram o rompimento
celular.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Copaifera langsdorffii, Atividade larvicida,
alteragdo morfohistolégica
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ABSTRACT

The main transmitter species of serotypes of the dengue virus is Aedes
aegypti, the most competent mosquitoes and more adapted to urban and
man-made environment. The control measures of this disease are still mainly
on the vector. Recently, several studies have shown the use of botanical
origin of substances with potential insecticide in control of Ae. aegypti,
alternatively opposite resistance to conventional insecticides. The efficacy
oleoresin of C. langsdorffii the control of Ae. aegypti demonstrated in field
work, signals the promising possibility of this botanical compound to control
this vector requiring studies to clarify the mechanism of action. Thus, it is
proposed to establish the mechanism of death process in the third stage
larvae of Ae. aegypti through morfohistologic studies. The larvae of Ae.
aegypti were subjected to oil-resin solutions and hexane fraction C.
langsdorffii in concentrations of 70 ppm and 80 ppm, respectively.
Subsequently collected in time intervals of 6h, 12h and 24h. They were fixed
in 4% paraformaldhyde in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.2, embedded
in resin, mounted, stained with hematoxylin-eosin and analyzed by light
microscopy. The oil-resin and hexane fraction C. langsdorffii, caused the
death of the larvae by the destruction of the posterior cells of the midgut
region through cytoplasmatic vacuolation, apical cytoplasmic vesicle
formation, lip brush degeneration, increased cellular volume and fold in
peritrophic matrix. The changes described in this paper demonstrate how
bioactive compounds can trigger cell degeneration and accelerate cell
disruption.

Keywords: Aedes aegypti, Copaifera langsdorffii, larvicidal activity, morpho-
histological
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1 REVISAO DA LITERATURA

Diante do cenéario mundial das epidemias nas ultimas décadas a doenca
febril aguda de etiologia viral (virus dengue — DENV), popularmente conhecida
como dengue, foi uma das doencgas que se propagou mais rapidamente, sendo
considerada emergente e reemergente, de grande relevancia devido a
mortalidade e morbidade. Estima-se que mais de um terco da populacdo
mundial viva em potenciais areas de infec¢do, especificamente nos paises
tropicais cuja temperatura e umidade favorecem a proliferacdo do mosquito
vetor. Em média 400 milhdes de pessoas sao infectadas anualmente (WHO
2009, CDC 2015).

Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude, até a semana
epidemiologica 15, que corresponde a primeira semana do més de maio de
2015, foram notificados 745.957 casos de dengue no Brasil dos quais 229
evoluiram para Obito. Mais da metade desses casos sdo procedentes da regido
Sudeste e Centro-Oeste. A prevaléncia viral identificada foi exposta de acordo
com 0s percentuais de seus sorotipos, em ordem decrescente: DENV-1 (92,7%),
seguido de DENV-4 (6,4%), DENV-2 (0,6%) e DENV-3 (0,2%) (Ministério da
Saude 2015a).

Em Goias, de acordo com o Boletim Semanal de Dengue da Secretaria da
Saude (2015), da Semana Epidemiolégica 21 (periodo de 04/01/2015 a
30/05/2015), foram notificados 133.907 casos de dengue, com 26 Obitos. O
numero de casos de dengue confirmados totalizou 40.537. Destes, 580 foram
pelo sorotipo DENV-1 e 111 pelo sorotipo DENV-4. Os municipios goianos com
maior niumero de casos notificados de dengue foram: Goiania, Aparecida de
Goiania, Anapolis e Jatai. Estes numeros comparados com os dados do ano de
2014 evidenciaram um aumento de aproximadamente 64%, no nimero de casos

da doenca.



1.1 Histdrico do virus dengue

Os primeiros relatos histéricos encontrados na Enciclopédia chinesa de
sintomas e remeédios durante a Dinastia Jin (265 a 420 d.C.), Dinastia Tang (610
a.C.) e Dinastia Norte Sung (992 a.C.), descrevem sobre uma doenga conhecida
pelos chineses como “veneno da agua” ou “dgua envenenada”, pois acreditavam
estar associada aos insetos proOximos a agua, e 0s sintomas descritos
apresentavam caracteristicas semelhantes aos conhecidos do dengue
atualmente (Howe 1977).

No oeste da india Francesa e no Panama, nos anos de 1635 e 1699
respectivamente, foram descritos surtos epidémicos de uma doenca febril aguda
prolongada (Martinez-Torres 1990).

Em meados de 1778, Benjamin Rush descreveu clinicamente uma
epidemia de “febre remitente biliar” ou “febre quebra ossos” na Filadélfia, cidade
gue se encontra na costa leste dos Estados Unidos da América. Em 1779, David
Bylon relatou sobre uma epidemia denominada “Knokkel-koorts” ou “febre das
juntas” em Jakarta (Indonésia) (Martinez-Torres 1990, Vasilakis et al. 2010).
Apesar de a doencga ter sido conhecida por diversos nomes refletindo as
etimologias culturais e geogréficas, foi adotado universalmente o termo dengue
(Vasilakis & Weaver 2008). Acredita-se que o nome dengue tenha surgido no
arquipélago de Zanzibar (Tanzénia) situado na margem leste-africana, e faz
referéncia a frase nativa “Ki-denga Pepo”, que significa pancada ou golpe dado
por um mau espirito (Halstead 1971, Gubler 1997).

Os primeiros registros de uma provavel epidemia do dengue surgiram
simultaneamente na llha de Java na Indonésia (Asia) e no Cairo (Egito - Africa)
em 1779. A partir de entdo, varios possiveis surtos de dengue foram registrados
em diferentes paises, possivelmente relacionados ao desenvolvimento dos
meios de transportes comerciais através do trafico de escravos e da atividade
mercantil entre as regides geograficas, destacando-se: em 1823 e 1870 no
Zanzibar, (Tanzania - Africa); nos anos de 1824, 1853, 1871 e 1905, em Calcuta
(india - Asia); no Caribe (América Central) e na Costa Atlantica dos EUA
(América do Norte) em 1827, 1848 e 1850; nos anos de 1879, 1885 e 1897 na
Australia (Oceania); e 1901, em Hong Kong (China - Asia). Entretanto, existem

controvérsias se realmente todos esses surtos epidémicos foram consequéncias



do DENV ou do virus Chikungunya (CHIKV), clinicamente semelhantes (Kimura
& Hotta 1944, Howe 1977, Henchal & Putnak 1990).

No ano de 1943, durante uma epidemia ocorrida em Nagasaki no Japao
(Asia), Kimura conseguiu isolar clinicamente o sorotipo DENV-1, a cepa recebeu
a denominagéo de Mochizuki (Kimura & Hotta 1944, Zulkarnain et al. 1994).

Sabin e Schlesinger, em 1945, isolaram a partir de soros de soldados
duas outras cepas, no Havai e em Nova Guiné. Constatando-se que se tratava
de cepas com caracteristicas antigénicas diferentes que passaram a ser
denominadas como diferentes sorotipos do mesmo virus. Em 1953, dois novos
sorotipos DENV-3 e DENV-4 foram isolados durante uma epidemia ocorrida em
Manila, Filipinas (Sabin 1952, Hammon et al. 1960, Martinez-Torres 1990).

Scherer (1968) sugeriu uma classificagcdo do DENV ao comité da World
Health Organization (WHO). As cepas isoladas do Japdo e Havai foram
classificadas como DENV sorotipo 1, da Nova Guiné em DENV sorotipo 2 e 0s
isolados do sudeste asiatico como DENV sorotipo 3 e 4, de acordo com suas
caracteristicas antigénicas.

Até entdo, as epidemias por DENV eram caracterizadas como doencas
brandas, mas apds a Segunda Guerra Mundial devido a circulacdo de varios
sorotipos em uma mesma area geografica e mudancas ecologicas, surgiu a
febre hemorragica do dengue (FHD), uma forma grave da doenca (Gubler 1997,
Kuno 2007).

Nas Filipinas (Asia), em 1953, foi relatado o primeiro surto de FHD, porém
a confirmac&o ocorreu em 1958 com uma epidemia na Tailandia (Asia). Por volta
da década de 1960 foi comprovada a circulacdo viral dos sorotipos DENV-2 e
DENV-3, e surtos epidémicos do FHD alastraram-se por varios paises do
Sudeste Asiatico, tais como Vietnd do Sul (1960), Cingapura (1962), Malésia
(1963), Indonésia (1969) e Mianmar (1970) (Henchal & Putnak 1990, Martinez-
Torres 1990, Gubler 1997).

Nas Américas, o0s registros documentados sobre o dengue sédo de 1827,
com epidemias no Caribe e na Costa Atlantica dos EUA; entre 1848 e 1850, nas
cidades de Havana e Nova Orleans; e nos anos de 1879/1880, em Cuba,
Panama, Porto Rico, llhas Virgens e Venezuela (Halstead 2006, WHO 2011).

Durante a década de 1950 houve um siléncio epidemiologico. A

reintroducéo e intensificagdo do DENV ocorreram na década posterior, com a



reemergéncia dos sorotipos DENV-2 e DENV-3. No ano de 1981, em Cuba, foi
notificado o primeiro relato de FHD fora do continente asiatico causado pelo
sorotipo DENV-2. Este fato foi considerado o evento epidemiolégico mais
importante nas Américas, alcancando em 1989 a Venezuela, e no ano seguinte
o Brasil (Ministério da Saude 2005, Halstead 2006, WHO 2011).

No Brasil a primeira epidemia de dengue documentada pelo Ministério da
Saude e confirmada, laboratorialmente, foi causada pelos sorotipos DENV-1 e
DENV-4, entre 1981 e 1982, na cidade de Boa Vista (Roraima). Em 1986 nos
estados do Rio de Janeiro, Alagoas e Ceard também foram registradas
epidemias de dengue. A introducdo dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 foram,
respectivamente, em 1990 e 2000, no estado do Rio de Janeiro, épocas também
do aparecimento dos primeiros casos de FHD (Nogueira et al. 1999, Ministério
da Saude 2005, Teixeira et al. 2005, Villabona-Arenas et al. 2014).

