el
UFG

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

CLEYDE FERREIRA BARRETO VALOTTO

Estudo das alteragcbes morfohistolégicas em larvas de Aedes aegypti
submetidas ao tanino catéquico isolado da Magonia pubescens

(Sapindaceae) e ao diterpeno de Copaifera reticulata (Leguminosae)

Orientador:

Prof. Dr. lonizete Garcia da Silva

Tese de Doutorado

Goiania - GO
2009



11.

12.

&%
e _.sa

Termo de Ciéncia e de Autorizagdo para Disponibilizar as Teses e Dissertagoes Eletronicas
(TEDE) na Biblioteca Digital da UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias-UFG a
disponibilizar gratuitamente através da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagbes - BDTD/UFG, sem
ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n° 9610/98, o documento conforme
permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagéo da
produgdo cientifica brasileira, a partir desta data.

Identificacao do material bibliografico: [ ] Dissertagao [X] Tese

Identificacdo da Tese ou Dissertacao

Autor(a): | Cleyde Ferreira Barreto Valotto

CPF: ] 917.223.901-82 | E-mail: | drcleydevalotto@gmail.com

Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [X]Sim [ 1Nao

Vinculo Empre-
gaticio do autor

Agéncia de fomento: Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel | Sigla: CAPES
Superior

Pais: | Brasil | UF: | Goids | CNPJ: |

Titulo: |

Estudo das alteragdes morfohistoldgicas em larvas de Aedes aegypti submetidas ao tanino catéquico
isolado da Magonia pubescens (Sapindaceae) e ao diterpeno de Copaifera reticulata (Leguminosae).

Palavras-chave: | Magonia pubescens. Copaifera reticulata. Aedes aegypti. Ultraestrutura. Controle.

Titulo em outra lingua:

Study of alterations in morphohistologic larvae of Aedes aegypti subjected to catechist tannins isolated
from Magonia pubescens (Sapindaceae) and the diterpene Copaifera reticulata (Leguminosae)

Palavras-chave em outra lingua: |

Magonia pubescens. Copaifera reticulata. Aedes aegypti. Ultrastructure. Control.

Area de concentracdo: | Parasitologia

Data defesa: (dd/mm/aaaa) 25/06/2009

Programa de Pds-Graduagéo: Programa de Pés-graduacdo stricto sensu em Medicina Tropical do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG

Orientador(a): | Ionizete Garcia da Silva

CPF: | | E-mail: [ ionizete@iptsp.ufg.br

Co-orientador(a): |

CPF: | | E-mail: |

3. Informacgoes de acesso ao documento:

Liberacdo para disponibilizagdo?* [X] total [ ] parcial

Em caso de disponibilizagao parcial, assinale as permissoes:
[ ] Capitulos. Especifique:
[ ] Outras restrigdes:
Havendo concordancia com a disponibilizagdo eletrénica, torna-se imprescindivel o envio do(s)
arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertagao.
O Sistema da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes garante aos autores, que os arquivos contendo
eletronicamente as teses e ou dissertagdes, antes de sua disponibilizacdo, receberdao procedimentos de
seguranga, criptografia (para ndo permitir copia e extracdo de contelido, permitindo apenas impressado
fraca) usando o padrao do Acrobat.

Data: / /

Assinatura do(a) autor(a)

"Em caso de restricdo, esta poderad ser mantida por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo
deste prazo suscita justificativa junto a coordenagdo do curso. Todo resumo e metadados ficardo
sempre disponibilizados.




UFG

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

CLEYDE FERREIRA BARRETO VALOTTO

Estudo das alteragoes morfohistolégicas em larvas de Aedes aegypti
submetidas ao tanino catéquico isolado da Magonia pubescens

(Sapindaceae) e ao diterpeno de Copaifera reticulata (Leguminosae)

Tese apresentada ao
PPGMT/IPTSP /UFG como
requisito parcial para obtencao
do Grau de Doutor em
Medicina Tropical na area de

concentragéo em Parasitologia

Orientador: Prof. Dr. lonizete Garcia da Silva

Goiania - GO
2009



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacio (CIP)

GPT/BC/UFG

V199e

Valotto, Cleyde Ferreira Barreto.