Em Goias, na cidade de Goiania, o dengue foi reintroduzido no periodo de
1993 e 1994. Em 2008, o sorotipo DENV-4 foi registrado no Brasil como um
importante patdgeno, e no periodo de 2010-2011 provocou grandes surtos.
Desde entdo, os quatro sorotipos do virus circulam descontroladamente em
quase todo o territorio brasileiro, sugerindo uma hiperendemicidade associada
ao aumento da transmissao e surgimento da FHD (Silva et al. 1991, Ministério
da Saude 2005, Villabona-Arenas et al. 2014).

1.2 Caracteristicas do virus

O virus dengue (DENV) € um Flavivirus transmitido pelo Ae. aegypti,
apresenta formato icosaédrico, com 45 a 55 nanbmetros de diametro, é
envelopado e seu material genético consiste em uma fita simples de RNA (Kuhn
et al. 2002).

Os Flavivirus sdo considerados de grande importancia médica, pois
causam diversas doencas ao ser humano como a febre amarela, febre zika,
dengue e as encefalites, japonesa e do oeste do Nilo, dentre outras (Leyssen et
al. 2000, Figueiredo 2007, Gould & Solomon 2008).

Segundo critérios bioldgicos e sorolégicos, sdo conhecidos cinco
sorotipos geneticamente distintos DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4

(Figueiredo 2000, Rodriguez-Barraquer et al. 2011) e, recentemente descrito, o



DENV-5 (Normile 2013), que foi isolado de um paciente na Tailandia (Asia) com
0 quadro clinico grave. A identificacdo e a caracterizacdo do DENV-5 foram
feitas por meio de sequenciamento, analise do genoma e a confirmacéo atraves
de sorologia (Mamani 2014).

A transmissao do virus ao ser humano ocorre pela picada da fémea do
Ae.aegypti que para completar seu ciclo gonotrofico, realiza varios repastos
sanguineos e se contamina por um dos cinco sorotipos do DENV, ao realizar a
hematofagia em uma pessoa infectada. Apos intervalo de 8 a 12 dias do repasto
sanguineo, o que corresponde ao periodo de incubacdo viral, a fémea do
mosquito se torna apta a transmitir o virus. A partir de entdo, existe também a
possibilidade de transmitir o0 virus para sua progénie por meio da transmissao
transovariana natural, contribuindo com a persisténcia do DENV na natureza
(Gunther et al. 2007, Cecilio et al. 2009, Le Goff et al. 2011, Martins et al. 2012,
Espinosa et al. 2014).

Pode ocorrer também a transmissdo mecanica, quando o repasto
sanguineo é interrompido ou a fémea ndo esta completamente ingurgitada e
imediatamente se alimenta de outro hospedeiro (Barata et al. 2001).

Estudos apontam que a circulagdo viral do DENV proporciona a
compreensao dos caminhos da transmissao em diferentes areas habitadas pelo
ser humano, visto que ao longo da histéria da humanidade a disseminacéo do
virus tem acompanhado o homem e suas atividades. Como exemplo, podem-se
citar os empreendimentos, o desenvolvimento das cidades, os reservatorios
domeésticos de abastecimento publico de agua das cidades, as migracfes, a
urbanizacdo desordenada, as inadequadas condicfes de moradia, a destinacao
impropria de residuos sélidos, a globalizacdo, o desenvolvimento da industria
automobilistica, as mudancas climaticas decorrentes do aquecimento global e o
trafego aéreo e terrestre (Donalisio & Glasser 2002, Tauil 2002, Teixeira et al.
2002, Marqgues et al. 2013).

O dengue é caracterizado como uma doenca urbana, registrada
principalmente em areas superpovoadas, embora surtos em regides rurais sejam
notificados. A maior incidéncia do dengue esta relacionado ao periodo de
estacdo chuvosa e as altas temperaturas, quando aumentam as cole¢cbes de

agua parada que funcionam como potenciais criadouros. A principal espécie



transmissora dos sorotipos virais € o Ae. aegypti, 0 mosquito mais adaptado ao
ambiente urbano e antrépico (Souza et al. 2010, Marques et al. 2013).

A espécie Ae. albopictus, também esta associada ao ciclo de transmisséo
do DENV. E originario do sudeste asiatico, mas pode ser encontrado em outras
regides de clima tropical, subtropical ou temperado, e apresenta maior tolerancia
ao frio do que o Ae. aegypti. No Brasil tem sido considerado como vetor
secundario na transmissdo do DENV, tendo maior importancia epidemiolégica
em paises asiaticos. Como apresenta ampla valéncia ecoldgica, tem sido
encontrado em ambientes urbanos, periurbanos e silvestres, podendo
estabelecer a ponte e a transferéncia de virus como da febre amarela e de
encefalites entre um e outro ambiente (Chiaravalloti Neto et al. 2002, Santos
2003).

As manifestagbes clinicas do dengue variam desde quadros
assintomaticos a quadros sintomaticos, moderados a graves, independente do
sorotipo. O periodo de incubacéo varia de 3 a 14 dias, em média 4 a 7 dias. As
caracteristicas clinicas podem se manifestar de forma assintomatica, dengue
classico, FHD ou sindrome do choque do dengue (SCD). Os sintomas podem
variar conforme a faixa etaria, tempo de infeccdo, estado imunitario e genético
do paciente e sorotipo (Gibbons & Vaughn 2002, Halstead 2002, WHO 2009).

A sintomatologia do dengue classico € caracterizada pela presenca de
febre alta, cefaleia (principalmente na area retro-orbital), mialgia, artralgia,
nauseas, vomitos, exantema e as manifestacbes hemorragicas como as
petéquias. A FHD se diferencia do dengue classico devido a um aumento na
permeabilidade vascular e trombocitopenia, consequentemente ocorre
hemoconcentracdo e diminuicdo na pressdo sanguinea. Nos casos graves da
FHD, o quadro pode evoluir para a SCD, que é caracterizado por permeabilidade
vascular subita gerada por citocinas liberadas quando as células T atacam as
células infectadas com o virus, seguido de hemoconcentracdo, faléncia
circulatéria e oObito (Ministério da Saude 2005, Halstead 2007, WHO 2011,
Andrade et al. 2013).

Foram relatados no Brasil casos de infeccdo simultéanea, por exemplo,
dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 em um paciente de Cuiaba (Mato Grosso), e
dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 em Fortaleza (Ceara). A infeccado por um dos

sorotipos do DENV confere imunidade apenas para 0 mesmo sorotipo, ou seja,



nao gera imunidade permanente contra 0s outros sorotipos (Pessanha et al.
2011).

1.3 Histdrico do Aedes aegypti no Brasil

Através da histéria de surtos epidémicos, aceita-se que em 1686 havia a
presenca do Ae. aegypti na Bahia e em Pernambuco como vetor da febre
amarela. Cinco anos depois, 0 governo brasileiro colocou em pratica,
oficialmente, a primeira Campanha Sanitaria de Combate ao Vetor, na cidade de
Recife. O sucesso da campanha contribuiu para a erradicacdo do mosquito, e
por 100 anos o Brasil se viu livre da febre amarela. Em meados de 1846 o Ae.
aegypti reapareceu no pais, provocando epidemias de dengue em Séo Paulo,
Salvador e Rio de Janeiro. Entre 1850 e 1899, o mosquito se propagou pelo pais
seguindo as hidrovias, promovendo diversos surtos da doenca em praticamente
todo o pais. Os primeiros registros na literatura médica sdo datados de 1916 na
cidade de S&o Paulo, e em 1923 na cidade de Niterdéi, porém sem confirmacéo
laboratorial (Meira 1916, Pedro 1923, Franco 1969).

Em 1901 na cidade de Sorocaba (SP), Emilio Ribas adota medidas de
combate ao Ae. aegypti, vetor urbano da febre amarela. Paralelamente, em
1903, Oswaldo Cruz (Diretor Geral de Saude Publica) cria o Servi¢co de Profilaxia
da Febre Amarela e implanta o programa de combate ao mosquito por meio de
instrucdes e “conselhos ao povo” publicados na imprensa (Franco 1969,
FUNASA 2001).

Em 1908 o médico e pesquisador do Instituto Soroterapico Federal
(atualmente Instituto Oswaldo Cruz) Antonio Gongalves Peryassu publicou seu
trabalho intitulado “Os Culicideos do Brasil” descrevendo o ciclo de vida, os
habitos e a biologia do Ae. aegypti. Seus estudos revelaram informacdes
importantes sobre a resisténcia do ovo a dessecacdo, a produtividade dos
criadouros e a relacdo do mosquito com a temperatura e a densidade
populacional, contribuindo para a erradicacdo do mosquito no territorio brasileiro
(Lourenco-de-Oliveira 2008).

No ano de 1931, o governo brasileiro convida e assina um contrato com a
Divisdo Sanitaria Internacional da Fundac&o Rockfeller para auxiliar no combate
a febre amarela, ampliando o servi¢co de profilaxia da febre amarela para todo o

territorio nacional, visando a eliminag&o dos focos e a utilizagdo de petréleo para



evitar a formag&o de novos focos. Em 1957 o Brasil anuncia a erradicacdo da
doenca e na Conferéncia Sanitdria Pan-americana, em Porto Rico no ano de
1958, é declarada a erradicacdo do Ae. aegypti do territorio brasileiro (Franco
1969).

Em 1967 o vetor reaparece e, subsequentemente, se consegue uma nova
erradicacdo, seguida de nova reintrodugdo em 1976. Em 1987 a espécie foi
introduzida no Estado de Goias, e no ano de 1990 foi relatada sua ocorréncia
em praticamente todos os bairros da capital, Goiania. Desde entédo, a presenca
desse mosquito ocorre em praticamente todo o territério nacional. E em julho de
1986, outra espécie transmissora do DENV, Ae. albopictus foi introduzida no
pais (Osanai et al. 1983, Silva et al. 1991, FUNASA 2001).

1.4 Aedes aegypti

Ae. aegypti (Diptera, Culicidae) apresenta desenvolvimento holometabolo
e duas fases de desenvolvimento em seu ciclo bioldgico (Figural), sendo uma
aguatica caracterizada pelos estadios de ovo, larva e pupa; e a segunda fase
terrestre que corresponde ao adulto alado (Geris et al. 2012).