Estudo das alteracdes morfohistologicas em larvas de Aedes
aegypti submetidas ao tanino catéquico isolado da Magonia
pubescens (Sapindaceae) e ao diterpeno de Copaifera reticulata
(Leguminosae) [manuscrito] / Cleyde Ferreira Barreto Valotto. -
2009.

103 f. il

Orientador: Prof. Dr. Ionizete Garcia da Silva.
Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Goias,

Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, 2009.
Bibliografia.

1.  Magonia pubescens. 2. Copaifera reticulata. 3.Aedes
aegypti — Morofohistoldgicas. 1. Titulo

CDU: 595.771




il

Ao meu esposo,
Adriano, presente de Deus na

minha vida, dedico.

“O amor é paciente, é benigno; o

amor ndo arde em ciumes, ndo se ufana, nédo
Se ensoberbece, ndo se conduz
inconvenientemente, ndo procura 0s seus
interesses, ndo se exaspera, hdo se ressente
do mal; ndo se alegra com a injustica, mas
regojiza-se com a verdade; tudo sofre, tudo
cré, tudo espera, tudo suporta.

O amor jamais acaba...”

Corintios 12 (4-8)
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“Parece que fui apenas um

menino brincando na praia e
descobrindo de vez em quando um
seixo mais liso, uma conchinha mais
bonita, enquanto o grande oceano da
verdade la estava, inexplorado diante

de mim”.

Isaac Newton
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APRESENTAC}AO

A dengue é um dos principais problemas de saude publica que ocorre
principalmente em areas tropicais e subtropicais do mundo. Suas
manifestacdes clinicas variam de uma sindrome viral, inespecifica e benigna,
até um quadro grave e fatal de doengca hemorragica com choque. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 50 a 100 milh6es de novos
casos ocorram anualmente em todos os continentes, exceto na Europa. O
Brasil passou cerca de 60 anos sem apresentar nenhum registro de casos de
dengue em seu territério, porém, as condi¢cdes socio-ambientais favoreceram a
expansao do mosquito vetor, o Aedes aegypti, desde a sua reintrodugédo em
1976 até o momento, com sucessivas epidemias da doenca.

As razbes para o ressurgimento da dengue, ndo sé no Brasil, mas em
todo mundo, ainda ndo sdo muito esclarecidas, no entanto, sabe-se que o
crescimento global da populacdo e a urbanizagcdo n&o planejada e
descontrolada, especialmente nos paises tropicais em desenvolvimento, tém
contribuido plenamente para a expanséo do A. aegypti.

A febre amarela € uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que ocorre
em florestas tropicais das Américas e da Africa, causando periodicamente
surtos isolados ou epidemias de maior importancia. A transmissao ao homem
ocorre a partir da picada de fémeas de A. aegypti infectadas com virus
amarilico no ambiente urbano e de espécies dos géneros Haemagogus e
Sabethes no silvestre.

O ultimo relato de febre amarela urbana no Brasil, foi em 1942, no Acre,
porém a forma silvestre da doengca se mantém endémica. Em 2008 o Brasil
registrou um surto de febre amarela silvestre, quando foram confirmados
dezoito casos desta virose em areas silvestres de Goias, Mato Grosso do Sul e
Distrito Federal, sendo Goias o responsavel por 14 desses casos. A vacinagao
€ a melhor forma de prevencao e controle da febre amarela interrompendo o

ciclo de transmiss3o.
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O A. aegypti, vetor tanto da dengue como da febre amarela urbana, tem
uma grande capacidade de se adaptar ao ambiente humano e uma
extraordinaria competéncia na busca e na escolha de locais para a oviposigao,
colonizando os mais variados tipos de criadouros. Essa incrivel adaptacgao,
associada a fatores como temperatura, umidade, altitude, entre outros, da ao
A. aegypti totais condicbes de propagacao territorial. A disseminagdo desse
vetor ja alcangou tamanha propor¢do que, hoje, acredita-se ser impossivel
uma nova erradicacédo desse mosquito, falando-se apenas em controle do
mesmo.

A luta contra A. aegypti requer varias atividades de vigilancia. Estas
atividades baseiam-se no saneamento basico, inspecéo e eliminagdo de
reservatorios através da acdo de guardas-sanitarios que visitam
periodicamente todas as edificacées urbanas, e em medidas de informacao e
educacao realizadas através das campanhas nacionais de combate a dengue,
veiculadas nas principais vias de comunicac¢ao (radio, TV, jornais, revistas,
etc.). Como 90% dos focos do mosquito estdo presentes nas residéncias, a
participacdo da comunidade torna-se imprescindivel para tornar o combate
eficaz e evitar a sua proliferagao.

A principal estratégia de controle do A. aegypti tem sido o uso intensivo
de inseticidas quimicos, principalmente o organofosforado temefés e o
piretréide cipermetrina. O uso indiscriminado desses inseticidas vem sendo
qguestionado quanto a sua real eficiéncia e quanto aos danos ambientais que
podem causar. Durante a vigéncia de uma epidemia, a aplicagdo espacial de
inseticida em ultra-baixo-volume pode ser uma medida valiosa no exterminio
do vetor, porém pouco efetiva na manutencéo de baixos indices de infestacao
predial. Além disso, o uso freqlente de inseticidas tem levado ao
desenvolvimento de resisténcia do mosquito a estes compostos. No Brasil, ja
foi detectada a resisténcia ao temefés em populagdes de A. aegypti em 12
estados. A resisténcia resulta no aumento da frequéncia de aplicacédo de
inseticidas, dosagens crescentes, rendimentos diminuidos, danos ambientais e
surgimento de novos casos da doenga quando o vetor ndo pode ser
controlado.

Em busca de novas alternativas para o controle do vetor da dengue,

varias pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de encontrar um
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inseticida menos toxico ao meio ambiente, mais eficaz no combate e com
menos chances de desenvolver resisténcia no mosquito. Neste contexto, os
inseticidas botanicos vém sendo amplamente estudados.

Este trabalho mostrou o mecanismo de agédo de substancias purificadas
extraidas das plantas Copaifera reticulata e Magonia pubescens frente as
larvas de A. aegypti. Os experimentos realizados com estas plantas
demonstraram o potencial larvicida contra o A. aegypti e o modo de agao das
substancias isoladas através da destruigao celular do tubo digestério do inseto,
com alteracdes irreversiveis.

Diante da situagao atual do Brasil, com novas e mais graves epidemias
de dengue a cada ano, com o risco iminente da introdugao do virus Den-4 e a
diminuicdo da suscetibilidade do A. aegypti aos inseticidas quimicos, a
prospeccao de substancias candidatas potenciais como inseticida, de baixa
toxicidade ao meio ambiente e ao homem, podera constituir numa alternativa
ao controle do A. aegypti.

Este trabalho teve como finalidade mostrar o potencial de substancias
naturais extraidas de C. reticulata e M. pubescens como alternativas ao

controle de A. aegypti.
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Figuras do Artigo |

Figura 1. Aspecto morfologico das larvas de Aedes aegypti. A. Larva Controle.
B. Larva tratada com tanino catéquico da Magonia pubescens. Notar a
extrusdo da matriz peritréfica (seta). Abreviagdes: SR = Sifao respiratério, LA =

Lobo anal, C = cerdas, PA = Papilas anais.............cccceevvrrrrerierineinnniccceennn 51

Figuras 2A, B e C. Fotomicrografias do meséntero de larvas de Aedes aegypti
controle coradas com HE. 2A. Regido Anterior. 400X. 2B. Regido Mediana
400X. 2C. Regiao Posterior. 400X. Notar a presenca do bordo em escova
(seta) e da matriz peritréfica (cabeca de seta). Figuras 2D, E e F.
Fotomicrografias do meséntero de larvas de Aedes aegypti submetidas por 6h
ao tanino catéquico isolado da Magonia pubescens. 2D. Regido Anterior.
Presenca de grandes vacuolos no citoplasma das células. 400X. 2E. Regiao
Mediana apresentando células com formacdo de vesiculas apicais no
citoplasma. 400X. 2F. Regidao Posterior evidenciando a intensa atividade
secretora.400X. Figuras 2G, H e |. Fotomicrografias do meséntero de larvas de
Aedes aegypti submetidas por 12 h ao tanino catéquico da planta Magonia
pubescens. 2G. Regido Anterior com formagdes vesiculares na porgcao apical
do citoplasma e a presenca de grandes vacuolos. 400X. 2H. Regido Mediana.
Notar o citoplasma altamente vacuolizado. 2|. Regido Posterior. Grande
quantidade de vesiculas nesta regido, com células se desprendendo da
membrana basal (*). 400X. Bordo em escova (seta), Matriz peritréfica (cabeca