Os ovos possuem formato eliptico com contorno alongado e fusiforme,
medem aproximadamente um milimetro de comprimento. No instante inicial da
oviposicdo s&do brancos, em seguida adquirem uma coloracdo escura. S&o
ovipostos individualmente pela fémea, em colecbes aquaticas adjacentes a
superficie da agua (Forattini 2003).

O desenvolvimento embrionério ocorre 48 horas apds a postura dos ovos
em condig6es favoraveis de umidade, luminosidade e temperatura. Os ovos sdo
resistentes a dessecacgdo e seu periodo de quiescéncia pode variar de alguns
meses ou até mais de um ano, fato que contribui para a dispersédo passiva do
inseto (Silva & Silva 1999, Silva & Silva 2000, Silva et al. 2003).
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Figura 1. Ciclo Biolégico do Aedes aegypti. Adulto (A), ovos (B), larva de 1°
estadio (C), larva de 2° estadio (D), larva de 3° estadio (E), larva de 4° estadio
(F) e pupa (G) (Geris et al. 2012).

As larvas emergem apos a embriogénese dos ovos e passam por quatro
estadios larvais denominados L;, Ly, L3 e L4 (Figura 1), caracterizados pelo
desprendimento do exoesqueleto, fendbmeno conhecido como ecdise. Alguns
fatores ambientais podem interferir no desenvolvimento larval, tais como a
temperatura; a luminosidade; a salinidade; os movimentos na agua; os poluentes
organicos e inorganicos, predadores naturais, entre outros. Sao aquaticas e
providas de grande motilidade sinuosa (Silva & Silva 2000, Forattini 2003,
Becker et al. 2010).

O estagio de pupa é caracterizado pelo processo de transicdo quando
ocorrem profundas transformacdes que levam a formacédo do adulto, durante
esse periodo ndo se alimentam, e respiram através das trompetas. A pupa é
dividida em cefalotérax e abdémen (Forattini 2003).

O adulto vive em média de 55 a 60 dias (fémeas) e 30 a 35 dias

(machos), mede menos de um centimetro, representa a fase reprodutora da



espécie e é alado, fato importante na dispersdo. Possui caracteristicas
especificas, predominando a colora¢do escura que contrasta com as escamas
ornamentais prateadas, dois tufos de escamas prateadas no clipeo, escamas
claras nos tarsos e palpos, e no escudo um desenho semelhante a uma “lira”.
Nos espécimes mais longevos as escamas do escudo podem cair, dificultando a
identificacdo da espécie. O macho se diferencia da fémea por possuir antenas
plumosas e palpos mais longos. Alimenta-se de seivas das plantas e a fémea é
hematofaga (Silva et al. 1999, Forattini 2003, Becker et al. 2010, Geris et al.
2012).

As evidéncias faunisticas indicam que sua origem esteja ligada a Regiao
Afrotropical, onde € possivel encontrar populacdes selvagens e antropicas.
Provavelmente, o habitat larval seria buracos em arvores, e a alimentacdo
sanguinea proveniente de animais (Brown et al. 2011/2013, Powell &
Tabachnick 2013).

Inicialmente foi descrito por Linnaeus em 1762, no Egito, motivo do qual
seu epiteto especifico ser “aegypti”. Sua distribuicdo era restrita as regiées do
Velho Mundo, porém, atualmente é considerado cosmopolita, pois se encontra
em praticamente todos os continentes nas regides tropical e subtropical.
Acredita-se que sua introducdo no continente americano esteja relacionada ao
trafego maritimo comercial entre a Africa e as Américas, por volta dos séculos
XV até o XIX, por meio das formas imaturas, como 0s ovos dentro de barris de
agua nas embarcacdes (Brown et al. 2011 / 2013, Powell & Tabachnick 2013).

A densidade populacional desse mosquito esta relacionada ao periodo
chuvoso, mas ele também consegue manter seu nivel populacional na estacao
de seca. Seus habitos alimentares concentram-se no periodo diurno, sendo
maior no periodo vespertino, mas também pode se alimentar a qualquer horario
do dia e na fonte sanguinea mais préxima, preferencialmente o homem ou outro
animal que esteja proximo de um possivel criadouro (Silva et al. 2002, Forattini
2003, Souza et al. 2010).

No Brasil, o Ae. aegypti transmite dengue, febre amarela urbana, febre
Chikungunya e febre zika. Nos ultimos meses, foram notificados 3.657 casos
autoctones suspeitos de febre Chikungunya nos estados do Amazonas, Amapa,
Ceara, Distrito Federal, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Parana,

Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Roraima e S&o Paulo (Pialoux
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et al. 2007, Sudeep & Parashar 2008, Albuguerque et al. 2012, Ministério da
Saude 2015a).

A febre de Chikungunya € uma doenca febril aguda com manifestacdes
clinicas semelhantes ao DENYV, incluindo artralgia intensa e persistente, artrite e
erupcdes cutaneas. O CHIKV pertence a familia Togaviridae e ao género
Alphavirus (Parola et al. 2007, Swaroop et al. 2007, Staples et al. 2009, PAHO
2011).

Recentemente, o Ministério da Saude divulgou a confirmacéo, por critério
laboratorial, de 16 casos de zika virus (ZIKV) no pais, sendo oito casos na Bahia
e oito no Rio Grande do Norte. O ZIKV pertence a familia Flaviviridae,
filogeneticamente proximo ao DENV e também € transmitido pela picada do
mosquito Ae. aegypti. Foi isolado em 1947, na floresta Zika em Uganda (Africa).
(Hayes 2009, Ministério da Saude 2015b).

A febre zika é uma doenca viral com sintomatologia semelhante ao DENV
e CHIKYV, os sintomas mais comuns sao febre baixa, artralgia, mialgia, cefaleia,
edema de membros inferiores, hiperemia conjuntival ndo purulenta, exantema
maculopapular em face, pescoc¢o, tronco e bracos. Com menos frequéncia,
pacientes podem apresentar dor retro-orbital, anorexia, vomitos, diarreia ou dor
abdominal. Porém, em alguns casos a infeccdo pode ser assintomatica. A
doenca é autolimitada, com duracéo de 4 -7 dias (Hayes 2009, PAHO 2015).

1.4.1 Morfologia da larva

O aspecto do corpo € vermiforme e dividido em cabeca, torax e abdome,
sendo os dois primeiros globosos e o abdome com formato semicilindrico
possuindo oito segmentos com cerdas distribuidas ao longo do corpo. No
abdome, o segmento posterior e anal possui quatro branquias lobuladas que
auxiliam na osmoregulacdo e um sifao respiratorio que é colocado na superficie
da agua para respiracdo traqueal. A larva sobe a superficie para realizar a
respiracdo, ficando praticamente em posicao vertical. S8o sensiveis a luz e a
movimentos na agua, se refugiando no fundo do criadouro (FUNASA 2001,
Forattini 2003, Becker et al. 2010).

A cabeca é revestida por um conjunto de escleritos, um par de antenas e

de olhos compostos por 1 a 5 grupos de ocelos laterais. As pecas bucais s&o
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constituidas por epifaringe, mandibulas, maxilas, hipofaringe e labios; o aparelho
bucal é do tipo mastigador-raspador. As mandibulas sao dentadas e as maxilas
contem pentes capazes de limpar as escovas do labio. Os dentes e as cerdas
auxiliam na trituracdo do alimento. As escovas orais ou palatais sdo constituidas
por um par de escovas laterais e um par de escovas medianas, que quando em
movimento provocam correntes de agua que trazem os alimentos para a boca
(Forattini 2003).

O tubo digestorio (Figura 2) é dividido morfologicamente em estomodeo
(intestino anterior), meséntero (intestino médio) e proctodeo (intestino posterior).
E revestido por uma Unica camada de células epiteliais apoiadas em uma
membrana basal e circundado por fibras musculares estriadas, longitudinais e
circulares com a funcdo de realizar e controlar os movimentos peristalticos
(Chapman 1998, Arruda et al. 2003, Barreto et al. 2006).

meséntero

estomodeo ! anterior men:llann puatenur proctodeo

matriz espaco

peritréfica endoperitréfico 31/

S __flr-ﬁ_w

espa;n
subperitrifico t|_|b|_|||:|5 de

ceco
gastrico Malpighi

Figura 2. Representacdo esquematica do tubo digestério da larva de Aedes
aegypti. Adaptado de Gallo et al. 2002.

O estomodeo tem origem embrionaria ectodérmica, constituido por
células achatadas, revestido internamente por uma bainha cuticular, e né&o
participa dos processos de secrecio e absorcdo. E formado pela faringe e pelo
esb6fago, fino e muscular. Internamente, encontra-se a valvula cardia que é
revestida por uma camada quitinosa e tem como funcao evitar o regurgitamento,
e impulsionar o alimento para frente. Os cecos gastricos estdo associados as

células do meséntero. Em volta da superficie externa do tubo digestério
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visualiza-se o ramo traqueal (Chapman 1998, Forattini 2003, Barreto et al.
2006).

O meséntero é responsavel pelos processos de producdo e secrecao
enzimatica e também absorcdo de nutrientes. Tem origem embrionaria
endodérmica e é formado por trés regifes distintas denominadas: anterior,
mediana e posterior. Possui uma matriz peritréfica acelular, fina, transparente e
semipermeavel. Essa matriz € semelhante a um tubo simples continuo e esta
localizada proximo ao apice das células separando o conteudo luminal em dois
compartimentos, o espaco endoperitréfico e o espacgo subperitréfico (Chapman
1998, Barreto et al. 2006, Valotto et al. 2014).

A matriz peritréfica é formada basicamente por quitina, glicoproteinas e
proteoglicanas (Shao et al. 2001, Shao et al. 2005). Possui varias fun¢des, como
lubrificacdo intestinal evitando a abraséo de particulas ingeridas contra o epitélio
intestinal; envolve o alimento protegendo as células do meséntero contra varios
componentes alimentares quimicos, fisicos e microbioldgicos; regulacéo do fluxo
de enzimas da célula e dos produtos de digestdo; e protecdo quimica contra
substéancias toxicas, tais como ferroprotoporfirina 1X ou heme, DDT e compostos
fendlicos de plantas conhecidos como pré-oxidantes (Terra 2001, Pascoa et al.
2002).