de seta), nucleo (N), alimento (AL), vacuolos (Va), vesiculas (V).......ccc......... 54

Figuras 3A, B e C. Fotomicrografias do meséntero de larvas de Aedes aegypti
submetidas por 18h ao tanino catéquico da Magonia pubescens. 3A. Regiao
Anterior. Presenca de vesiculas na porgcdo apical das células e grandes
vacuolos citoplasmaticos. 400X. 3B. Regido Posterior. Presenca de vacuolos
apicais citoplasmaticos. 400X. 3C. Regido Mediana. Notar o aumento do
espaco intercelular (setas). Ocorre um acumulo de substéncia no espaco
subperitréfico que também é notado na regiéo anterior. 400X. Figuras 3D, E e

F. Fotomicrografias do meséntero de larvas de Aedes aegypti submetidas por



Xiii

24h ao tanino catéquico isolado de Magonia pubescens. 3D. Regiao Anterior.
Células com citoplasma vacuolizado. 400X. 3E. Regido Mediana. Maior espaco
intercelular (seta) e acumulo de substancia no espaco subperitréfico. 400X. 3F.
Regiao Posterior. Células com citoplasma altamente vacuolizado. 400X.

Nucleo (N), alimento (AL), vacuolos (Va), vesiculas (V), espaco subperitréfico

Figuras do Artigo Il

Figuras 1A, B e C. Fotomicrografias de secgbes em historesina, de larvas 3°
estadio de Aedes aegypti do grupo controle, coradas em Hematoxilina-eosina.
1A. Regido anterior constituida por um epitélio colunar com células
evidenciando um fino bordo em escova (seta). 400X. 1B. Regido mediana -
células com aspectos de normalidade com fino bordo em escova (seta) e
presenca da matriz peritofica (cabecga de seta) 400X. 1C. Regido posterior com
células com maior basofilia e um espesso bordo em escova. 400X. Figuras 1D
e E. Fotomicrografias de seccbdes em historesina, de larvas 3° estadio de
Aedes aegypti tratadas por 3h, coradas em Hematoxilina-eosina. 1D. Regiao
anterior e mediana do meséntero evidenciando a formacgao vesicular apical em
todo o epitélio. 1E. Regidao posterior do meséntero onde se percebe maior
basofilia celular e vesiculas apicais. Apenas em algumas células ha presencga
do bordo em escova (seta). Figuras 1 F, G e H. Fotomicrografias de seccbes
em historesina, de larvas 3° estadio de Aedes aegypti tratadas por 9h. 1F.
Regido anterior do meséntero com células vacuolizadas. 1G. Regido mediana
com grandes vacuolos no citoplasma dessas células. 1H. Regiao posterior com
células liberando conteudo granular do citoplasma para a luz intestinal em
processo de lise celular. Abreviagcdes: RA=regidao anterior, RM= regido
mediana, N=nucleo, Nu=nucléolo, V=vesicula secretora, L=Iluz intestinal, AL =