Na regido anterior do meséntero, as ceélulas epiteliais cubicas possuem
uma superficie apical com um fino bordo em escova e estdo dispostas em
camada Unica. Na regido mediana, algumas células epiteliais tém formato cubico
e observa-se também a presenca de células cilindricas com atividade secretora,
o0 bordo em escova apresenta-se mais espesso em relacdo a regido anterior
(Arruda et al. 2003, Barreto et al. 2006, Arruda et al. 2008).

As células da regido posterior do meséntero sao cilindricas, na superficie
apical da célula possui um espesso bordo em escova, sugerindo uma grande
quantidade de microvilosidades. Na porcao distal da regido posterior observa-se
uma intensa atividade secretora, devido a formacdo de grandes vesiculas. Em
todas as regibes, o ndcleo celular é basal e esférico. No meséntero nota-se uma
intensa atividade secretora das células e vesiculas de secrec¢des na superficie
apical dessas (Arruda et al. 2003, Barreto et al. 2006, Arruda et al. 2008, Valotto
et al. 2014).
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O proctodeo tem origem embrionaria ectodérmica, revestido internamente
por uma bainha cuticular fina e permeavel, e é subdividido em: piloro, ileo, colon
e reto. Diferencia-se do meséntero pela presenca dos tubulos de Malpighi que
se inserem no piloro (Chapman 1998).

O sistema circulatério é aberto e a hemolinfa € impulsionada pela acdo do
bombeamento do vaso dorsal, dividido em uma parte contrétil (coracdo) e uma
nao contratil (aorta). O coracdo é formado por uma musculatura com estrias e a
parede muscular € composta por uma unica camada fina de cardiomidcitos
transversalmente estriados. Na regido ventral possui aparéncia enrugada
(Leddido et al. 2013).

1.5 Controle do Vetor

As medidas de controle da dengue ainda estdo restritas ao vetor, Ae.
aegypti, elo mais vulneravel do ciclo epidemioldgico, por meio de inseticidas, de
origem quimica ou biolégica (Garcez et al. 2013).

Ainda ndo existe uma vacina pronta e eficaz para uso preventivo, e nem
drogas antivirais especificas, mas estudos recentes relatam o desenvolvimento
de uma vacina tetravalente ja em fase de testes (Coller & Clements 2011, Lang
2012, Huang et al. 2013, Osorio et al. 2015).

Para controle do vetor sdo necessérias agfes conjuntas e permanentes
do governo e da sociedade, buscando a eliminagéo e o tratamento de criadouros
potenciais, priorizando atividades de educacdo em saude, mobilizacdo social e
vigilancia epidemiolégica (Donalisio & Glasser 2002, Madeira et al. 2002,
Ferreira et al. 2009, Freitas et al. 2011).

O controle direto ao vetor pode ser feito por métodos mecanicos, fisicos,
biolégicos ou quimicos. O controle mecéanico consiste na ado¢cdo de medidas
capazes de eliminar os criadouros, ou seja, impedir a procriagdo do Ae. aegypti
(Ministério da Saude 2009).

Para o controle bioldgico podem ser utilizados predadores naturais como
as larvas do género Toxorhinchites ou peixes larvofagos das espécies
Astayanax fasciatus, Betta splendens, Gambusia afinis, Poecilia spp e
Trichogaster trichopteos. Também vem sendo utilizados mosquitos transgénicos
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como machos estéreis, buscando a reducdo da fertilidade populacional local
(Cavalcanti et al. 2007, Honorio et al. 2007, Ministério da Saude 2009).

Os inseticidas bioldgicos também tém sido utilizados no controle do Ae.
aegypti, como as bactérias Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) e o Bacillus
sphaericus (Bs). Consideradas bioinseticidas, sdo produtoras de endotoxinas
proteicas com acado téxica em larvas de Ae. aegypti. Ensaios em laboratorio
demonstram a eficacia do Bti induzindo a mortalidade nos quatro estadios larvais
tratados. O uso em ambientes externos possui baixo efeito residual devido a
inativacdo da toxina pela luz ultravioleta do sol. Atualmente, o Bti tem sido
utilizado nas regidbes em que foram detectadas resisténcia ao organofosforado
temephos. Embora ja existam relatos na literatura de resisténcia ao Bti (Almalraj
et al. 2000, Batra et al. 2000, Russell et al. 2003, Ruiz et al. 2004, Lima et al.
2005, Espindola et al. 2008, Oliveira et al. 2011, Campanini et al. 2012).

O controle quimico € a medida mais adotada mundialmente pelos
programas de saude publica, através da utilizacao de adulticidas e larvicidas. Os
organoclorados constituem o grupo pioneiro dos inseticidas, em sua formulacéo
contém hidrocarbonetos e cloro, destacando-se o dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT). Desenvolvido no periodo da Segunda Guerra Mundial, foi o inseticida
mais utilizado e com maior propriedade residual. Atua nos canais de soédio
impedindo a transmissdo do impulso nervoso dos insetos e também dos
mamiferos. Atualmente encontra-se em desuso devido a seus efeitos
prejudiciais ao ambiente (Chen & Rogan 2003, Ferrer 2003, Santacoloma Varén
et al. 2010).

Outros inseticidas que fazem parte do grupo dos organoclorados séo o
benzenohexacloro (BHC), com acdo semelhante ao DDT; clordado, aldrin,
dieldrin, toxafeno e estrobane, que inibem o receptor de &cido gama-
aminobutirico (GABA) impedindo que ions cloreto entrem nos neurdnios
(Waliszewski et al. 2003, Torres et al. 2009).

Os compostos organicos atuam no sistema nervoso central dos insetos,
0os mais utilizados atualmente pertencem aos grupos dos organofosforados,
carbamatos e piretrdides (Campos & Andrade 2001, FUNASA 2001, Braga &
Valle 2007)

Os organofosforados séo os inseticidas que contém em sua formulacao

fosforo, destacando-se os fenitrothion, temephos, malathion e dimetoato. Agem
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inibindo a enzima do sistema nervoso acetilcolinesterase (AChE) resultando no
acumulo de acetilcolina nas jung¢des nervosas impedindo a transmissdo do
impulso nervoso. Os carbamatos sdo compostos instaveis derivados do acido
carbamico e o carbaril € o mais utilizado, sua acdo é semelhante a dos
organofosforados (Charpentier & Fournier 2001, FUNASA 2001, Braga & Valle
2007, Ministério da Saude 2009).

Os piretroides sdo compostos sintéticos analogos aos componentes
obtidos a partir dos piretros, substancia natural extraida do crisantemo,
destacando-se a deltametrina. Afetam o sistema nervoso central e periférico
estimulando os neurénios a produzirem descargas elétricas repetitivas causando
paralisia, sua acdo é semelhante ao DDT (FUNASA 2001, Chiaravalloti Neto et
al. 2006, Braga & Valle 2007, Ministério da Saude 2009, Santacoloma Varon et
al. 2010).

Geralmente, sdo adotadas duas medidas de controle quimico para o
mosquito a primeira de uso frequente que consiste na aplicacdo de inseticida de
acao residual e a segunda, adotada em situacdo de transmissdo, baseada na
aplicacao espacial de inseticida a ultrabaixo volume (UBV). A mortalidade do Ae.
aegypti depende de varios fatores, os mais comuns sao fisicos, quimicos e os
das técnicas de aplicacdo do inseticida, como UBV e termonebulizacao (Silva et
al. 2001, FUNASA 2001, Ferreira et al. 2009, Ministério da Saude 2009).

Recentemente, formulagcées de hormonios reguladores de crescimento
sintéticos, como o methoprene, diflubenzuron (DFB), pyripropixyfen e triflumuron
vém sendo utilizadas no controle de larvas de Ae. aegypti. As larvas de 3°
estadio de Ae. aegypti submetidas ao tratamento com DFB apresentaram
aumento do numero das cerdas que se enrolavam nos sulcos intersegmentares
causando constricdes e estrangulamentos das partes segmentares, contribuindo
com o bloqueio do processo da ecdise, ou seja, ndo efetuavam a muda e
produziam diversas cuticulas. As larvas tratadas com DFB quando observadas
sob estereomicroscopio, aparentavam um aspecto mumificado, esbranquicado e
anormal se comparadas ao grupo controle. Foram observadas também,
alteracdes na morfologia das células do meséntero, sendo estas com aspecto
muito danificado, vacuolizado e esponjoso (Martins & Silva 2004, Braga et al.
2005, Silva & Mendes 2007, Borges et al. 2012).
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1.4.1 Resisténcia aos inseticidas

A utilizacdo continua e em larga escala de inseticidas na agricultura,
agropecuaria e nos programas de saude publica, tem contribuido com o
aparecimento de populacdes resistentes e a re-emergéncia de doencas
transmitidas por vetores, fato verificado em praticamente todos os grupos de
inseticidas (Lima et al. 2006, WHO 2009)

O conceito de resisténcia definido pela Organizacdo Mundial de Saude
consiste na habilidade em tolerar uma dose de inseticida que em condi¢des
normais, causaria a morte de uma populacdo de insetos, ou seja, € uma
resposta de sobrevivéncia a pressado seletiva desencadeada pelo processo de
evolucdo acelerada, resultando em modificagcdes genéticas. A mudanca do
status de tolerancia e de resisténcia ocorre com a pressdo de aplicacdes de
inseticidas. O inseticida em si ndo gera uma mutagao génica, entretanto seu uso
continuo pode selecionar individuos resistentes. Os possiveis mecanismos de
resisténcia que se destacam sdo detoxificacdo metabdlica aumentada,
mudancas comportamentais, diminuicdo da taxa de penetracdo pela cuticula e
diminuicdo da sensibilidade do sitio alvo (Socorro et al. 2001, Lima et al. 2006,
Oliveira et al. 2009, WHO 2009, Kasai et al. 2014, Maciel-de-Freitas et al. 2014).

1.5.2 Extratos botanicos no controle de  Aedes aegypti

Recentemente diversos estudos tém relatado a potencialidade do uso de
substancias de origem botanica no controle de Ae. aegypti como fontes
alternativas ao controle diante do aparecimento de resisténcia aos inseticidas
convencionais.