AlIMINEO. oo e D

Figuras 2A, B e C. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, do meséntero
de larvas 3° estadio de Aedes aegypti tratadas por 15h. 2A. Regido anterior

com formacgao de vesiculas na regido apical das células e nucleos disformes.
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400X. 2B. Regiao mediana, alta vacuolizagao citoplasmatica 400X. 2C. Regiéao
posterior com estratificagdo do epitélio, vesiculas apicais em processo de lise
celular através da liberacdo de conteudo granular na luz intestinal. 400X.
Figuras 2D, E, F e G. Fotomicrografias de secgdes em historesina, do
meséntero de larvas 3° estadio de Aedes aegypti expostas por 18h, coradas
em Hematoxilina-eosina. 2D. Vista geral evidenciando grande dobra na matriz
peritrofica (cabeca de seta). 400X. 2E. Regido anterior com formacao de
vesiculas na porgdo apical das células. 400X. 2F. Regido mediana com
vesiculas apicais e nucleos disformes. 2G. Regido posterior com células
altamente destruidas (seta) e nucleos disformes. 400X. Figura 2H, | e J.
Fotomicrografias de sec¢bes em historesina, do meséntero de larvas 3°
estadio de Aedes aegypti expostas por 24h, coradas em Hematoxilina-eosina.
2H. Regiéo anterior - células com grandes vacuolos citoplasmaticos. Ocorre
um deslocamento das células da membrana basal (*). 400X. 2l. Regiado
mediana com grandes vacuolos citoplasmaticos. 2J. Regiédo posterior - células
com vesiculas apicais e em processo de lise celular (seta), nucleos alterados.
Abreviagcdes: RA=regiao anterior, RM= regido mediana, RP=regido posterior,

N=nucleo, V=vesicula secretora, L=luz intestinal, AL = alimento, Mu=musculos.

Figuras do Artigo lll

Figura 1. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti do grupo controle. 1A: vista geral das células
epiteliais da regido anterior do meséntero. Notar a presenca de inumeras
mitocdncrias (detalhe) e presenga da matriz peritréfica (seta). 1B: detalhe da
regiao basal, evidenciando a presencga de mitocondrias e dobras da membrana
plasmatica. 1C: Notar a presenca de vacuolos e microvilosidades na regido
apical destas células. 1D: vista geral das células epiteliais da regido mediana
do meséntero. 1E: aspecto da regido basal, destacando as dobras na
membrana plasmatica basal, indicando trocas idnicas (seta). 1F: detalhe da
regido apical destas células evidenciando as microvilosidades e vacuolos

digestivos de mitocondria. 1G: vista geral das células epiteliais da regiao
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posterior do meséntero. 1H: detalhe da regido basal com vacuolos digestivos.
11: detalhe da regido apical destas células, evidenciando a presenca de longas
microvilosidades de vacuolos digestivos com presenca de figuras mielinicas.
Nu=nucléolo, N=nucleo, ES= espago subperitréfico, M=mitocéndria,

MV=microvilosidades, VD=vacuolo digestivo............cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee,

Figura 2. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti submetidas por 24 h ao diterpeno da Copaifera
reticulata. 2A: vista geral das células da regidao anterior do meséntero. 2B:
detalhe da regido basal destacando presenca de mitocéndrias (detalhe). 2C:
detalhe da regido apical, evidenciando a matriz peritrofica (cabeca de seta).
2D: vista geral das células da regiao mediana do meséntero. 2E: regido basal
celular evidenciando a lamina basal e vacuolo digestivo. 2F. Regido apical
celular com intensa vacuolizagdo. 2G. Vista geral das células da regiao
posterior do meséntero. 2H: regido basal celular com dobras da membrana
plasmatica basal (seta). 2I: detalhe da regido apical celular evidenciando
grande quantidade de microvilosidades e a formacdo de grandes vesiculas
secretoras.  Nu=nucléolo, N=nucleo, ES= espago  subperitréfico,

M=mitocdndria, MV=microvilosidades, VD=vacuolo digestivo, Va=vacuolos...95

Figura 3. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3°
estadio de Aedes aegypti submetidas por 24 h ao tanino catéquico de Magonia
pubescens. 3A: vista geral das células da regido anterior do meséntero,
evidenciando o alto grau de destrui¢cao celular. Notar no detalhe a presenga de
mitocondrias. 3B: detalhe da regidao basal celular com grande quantidade de
mitocdndrias e de dobras da membrana plasmatica basal. 3C: detalhe da
regiao apical celular com a presencga de grandes vacuolos. 3D: vista geral das
células da regido mediana do meséntero. 3E: detalhe da regido basal celular
destacando a presenca de vacuolos digestivos. 3F: detalhe da regido apical
celular evidenciando os vacuolos digestivos e a formacgéo de projecdes apicais
secretoras. 3G: vista geral das células da regido posterior do meséntero com a

presenca de vacuolos digestivos e nucleos irregulares. 3H: detalhe da regido
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basal evidenciado o descolamento da célula da membrana basal (setas). 3I:
detalhe da regido apical celular evidenciando os vacuolos. Nu=nucléolo,
N=nucleo, ES= espaco subperitréfico, M=mitocéndria, MV=microvilosidades,

VD=vacuolo digestivo, Ve=vesiculas, V=vacuolos.................ccccvevrrrrrrrrrrrrrrnnnnn. 95
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RESUMO

A dengue e a febre amarela urbana sado doencas causadas por Flavivirus,
constituindo problemas de importancia em saude publica nas faixas tropical e
subtropical do mundo. Ha apenas vacina disponivel para a febre amarela. A
transmissao de ambas as doencas ao homem se faz pela picada da fémea de
Aedes aegypti. O controle do vetor é feito através da eliminagdo dos
criadouros potenciais, aplicacdo de larvicidas em colegdes de agua e, para os
adultos, aplicagcbes espaciais de inseticidas. Os problemas originados do uso
continuo de inseticidas quimicos foram o aparecimento de populagbes
resistentes a esses produtos e a preocupagdo com o0s danos ambientais
provocados pela degradacédo lenta destes produtos. Na busca de alternativas
de controle ao vetor, estudos estdo sendo desenvolvidos com substancias de
origem botanica, com o intuito de controlar os vetores e preservar o meio
ambiente. A utilizagdo dos inseticidas naturais tem algumas vantagens quando
comparados aos sintéticos, por serem renovaveis e de degradacao rapida.
Além disso, a sua composicao € bastante complexa, diminuindo a velocidade
do aparecimento de resisténcia e é de baixa toxicidade para mamiferos, aves
e meio ambiente. Neste trabalho, apresentam-se as alteragbes
morfohistologicas e ultraestruturais do tanino catéquico extraido da Magonia
pubescens, e do Diterpeno extraido da Copaifera reticulata sobre as larvas de
A. aegypti a fim de evidenciar os mecanismos de agado dessas substancias.
Para a microscopia de luz, larvas de 3° estadio foram submetidas a solu¢des a
37ppm de tanino catéquico e 9ppm do diterpeno, onde permaneceram por até
24h. As larvas que atingiram estado letargico foram coletadas e fixadas em
paraformaldeido a 4% em tampao cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2, incluidas
em resina e as laminas coradas pela técnica de Hematoxilina-eosina. Para a
microscopia eletronica, as larvas foram submetidas as mesmas concentragdes
do tanino catéquico e diterpeno, onde permaneceram por 22 h. As larvas que
atingiram estado letargico foram coletadas e dissecadas e seus tubos
digestdrios fixados em 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% sacarose
em tampao cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2 e po6s fixado em tetroxido de
o6smio 1% em cacodilato de sédio 0.1M. Em seguida foram contrastados com

acetato de uranila a 1%, desidratados, emblocados e polimerizados. Os cortes
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ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de chumbo,
depois eletromicrografados. As alteragbes causadas pelo tanino catéquico
observadas pela microscopia de luz e eletronica foram a alta vacuolizagao,
auséncia dos limites citoplasmaticos, morte por autofagia, desorganizacao
celular, formacao vesicular apical com liberacdo de conteudo citoplasmatico,
aumento do espaco intercelular, desprendimento de células da lamina basal e
mudancga estrutural dos microvilos. As alteragcdes pelo diterpeno, pela
microscopia de luz e eletrbnica foram alta vacuolizagéo citoplasmatica,
hipertrofia celular e dos nucleos, degeneragéo do bordo em escova, formacao
vesicular apical com liberacdo de conteudo citoplasmatico das células,

estratificacao do epitélio e dobras na matriz peritréfica.

Palavras-chaves: Magonia pubescens. Copaifera reticulata. Aedes aegypti.