Os vegetais produzem e acumulam inumeras substancias naturais,
denominadas metabdlitos secundarios, com capacidade inseticida auxiliando na
protecdo e defesa em resposta aos ataques patogénicos, raios solares, animais
herbivoros e atrativos para polinizadores. Os compostos bioativos que se
destacam s&o: amidas, lactonas, flavonoides, rotenoides, quinonas, taninos,
prenilados, fenilpropanoides, cumarinas, alcaloides, terpenos (mono, sesqui, di,
tri e tetranortriterpenos), saponinas, entre outros. Geralmente nos extratos

brutos, os constituintes bioativos sdo encontrados em pequenas quantidades e
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com diferentes concentragOes de atividade inseticida (Dewick 2009, Geris et al.
2012, Garcez et al. 2013).

Trabalhos utilizando extratos brutos, Oleos essenciais e fracbes dos
componentes quimicos vém sendo registrados na literatura. Por exemplo, o
extrato bruto etanolico (e.b.e.) da casca do caule de Magonia pubescens tem
atividade larvicida; bioensaios realizados com o tanino catéquico, extraido da M.
pubescens, mostraram alteracdes morfohistologicas e a extrusdo da matriz
peritréfica, sugerindo um mecanismo de defesa da larva a toxicidade do produto.
O fracionamento do extrato da M. pubescens resultou em uma atividade mais
significativa quando comparada aos resultados do e.b.e. (Silva et al. 1996,
Arruda et al. 2003, Silva et al. 2004, Valotto et al. 2010).

Ensaios realizados por Barreto et al. (2006), com o e.b.e. da casca do
fruto de Sapindus saponaria mostraram, inicialmente alteracbes na motilidade
das larvas de Ae. aegypti. Ja 0 e.b.e obtido de cascas do caule de Persea
americana, demonstrou atividade larvicida e pupicida para larvas e pupas de Ae.
aegypti, tanto criadas em laboratorio como de campo (Carvalho et al. 2011). A
planta Melia azedarach apresentou maior atividade larvicida para o Ae. aegypti
quando o extrato bruto foi obtido de frutos maduros (Prophiro et al. 2008). O
extrato metanolico de Annona coriacea também apresentou atividade larvicida e
alteracdes morfohistologicas no meséntero das larvas de Ae. aegypti (Costa et
al. 2012, Costa et al. 2014).

Entre os Oleos essenciais extraidos de Ageratum conyzoides, Citrus
limon, Cymbopogon citratus, C. winterianus, Lippia sidoides, Ocimum basilicum
purpurascens, O. gratissimum, O tenuiflorum, Tagetes minuta e Vanillosmopsis
arborea, o que demonstrou maior atividade larvicida foi o 6leo de V. arborea
(Furtado et al. 2005). Ja os ensaios utilizando os Oleos essenciais de Tagetes
lucida, Lippia alba, L. origanoides, Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus,
C. flexuosus, Citrus sinensis, Swinglea glutinosa e Cananga odorata,
demonstraram atividade larvicida contra larvas de Ae. aegypti cepa Rockefeller.
Destacando-se a atividade de C. flexuosus, composto principalmente de citral
(Vera et al. 2014).

O 6leo essencial obtido de Ruta chalepensis e seus compostos quimicos
fracionados possuem atividade larvicida e repelente ao Ae. aegypti (Al et al.

2013). Foi analisado também, o 6leo-resina de Copaifera reticulata, que possui
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atividade larvicida e apresenta efeitos toxicos as células do meséntero das
larvas de 3° estadio de Ae. aegypti (Abed et al. 2007).

Outro composto que também apresentou atividade larvicida contra o Ae.
aegypti, foi o 1,8-cineol, um monoterpeno oxigenado extraido do 6leo essencial
das folhas frescas de Piper aduncum (Oliveira et al. 2013). Ha ainda, o liquido
extraido da castanha de Anacardium occidentale que demonstrou uma atividade
larvicida sobre o Ae. aegypti e perspectivas potenciais de uso pela baixa dose
letal e por ser um subproduto da industria da castanha do caju (Guissoni et al.
2013).

Tanto a fracdo hexanica de Myroxylon balsamum como a fragéo etandlica
extraida da planta de mangue Rhizophora mucronata, também apresentaram

atividade larvicida contra o Ae. aegypti (Simas et al. 2004, Ali et al. 2014).

1.6 Copaifera langsdorffii

Copaifera langsdorffii Desf. (Figura 3 - A,B,C) pertence a ordem Fabales,
familia Leguminosae Juss e a subfamilia Caesalpinoideae Kunth, (Record &
Hess 1972, Cascon 2004). Caracteriza-se por ser uma planta hermafrodita de
crescimento lento, atingindo de 5 a 40 metros de altura, heliéfita e longeva,
podendo viver até 400 anos. O tronco € aspero, cilindrico com casca aromatica,
coloragdo escura, e medindo de 0,4 a 4 metros de diametro. As folhas s&o
alternas, pecioladas e penuladas. A floragdo ocorre no periodo mais quente e
umido entre os meses de outubro a marco, e a frutificacdo entre junho e outubro,
com variacbes dependentes do clima e da regido. A polinizacdo é feita por
abelhas e vespas. As flores sdo branco-esverdeadas, pequenas, apétalas e
dispostas em inflorescéncias paniculadas axilares. Os frutos contém uma
semente ovoide, envolvida por um arilo colorido, e o conjunto de caracteristicas
morfolégicas do fruto indica que a dispersdo é hidrocéria e zoocoria,
principalmente por aves e macacos (Lorenzi 2002, Pedroni et al. 2002, Veiga
Janior & Pinto 2002).
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Figura 3. Espécime de Copaifera langsdorffii Desf. (A) aspecto arboreo da
planta, (B) aspectos da morfologia do fruto e da semente e (C) aspecto das
flores.

Esta a&rvore geralmente € empregada na recuperacdo de areas
degradadas. A madeira pode ser utilizada na construcdo civil, como vigas,
caibros, batentes de portas e janelas, e ainda na confeccao de mdveis e pecas
torneadas, coronhas de armas, cabos de ferramentas, de vassouras, e também

como tébuas para carrocerias e assoalhos (Lorenzi, 2002).

1.6.1 Historico da planta

Historicamente, os indigenas foram os primeiros a utilizar e descrever a
acao cicatrizante e anti-inflamatoria do 6leo-resina de copaiba. A busca pelas
copaibeiras instigou o interesse de viajantes, freis jesuitas, historiadores e
cientistas devido as suas propriedades farmacoldgicas, com isso sua utilizacédo
se perpetua até os dias atuais (Pio Corréa 1984).

A origem do nome copaiba pode ser atribuida ao tupi cupa-yba, “arvore
de deposito, ou que tem jazida” em alusdo ao 6leo encontrado em seu interior.
As espécies de Copaifera sdo conhecidas popularmente como copaiba,
copaibeira, pau-d'éleo, copai, 6leo-vermelho e palo-de-balsamo (Pio Corréa
1984).
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O o6leo produzido pela planta é popularmente comercializado em diversos
mercados populares no Brasil, sendo conhecido como copahyba, copaibarana,
copauba, copaibo, copal, maram, marimari e balsamo dos jesuitas (Rodrigues
1989). A designacao correta € 6leo-resina, devido ao fato de ser um exsudato,
constituido por seiva formada por acidos resinosos e compostos volateis (Veiga
Janior et al. 2007).

1.6.2 Distribuicdo geografica

A C. langsdorffii € comumente encontrada em mata de galeria, mata
mesofitica de interflavio, cerraddo distrofico e cerrado. Apresenta uma ampla
distribuicdo no territorio brasileiro, especialmente nos estados de Goias, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, S8o Paulo e Parani, mas também pode ser
encontrada nos estados do Amazonas, Ceara e Para (Paiva et al. 2002, Veiga
Janior & Pinto 2002).

1.6.3 Utilizacao do oleo-resina

O Oleo-resina de C. langsdorffii € encontrado nos canais secretores
localizados em todas as partes da planta, principalmente no tronco, com
coloragdo variando do amarelo ao marrom. Quimicamente apresenta fragédo
volatil rica em sesquiterpenos e fracdo constituida por compostos fixos
predominantemente de diterpenos. Os componentes podem variar conforme
fatores bioticos externos, como ataques provocados por fungos ou insetos
(Veiga Janior et al. 2007, Silva et al. 2007).

A extragdo do Oleo-resina é feita no tronco por meio da técnica de inciséo
com trado, a altura de aproximadamente 70 cm. Terminada a coleta, o orificio é
vedado com argila para impedir a infestacdo por fungos e cupins na planta. A
quantidade de Oleo-resina produzido pela planta pode sofrer influéncia do
estagio fenolégico e da interacdo entre o gendtipo e o ambiente, ocorrendo
maior producdo na fase de brotacdo foliar e menor em periodos de maior
umidade relativa do ar (Veiga Juanior & Pinto 2002, Almeida et al. 2006).

O odleo-resina pode ser usado in natura como combustivel para motores a

diesel e, na medicina popular, € utilizado como fitoterapico para tratar males das
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vias urinarias, das vias respiratérias, da pele e também como cicatrizante de
feridas e Ulceras. O Oleo-resina é também utilizado nas industrias de perfumaria
e cosméticos, como fixador, em sabonete, creme, espuma de banho,
condicionador, locéo hidratante e capilar, entre outros. E nas industrias de tintas
e vernizes (Veiga Junior & Pinto 2002).

O &cido caurendico é um diterpeno presente no 6leo-resina, que possuli
potenciais anti-inflamatdrios e citotoxicos, inibindo o crescimento de células
cancerigenas (Paiva et al. 2004, Pereira et al. 2008). Os principais efeitos
farmacoldgicos do Oleo-resina ja descritos sdo: anti-inflamatérios (Paiva et al.
2002), analgésicos (Gomes et al. 2007), antissépticos (Cascon 2004),
cicatrizantes (Pieri et al. 2009), antibacterianos (Goncalves et al. 2005, Pieri et
al. 2010), antitumorais (Brito et al. 2010), antireumaticos (Paiva et al. 2002),
repeléncia contra insetos (Freire et al. 2006), atividade acaricida (Fernandes &
Freitas 2007), atividade contra o parasito Leishmania amazonensis (Santos et al.
2008), atividade larvicida (Silva et al. 2007) e inseticida contra a traca-das-
cruciferas Plutella xylostella (Trindade et al. 2003).

Estudos indicam a atividade larvicida do 6leo-resina de C. langsdorffii e C.
reticulata contra larvas de 1°, 2°, 3° e 4° estadios de Ae aegypti. Deste 6leo,
originaram-se oito fracdes hexanicas e oito fragcbes metandlicas que também
apresentaram atividades larvicidas contra o Ae aegypti em condi¢cdes
laboratoriais e larvas coletadas em criadouros encontrados nos centros urbanos.
A fracdo hexanica CLH; caracterizada como um diterpeno apresentou melhor
atividade larvicida quando comparada as demais fracdes. (Silva et al. 2001,
Mendonca et al. 2005, Barbosa Neto et al. 2006, Abed et al. 2007, Oliveira 2008,
Valotto et al. 2014).

A eficacia do oOleo-resina de C. langsdorffii no controle das larvas de Ae.
aegypti demonstrada em trabalhos de campo (Oliveira 2008), sinaliza a
possibilidade promissora desse composto botanico para o controle do Ae.
aegypt, requerendo estudos que esclarecam o seu mecanismo de acéo. Dessa
forma, propbe-se demonstrar o mecanismo do processo de mortalidade em

larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti, através de estudos morfohistoldgicos.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil e em outros paises o0 uso de inseticidas, como temephos,
malathion e fenitrothion, constitui a principal medida adotada pelos Programas
de Saude Publica no controle de culicineos vetores de doencas, principalmente
o Ae. aegypti. Entretanto, o uso inadequado e indiscriminado de inseticidas, a
contaminagcdo ambiental, os danos a saude publica e também, a destruicio
rapida dos inimigos naturais do Ae. aegypti, tem contribuido com o aumento dos
casos de resisténcia do mosquito. Assim, diferentes alternativas sdo necessarias
para a obtencdo de novos provaveis compostos no uso no controle desse
mosquito.

A grande biodiversidade de vegetais existentes no Brasil, estimada entre
350 e 550 mil espécies, favorece estudos que utilizam extratos botanicos. Estes
trazem a expectativa de se encontrarem substancias com propriedades
inseticidas, e simultaneamente seletivas para serem usadas em futuras
formulacbes de um produto comercial. Os extratos botanicos e seus
componentes, de forma isolada ou em acao sinérgica com outros constituintes,
tém demonstrado efeitos como a repeléncia, inibicdo na oviposicdo e na
alimentacéo, alteragbes morfolégicas no desenvolvimento e morte dos insetos.
Diversos estudos comprovam a eficacia de extratos botanicos contra diferentes
espécies de mosquitos, incluindo Ae. aegypti.

Os inseticidas de origem boténica tém sido amplamente estudados,
visando o seu uso no controle do Ae. aegypti, por serem de baixo impacto
ambiental, baixo custo de producdo, ecologicamente mais desejados, néo
poluentes, biodegradaveis e com toxicidade baixa ou ausente a maioria dos
vertebrados. Além disso, o0 sinergismo de varias substancias de um composto
ativo retarda a mudancga de suscetibilidade e/ou da resisténcia. Outros estudos
ja demonstraram a potencialidade do 6leo-resina de C. langsdorffii no controle
das larvas de Ae. aegypti, entretanto, requer-se estudos para elucidar o

mecanismo de acdo desse promissor composto botanico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a ocorréncia de alteracbes morfohistolégicas no tubo digestoério de
larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti, tratadas com Oleo-resina e fracéo
hexéanica (CLH3) de C. langsdorffii.

3.2 Especifico

Analisar o mecanismo de acao letal do 6leo-resina e da fracdo hexanica
(CLH3) de C. langsdorffii, através de analises em microscopia de luz, bem como
0s niveis de alteracdes teciduais e/ou celulares no tubo digestério de larvas de

terceiro estadio de Ae. aegypti.
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4 METODOS

4.1 Obtencéao das larvas de Aedes aegypti

As larvas de Ae. aegypti utilizadas nos testes foram obtidas de ovos,
provenientes de fémeas de uma criacdo ciclica, mantida no Laborat6rio de
Biologia e Fisiologia de Insetos do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Plblica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG). A criacdo € mantida
em uma camara bioldgica climatizada a 28+1°C, umidade relativa de 80+5% e
fotofase de 12 horas, conforme a metodologia de Silva et al. (1998). Desta
criacdo foram retirados ovos de Ae. aegypti que, posteriormente, foram
colocados para incubar em bacias plasticas, contendo agua proveniente da rede
publica de abastecimento. Apds a eclosao, as larvas foram alimentadas com
racao para gato, colocada diretamente nas bacias. Para o experimento foram
utilizadas larvas de terceiro estadio, imediatamente apds a muda, por serem
mais resistentes aos bioensaios com compostos inseticidas (Silva et al. 1998,
Silva et al. 2003).

4.2 Obtencdo do Oleo-resina e da fracdo hexanica CLH 3 de Copaifera

langsdorffii

Tanto o oOleo-resina de C. langsdorffii como a fracdo hexanica CLH3 foram
obtidos do banco de amostras do Laboratério de Bioatividade de Plantas, do
IPTSP/UFG.

4.3 Bioensaio com o Oleo-resina e com a fracdo hexd nica CLH; de

Copaifera langsdorffii

Inicialmente foi preparada uma solu¢do-méae, na concentracdo de 100
ppm, pesando-se 12 mg de Oleo-resina em 120 ml de agua proveniente da rede
publica de abastecimento, buscando manter as condicdes ambientais e
etolégicas do mosquito. Devido a baixa solubilidade da amostra, a mesma foi
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previamente solubilizada em 0,4 ml de dimetilsulfoxido (DMSO). A partir da
solugdo de 100 ppm foram preparadas diluicbes seriadas obtendo as
concentracbes de 80, 70, 60, 55 e 50 ppm, com a finalidade de encontrar as
concentragdes letais (CLsp € op). As solugdes foram colocadas em copos de
poliestireno, descartaveis e com capacidade para 30 mL. Nestes, foram
colocados 25 mL de cada uma das concentracdes e, em seguida, 20 larvas de
terceiro estadio de Ae. aegypti. Os bioensaios foram realizados em uma camara
biologica climatizada a 28+£1°C, umidade relativa de 80+5% e fotofase de 12
horas. Para cada ensaio foram feitas quatro repeti¢cdes. A leitura da mortalidade
foi feita apds 24 horas de exposi¢cdo das larvas as solucdes. Os experimentos
foram acompanhados de uma série controle, contendo o0 mesmo numero de
larvas, o mesmo volume de DMSO completando-se o volume para 25 mL com
agua. O mesmo procedimento foi realizado para os bioensaios com a fragdo
hexénica CLH; de C. langsdorffii.

4.4 Andlise histologica

Foram colocadas 40 larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti em solucao
contendo o Oleo-resina a concentracdo de 70 ppm (CL o). Em seguida foram
coletadas 4 larvas vivas nos intervalos de tempo de 6 horas, 12 horas e 24 horas
para verificar os niveis de alteragdes morfohistologicas. As larvas mortas foram
descartadas do experimento. O mesmo procedimento foi realizado com a fracéo
hexanica CLH3; de C. langsdorffii, na concentragcdo de 80ppm (CL ¢9) € com o
controle.

As larvas coletadas foram colocas em fixador e posteriormente no
congelador a - 2 °C por 4 minutos para morrerem. As larvas foram fixadas em
paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,2 a temperatura
ambiente por um periodo de no minimo de 2 horas.

Depois de fixadas, as larvas foram lavadas em tampao fosfato de sédio
0,1 M pH 7,2 e submetidas a desidratacado, utilizando concentragdes crescentes
de etanol (30, 50, 70, 80, 90, e 100%) por um periodo de 10 minutos em cada
solucdo. Apbs a desidratacdo, as larvas foram colocadas em resina de
embebicdo (resina basica + ativador) Leica Historesin Embedding Kit®, por um

periodo de 12horas, a temperatura ambiente. As amostras foram incluidas em
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resina (resina de embebicéao + catalisador) pertencente ao mesmo kit (solugbes
preparadas segundo especificagbes do fabricante). Utilizando moldes de
plastico, as larvas foram colocadas na posicdo desejada. Os moldes com o
material foram deixados a temperatura ambiente por aproximadamente 12horas,
para total polimerizacdo da resina. Apos a polimerizagdo, os blocos de resina
foram seccionados com navalha de tungsténio, em micr6tomo modelo Leica RM
2245, com espessura de 3 um. As seccdes foram distendidas em banho-maria
contendo agua destilada, a temperatura ambiente e transferidos para laminas
histologicas, que foram coradas por hematoxilina e eosina. Depois de secas,
foram montadas com entellan, conforme Gabe (1976), Melo & Vidal (1980),
Prophet et al. (1992).

As laminas preparadas foram fotomicrografadas em fotomicroscopio
adaptado, modelo Olympus MC80. As preparagdes em historesina foram
realizadas no Laboratério de Estudos Morfolégicos (LABEM) do Departamento

de Histologia, Embriologia e Biologia Celular do ICB/UFG.
4.5 Andlise estatistica

As concentracOes letais (CLso € o0) € seus respectivos intervalos de
confianga (IC), foram calculados pela interpolagéo de dados, mortalidade versus

concentracdo (ppm), em gréafico de Probit, pelo programa SAEG (Sistema para
Andlises Estatisticas — UFV) verséo 9.1, 2007.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do bioensaio com o 6leo-resina e com a fracdo hexanica CLH 3
de C. langsdorffii

O odleo-resina de C. langsdorffii apresentou aparéncia liquida amarelada e
atividade larvicida contra larvas de terceiro estddio de Ae. aegypti. Apds 24
horas de exposicdo ao Oleo-resina, a taxa de mortalidade foi de 100% na
concentracdo de 100 ppm. E de 95%, 90%, 80%, 60%, 50% para as
concentracbes de 80, 70, 60, 55, 50 ppm, respectivamente (Figura 5). As

concentracbes letais, CLsp e ClLgo, foram de 49,7 ppm e 70,9 ppm,

respectivamente.
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Figura 4. Taxa de mortalidade das larvas de Aedes aegypti apos 24 horas de
exposicao a diferentes concentragdes do 6leo-resina de Copaifera langsdorffii.