Ultraestrutura. Controle.
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ABSTRACT

The dengue and yellow fever are caused by Flavivirus, and are an importants
problems in public health in the range of tropical and subtropical world. There is
only available vaccine for yellow fever. The transmission of both diseases to
humans is by the bite of female Aedes aegypti. The vector control is done
through the elimination of breeding potential, application of larvicides in
collections of water for adults’ vectors space applications of insecticides. The
problems arising from continuous use of chemical insecticides have been the
emergence of resistant populations to these products and concern about the
environmental damage caused by slow degradation. In search of alternatives
for the vector control, studies are being developed with substances of botanical
origin, with the aim to control the vectors and preserve the environment. The
use of natural insecticides has some advantages when compared to synthetic
because they are renewable and have rapid degradation. Moreover, its
composition is quite complex, reducing the speed of emergence of resistance
and be of low toxicity to mammals, birds and environment. This study presents
the morphohistologic and ultrastructural changes of catechist tannin extracted
from Magonia pubescens, and the Diterpene extracted from Copaifera
reticulata on the larvae of A. aegypti with the objective to evidence the
mechanisms of action of these substances. For light microscopy, the 3rd stage
larvae were subjected to a solution of catechist tannin 37ppm and the diterpene
9ppm, where they remained for up to 24h. Larvae that reached lethargic state
were collected and fixed in 4% in the paraformoldehyde buffer 0.1 M sodium
cacodilate pH 7.2, included in resin and the slides stained with hematoxylin-
eosin technique. For electron microscopy, larvae were subjected to the same
concentrations of catechist tannin and diterpene, where they remained for 22 h.
Larvae that reached lethargic state were collected and dissected and their gut
fixed in 2% glutaraldehyde, 2% paraformoldehyde, 3% sucrose in sodium
buffer cacodilate 0.1 M pH 7.2 and post fixed in osmium tetroxide at 1% in
cacodilate sodium 0.1 M. After this they were contrasted with uranyl acetate
1%, dehydrated, embedded and polymerized. The ultra sections were
contrasted with uranyl acetate 3% and lead citrate and were caracterized by

eletron microscopy. The changes caused by catechist tannin observed by light
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and electron microscopy were high vacuolation, absence of cytoplasmic limits,
cellular aging, cell disruption, vesicular apical formation with release of
cytoplasmic content, increase in intercellular spaces, detachment of cells from
the basal lamina and structural change of microvilli. Changes by diterpene by
light and electron microscopy were high cytoplasmic vacuolation, cells and
nuclei hypertrophy, degeneration of the edge brush, vesicular apical formation
with release of cytoplasmic contents of cells, stratification of the epithelium and

folds in the peritrophic matrix.

Keywords: Magonia pubescens. Copaifera reticulata. Aedes aegypti.

Ultrastructure. Control.
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1. INTRODUGAO

1.1. Dengue, Febre Amarela e Aedes aegypti

A dengue é uma doenca febril aguda, causada por virus, de evolugéo
benigna na forma classica, e grave, quando se apresenta na forma
hemorragica. E hoje a mais importante arbovirose que afeta o homem e
constitui um sério problema de saude publica no mundo. Seu agente etioldgico
€ um arbovirus do género Flavivirus. Sdo conhecidos quatro sorotipos do virus
da dengue: Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4 (MS 2002).

O quadro clinico da dengue classica envolve sintomas como febre,
enxaqueca, mialgia, artralgia, fraqueza e anorexia; vOmitos e diarréia
moderada sao comuns. A forma hemorragica é caracterizada por febre subita,
nausea, vomitos, todos os tipos possiveis de manifestagdes hemorragicas,
sinais de vazamento capilar difuso e queda da pressao arterial (Marzochi
1994; Monath 1994). A taxa de fatalidade da dengue hemorragica é 5%, mas
nos paises onde a fisiopatologia da doenca € bem conhecida pelos clinicos e
as condi¢des de atendimento ao paciente sao boas, a taxa cai para menos que
1% (Gubler 2004).