A fracdo hexanica CLH3; de C. langsdorffii apresentou aparéncia liquida
amarelada e atividade larvicida contra larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti.

As concentracdes letais ClLsp e ClLgy, foram de 8,2 ppm e 82,5 ppm,
respectivamente.
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5.2 Analise morfohistoldgica

5.2.1 Grupo controle

Em andlise a fresco, as larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti do grupo
controle apresentaram aspecto morfologico externo alongado e vermiforme,
aparéncia saudavel e grande motilidade.

SeccoOes longitudinais (Figura 5) demonstraram a morfologia normal do
tubo digestorio das larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti, sendo revestido por
uma unica camada de células epiteliais apoiada em uma membrana basal e
circundado por fibras musculares estriadas. Observa-se que o tubo digestorio é
divido morfologicamente em: estomodeo, meséntero e proctodeo.

O estomodeo, formado pela cavidade oral, faringe, es6fago e termina em
uma regido denominada proventriculo, de onde se projetam 0s cecos gastricos,
caracterizados por células globosas (Figura 5A). A regido do proventriculo &
constituida por células cilindricas compactas com alta basofilia e apresentou
perfeito estado de conservacédo. Internamente, notou-se a presenc¢a da valvula
cardia revestida por uma camada quitinosa.

A maior porcéo do tubo digestério € o meséntero, sendo este dividido em
trés regides: anterior, mediana e posterior. O meséntero apresentou aspecto de
tubo simples cilindrico com inicio nos cecos gastricos e término na valvula
pilérica. O epitélio de revestimento caracterizou-se pela presenca de células
cubicas e dependendo da regido analisada, observam-se diferencas quanto a
coloracgédo e altura das células.

A regiao anterior do meséntero (Figura 5C) caracterizou-se por apresentar
células epiteliais cubicas justapostas, citoplasma heterogéneo quanto a
coloracao, acidofilia moderada, superficie apical com um fino bordo em escova,
representado por uma fina e delgada linha pouco corada. O nucleo celular
apresentou-se esférico e central com alta atividade. Nesta regido, observou-se
uma fina membrana refringente a luz que envolve todo o conteudo alimentar,
denominada matriz peritréfica.

A regido mediana do meséntero (Figura 5A) apresentou células epiteliais
cubicas com citoplasma heterogéneo quanto a coloragéo, nucleo esférico e

bordo em escova fino representado por uma linha acidéfila. Observou-se nesta
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regido que algumas células apresentaram aspecto morfolégico irregular na
superficie apical devido a presenca de vesiculas secretoras, indicando
provavelmente algum processo de secrecdo. Nessa regido, 0 espaco
subperitréfico apresentou maior e preenchido por substancia acidofila, tornando
dificil a delimitacdo entre ele e o bordo em escova.

A regido posterior do meséntero (Figura 5B) apresentou células cubicas.
O ndcleo caracterizou-se como esférico e basal. Na superficie apical, mostrou-
se com espesso bordo em escova (Figura 5D), levemente acidofilo indicando a
grande quantidade de microvilosidades existente nessa regiao.

Na regido de transicdo entre a regido posterior do meséntero e o
proctodeo, esta localizada a valvula pildrica, estrutura que separa o meséntero
do proctodeo, e também o local de insercdo dos tubulos de Malpighi. O
proctodeo restringiu-se a um pequeno e delgado tubo, e as células epiteliais
apresentaram bordo em escova pouco diferenciado. O tubo digestério termina

em contato direto com a placa anal.
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Figura 5. Fotomicrografias de seccdes em resina de larvas 3° estadio de Aedes
aegypti, do grupo controle, coradas por HE.

A: Regido anterior da larva, evidenciando a transi¢cao entre o estomodeo (ES) e
0 meséntero (Me). C= cuticula, CG= cecos gastricos, ES= espaco subperitrofico,
Mu= musculo, MP= matriz peritréfica, RA= regido anterior do meséntero e RM=
regido mediana do meséntero. 100X.

B: Regido posterior do meséntero (RP) e 0 espesso bordo em escova (setas).
RM= regido media do meséntero, T= traquéia. 200X.

C: Detalhe das células epiteliais cubicas regido anterior do meséntero (CE) e do
bordo em escova (seta). N=nucleo, Mu= muasculo, MP= matriz peritréfica. 400X.
D: Detalhe das células epiteliais da regido posterior do meséntero (CE) e do
bordo em escova (seta). N=nucleo. 400X.
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5.2.2 Tratamento com o Oleo-resina de  Copaifera langsdorffii

As larvas submetidas ao tratamento com o 6leo-resina de C. langsdorffii,
ndo apresentaram alteracbes morfoldgicas externas quando comparadas ao
grupo controle. Observou-se uma alteragdo etoldgica nas larvas expostas a
concentracdo de 100 ppm durante as duas horas iniciais do tratamento, atraves
de um comportamento excessivo e constante de limpeza do sifdo respiratorio.
Essa alteracdo néo foi observada no grupo controle. De modo geral, as larvas
tratadas apresentaram menor motilidade e apos as 12 horas de tratamento
ficavam vagarosas e letargicas, quando comparadas ao grupo controle. As
larvas mortas, caracterizadas pelo escurecimento da capsula cefalica, foram
descartadas para evitar qualquer interferéncia na analise histoldgica.

As alteracBes morfohistologicas, observadas pela acdo do oOleo-resina a
concentragéo de 70 ppm (CLg), foram mais significativas nas células da regido
posterior do meséntero, nos tempos de 12 horas e 24 horas. No tempo de 6
horas n&o se observaram alteragdes significativas.

A Figura 6, mostra em seccdes longitudinais a regido mediana e a
posterior do meséntero, de larvas mantidas por 12 horas na solucédo de oleo-
resina de C. langsdorffii, evidenciando nas células a formacéo de vesiculas na
regido apical e citoplasma vacuolizado.

A Figura 6A evidencia algumas alteragdes celulares na regido mediana do
meséntero, as ceélulas perderam a forma de epitélio cubico e passaram a ser
caracterizadas como cilindricas e alongadas, sugerindo a formacao de vesiculas
na porcéo apical celular. No citoplasma, observou-se a formagéo de pequenos
vacuolos e com aspecto aciddéfilo semelhante ao controle.

As células da regido posterior do meséntero (Figura 6A e B)
apresentaram formacé&o vesicular, alta basofilia e intensa atividade secretora. O
citoplasma mostrou-se intensamente vacuolizado. Nota-se em algumas células
desta regido a presenca do bordo em escova. A matriz peritrofica apresentou-se
fracamente corada.

As células do estomodeo, da regido anterior do meséntero e do proctodeo
apresentaram caracteristicas de normalidade e nenhuma alteracédo significativa
guando comparadas ao grupo controle. A cuticula também se mostrou integra e

normal, bem como as fibras musculares.
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Figura 6. Fotomicrografias de sec¢Oes em resina da regido mediana e posterior
do meséntero de larvas 3° estadio de Aedes aegypti submetidas por 12 horas ao
Oleo-resina de Copaifera langsdorffii, corados por HE.

A: Regidao mediana (RM) e regido posterior do meséntero (RP) da larva, com
formacdo vesicular. C= cuticula, L=limen, Mu= musculo, N= ndcleo, V=
vacuolos e Ve= vesiculas. 100X.

B: Regido posterior do meséntero (RP) evidenciando a intensa formacdo de
vacuolos (V) no citoplasma das células. C= cuticula, L=ltmen, Mu= musculo, N=
ndcleo, V= vacuolos e Ve= vesiculas. 200X.
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A Figura 7, mostra, em secc¢oes longitudinais a regido anterior, mediana e
posterior do meséntero, de larvas mantidas por 24 horas na solucédo de dleo-
resina de C. langsdorffii. Nestas condi¢cdes, foi possivel observar que a
destruicdo celular, antes mais intensa na regido posterior, foi evidenciada
também na regido anterior e mediana do meséntero.

As células da regido anterior do meséntero (Figura 7A) apresentam
formato cubico a cilindrico, algumas com nucleos picndticos, demonstrando
menor atividade celular. O citoplasma das células apresentou varias vesiculas
secretoras.

A regidao mediana do meséntero (Figura 7A e B) apresentou alteracdes
similares a do tempo anterior com avancado estado de destruicdo e poucas
vesiculas apicais.

As células da regido posterior do meséntero (Figura 7C) apresentaram um
alto grau de destruicdo. O citoplasma apresenta-se com grandes vacuolos
apicais. Em algumas células ndo é possivel visualizar o nucléolo. Notaram-se
ainda células com bordo em escova. As células do estomodeo e do proctodeo
apresentaram caracteristicas de normalidade e nenhuma alteragdo significativa
guando comparadas ao grupo controle. A cuticula também se mostrou integra e

normal, bem como as fibras musculares.
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Figura 7. Fotomicrografias de seccdes em resina de larvas 3° estadio de Aedes
aegypti submetidas por 24 horas ao Oleo-resina de Copaifera langsdorffii,
corados por HE.

A: Regido anterior (RA) e regido mediana do meséntero (RM) com formagéo
vesicular (Ve). C= cuticula, Mu= masculo e N= nudcleo. 100X.

B: Regido mediana (RM) e regido posterior (RP) do meséntero, evidenciando a
intensa formacdo de vacuolos (V) no citoplasma das células. C= cuticula, Mu=
musculo e T= traquéia. 100X.

C: Detalhe da regido posterior do meséntero (RP) com grandes vacuolos apicais
citoplasmaticos (V). C= cuticula, L=limen e Ve= vesiculas. 200X.
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5.2.3 Tratamento com a fracdo hexanica CLH 3 de Copaifera langsdorffii

As larvas submetidas ao tratamento com a fracdo hexanica CLH3; de C.
langsdorffii, ndo apresentaram alteracbes morfoldgicas externas quando
comparadas ao grupo controle. De modo geral, as larvas tratadas apresentaram
menor motilidade e apdés as 12 horas de tratamento ficavam vagarosas e
letargicas, quando comparadas ao grupo controle.

As alterac6es morfohistolégicas observadas pela agdo da fragdo hexanica
CLH; de C. langsdorffii a concentragcdo de 80 ppm (ClLg) foram mais
significativas nas células da regido posterior do meséntero, nos tempos de 12 e
24 horas. A Figura 8, mostra em secc¢Oes longitudinais da regido mediana e
posterior do meséntero, larvas mantidas por 12 horas na solugdo da fracdo
hexanica CLH3; do 6leo-resina de C. langsdorffii. Nestas condicdes, foi possivel
observar a formacao de vacuolos nas células da regido posterior do meséntero.

A Figura 8A evidencia algumas alteracdes celulares na regido mediana do
meséntero, sendo que em poucas células ainda € possivel notar um aspecto
semelhante ao encontrado nas células do grupo controle. No citoplasma
observou-se a formacao de pequenos vacuolos, e aspecto acidofilo semelhante
ao controle. O ndcleo apresentou cromatina descondensada. O bordo em
escova apresenta um aparente rompimento (Figura 8B).

As células da regido posterior do meséntero (Figura 8A e B)
apresentaram formacao vesicular, alta basofilia e grandes vacuolos. Nota-se em
algumas células a presenca do bordo em escova e a formacdo de uma grande
dobra na matriz peritréfica (Figura 8B).

As células do estomodeo, da regido anterior do meséntero e do proctodeo
nao apresentaram nenhuma alteragdo significativa quando comparadas ao
grupo controle. A cuticula também se mostrou integra e normal, bem como as

fibras musculares.
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Figura 8. Fotomicrografias de seccdes em resina de larvas 3° estadio de Aedes
aegypti submetidas por 12 horas a fracao hexanica CLH3; do Oleo-resina de
Copaifera langsdorffii, corados por HE.

A: Vista geral das regides mediana (RM) e posterior do meséntero (RP) com
formacao vesicular (Ve) na porcao apical da célula e presenca de vacuolos (V).
C= cuticula, Mu= musculo e T= traquéia. 100X.

B: Regido posterior (RP) do meséntero, evidenciando alta vacuolizacao
citoplasmatica, dobra na matriz peritréfica (cabeca de seta) e bordo em escova
(seta). C= cuticula, MB= membrana basal, Mu= musculo, N= nicleo, RM= regido
mediana do meséntero, T= traquéia, V= vacuolo e Ve= vesicula. 200X.
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A Figura 9, mostra em secc¢0Oes longitudinais a regido mediana e posterior
do meséntero, de larvas mantidas por 24 horas na solucdo da fracdo hexanica
CLH; do dleo-resina de C. langsdorffii. Nestas condi¢cBes, foi possivel observar
uma intensa destruicdo celular e imensos vacuolos nas ceélulas da regiao
posterior do meséntero.

A regido mediana do meséntero (Figura 9A) apresentou alteracdes
similares a do tempo anterior com um avanco no estado de destruicdo e a
formacdo de pequenas vesiculas apicais. Algumas células apresentaram um
formato globoso, diferente das células epiteliais cubicas encontradas no grupo
controle. No citoplasma observou-se a formagdo de pequenos vacuolos e
aspecto aciddfilo. Nota-se a auséncia do bordo em escova em algumas células.

As células da regido posterior do meséntero (Figura 9B) apresentaram
diferentes graus de vacuolizagdo. Os nucleos dessas células perderam sua
forma arredondada, apresentando-se picnéticos, o que demonstra menor
atividade celular. Observou-se a formacao vesicular na regiao apical das células,
alta basofilia e imensos vacuolos. Nota-se em algumas células a presenca do
bordo em escova e a presenca de secrec¢do acidofila no espaco subperitrofico.

As células do estomodeo, da regido anterior do meséntero e do proctodeo
nao apresentaram nenhuma alteracdo significativa ao serem comparadas ao
grupo controle. A cuticula e as fibras musculares também se mostraram integras

€ normais.
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Figura 9. Fotomicrografias de seccdes em resina de larvas 3° estadio de Aedes
aegypti submetidas por 24 horas a fragdo hexéanica CLH3 do Oleo-resina de
Copaifera langsdorffii, corados por HE.

A: Vista geral das regibes mediana (RM) e posterior do meséntero (RP) com
formacao vesicular (Ve) na porcao apical da célula e presenca de vacuolos (V).
C= cuticula, Mu= musculo e N=nucleo. 100X.

B: Regido posterior (RP) do meséntero, evidenciando alta vacuolizagéo
citoplasmatica. ES= espaco subperitréfico, V= vacuolo e Ve= vesicula. 200X.
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6 DISCUSSAO

As larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti do grupo controle
apresentaram morfologia externa com aspectos normais e providas de grande
motilidade sinuosa em meio liquido, realizada através de contracdes do corpo,
semelhante ao que foi descrito por Silva & Silva (2000), Forattini (2003) e Becker
et al. (2010). Este comportamento nao foi observado nas larvas submetidas ao
tratamento com o Oleo-resina e com fragcdo hexanica (CLH3) de C. langsdorffii.
De modo geral, as larvas tratadas apresentaram menor motilidade e apés as 12
horas de tratamento ficavam vagarosas e letargicas. A reducdo da mobilidade
larval foi o primeiro sinal da atividade larvicida desses compostos de origem
botanica e isto foi semelhante aos resultados encontrados por Barreto et al.
(2006), Abed et al. (2007) e Valotto et al. (2014).

As analises morfohistoldgicas confirmaram a morfologia normal do tubo
digestério, das larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti no grupo controle,
revestido por uma Unica camada de células epiteliais apoiada em uma
membrana basal e circundado por fibras musculares. Observou-se o meséntero
dividido em trés regides distintas: anterior, mediana e posterior. Essas
observacdes foram idénticas as descritas na literatura pertinente a esse assunto
(Arruda et al. 2003, Abed et al. 2007, Valotto et al. 2010, Costa et al. 2012,
Costa et al. 2014).

As células da regido anterior do meséntero apresentaram morfologia
cubica e na superficie apical um fino bordo em escova sugerindo uma possivel
funcdo absortiva dessas células. A regido mediana apresentou células epiteliais
cubicas, com um bordo em escova um pouco mais espesso que o das células da
regido anterior e a presenca de vesiculas secretoras, indicando provavelmente
algum processo de secrecdo. A regido posterior evidenciou uma maior basofilia
celular e um espesso bordo em escova. Todas essas caracteristicas foram
semelhantes as descritas em outros trabalhos (Abed et al. 2007, Valotto et al.
2010, Valotto et al. 2014).

A matriz peritrofica observada nas larvas do grupo controle apresentou-se

integra e envolvendo todo o conteldo alimentar no tubo digestério. Essa é
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secretada por células especializadas da regido anterior do meséntero e tem a
funcdo de proteger as células do meséntero contra varios componentes
alimentares quimicos, fisicos e microbiolégicos (Chapman 1998, Pascoa et al.
2002, Shao et al. 2005). Arruda et al. (2003) e Valotto et al. (2010), evidenciaram
dobras e extrusdo da matriz peritréfica, como mecanismo de defesa da larva,
indicando uma tentativa de eliminar do seu interior agentes téxicos presentes no
e.b.e de M. pubescens. Neste trabalho foi observado apenas o inicio do
processo com as dobras da matriz peritrofica.

As alterac6es deletérias causadas pelo dleo-resina e pela fragdo hexanica
(CLH3) de C. langsdorffii foram visualizadas nas trés regibes do meséntero das
larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti e ocorreram de forma progressiva
conforme se aumentava o0 tempo de exposicdo das larvas, sendo a regido
posterior a mais afetada. As evidéncias de toxicidade foram através de intensas
e inumeras vacuolizagfes citoplasmaticas, degeneracdo do bordo em escova,
formacéo de vesicula apical citoplasmatica, aumento do volume celular e dobra
na matriz peritrofica. Essas alteracbes celulares foram semelhantes as
encontradas por diversos autores (Abed et al. 2007, Valotto et al. 2010, Costa et
al. 2012, Costa et al. 2014, Valotto et al. 2014).

Estudos realizados por Abed et al. (2007) e Valotto et al. (2014), com
Oleo-resina e o diterpeno &cido 3-acetoxi-labdano-8 (17) 13-dien-15-oico
(C22H3404) de C. reticulata mostraram as alteracdes, principalmente na regiao
mediana do meséntero. Enquanto que para a M. pubescens as alteracbes se
concentraram na regido anterior do meséntero (Arruda et al. 2003 e Valotto et al.
2010). J4 o extrato da planta Sapindus saponaria provocou alteracées em todo o
meséntero da larva de Ae. aegypti (Barreto et al. 2006). No entanto, estudos
com a toxina Cryl1Bb de Bti evidenciaram que as alteracdes mais relevantes
ocorreram na regido posterior do meséntero, corroborando com os resultados
obtidos neste trabalho (Ruiz et al. 2004).

As alteracdes descritas neste trabalho demonstraram como 0s compostos
bioativos desencadeiam a degeneragédo celular e aceleram o processo de
rompimento celular. De modo que, independentemente da substancia larvicida
utilizada, ela pode causar intoxicacéo e danos irreversiveis nas células epiteliais
do tubo digestério da larva, indicando ser este o possivel local de absorcéo

desses compostos e que, as alteracdes deletérias podem ser semelhantes.
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7 CONCLUSOES

As principais alteracdes do Oleo-resina e da fracdo hexanica (CLH3) de C.

langsdorffii observadas sobre larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti foram:

1. Diminuicdo da motilidade das larvas;

2. Danos celulares iniciando-se na regido posterior do meséntero e
estendendo-se em diregéo a regiao mediana e anterior de acordo com
o tempo de exposicao;

3. Modificagbes celulares mais intensas no meséntero, e incluem a
vacuolizacdo citoplasmatica, a formacdo de vesicula citoplasmatica
apical, a degeneracdo do bordo em escova, aumento do volume

celular e a dobra na matriz peritréfica.
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