A transmissao da dengue ao homem se faz pela picada da fémea de
Aedes aegypti. Infelizmente, ainda ndo se desenvolveu uma vacina eficaz na
prevencao da dengue. Entdo, até o momento, o controle do vetor se apresenta
como unica forma de controlar a doenga. Basicamente, esse controle é feito
através da eliminacdo dos criadouros potenciais do vetor, aplicacdo de
larvicidas em depoésitos de agua de consumo e uso de inseticidas para as
formas adultas, durante os periodos de transmisséo (Tauil 2001).

Nos ultimos anos tem-se observado um aumento da circulagdo da
dengue no Brasil e no mundo, assim como a incidéncia de casos de dengue
hemorragica. As razdes para essa re-emergéncia da dengue ainda nao sao
completamente entendidas, mas estao claramente relacionadas as mudancas
demograficas e da sociedade, que ocorreram nos ultimos 50 anos. Os
crescentes processos de urbanizagdo, com o aumento da densidade
populacional nas grandes cidades contribuem para uma maior possibilidade de

transmissao do virus. Além disso, as cidades crescem de forma desordenada,
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sem infra-estrutura adequada, insuficiéncia de saneamento basico,
principalmente o abastecimento de agua e coleta de lixo. A produgdo, cada
vez maior, de recipientes plasticos descartaveis, aumenta o numero de
criadouros potenciais do mosquito e o0 aumento das viagens aéreas e do
transporte em geral nos ultimos tempos propicia um ambiente ideal para a
propagacado do virus entre os centros populacionais (Marzochi 1994; Tauil
2001; Gubler 2004).

A febre amarela também é uma doenca infecciosa causada por
Flavivirus. A maioria das pessoas infectadas com o virus da febre amarela
desenvolve sintomas discretos ou ndo apresenta manifesta¢cdes da doenca. O
grau de gravidade da doenca é bastante variado podendo ocorrer formas
oligossintomaticas até fulminantes (Vasconcelos 2003; Figueiredo 2006).
Acredita-se que 90% dos casos sejam classificados como formas leves e
moderadas e apenas 10% como formas graves e malignas. A forma leve da
doencga tem como caracteristicas clinicas febricula ou febre moderada, de
inicio subito, acompanhada ou ndo de cefaléia discreta, astenia ou
indisposicdo passageira e tontura. Apds algumas horas ou dias, 0 paciente
recupera-se completamente, sendo esta forma facilmente confundida com um
mal estar passageiro. Na forma moderada o quadro clinico mostra-se mais
duradouro. Acontece com inicio subito ocorrendo febre e cefaléia intensa,
nauseas com ou sem vOmitos, mialgias e artralgias. Ocorrem sintomas
classicos como epistaxe, albuminuria e subictericia. Esta forma dura cerca de
trés dias e o paciente também se recupera sem sequelas. A forma grave inicia-
se abruptamente com febre elevada, cefaléia intensa e dores musculares
generalizadas. Ha ictericia, albuminuria e hemorragias. Esta forma cursa por
até 7 dias. Na forma grave o paciente apresenta sintomas classicos que
caracterizam a faléncia hepato-renal. Seus sintomas s&o inicio abrupto, febre
elevada, cefaléia holocraniana intensa e os demais sintomas da forma leve e
moderada. Esse quadro evolui por dois a trés dias e depois o paciente relata
sensacao de melhora, porém, repentinamente ocorre piora do quadro quando
os sintomas de toxicidade e hemorragia podem ser fatais (MS 1999).

A febre amarela urbana é transmitida ao homem através da picada do
A. aegypti, um mosquito hematéfago altamente domiciliado. J& a transmisséo

da febre amarela silvestre ocorre através do mosquito Haemagogus, que vive
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nas copas das arvores, onde sugam os primatas. Pessoas ndo vacinadas que
se expdem em areas florestais endémicas podem se infectar, adoecerem de
febre amarela e uma vez retornando a cidade para tratamento, podem servir
de fonte de infecgdo para o A. aegypti, principal disseminador da febre
amarela urbana (MS 1999; Prata 2000; Penna 2003; Vasconcelos 2003;
Figueiredo 2006).

O mosquito A. aegypti é originario da Africa onde ainda mantém seus
habitos silvestres, se alimentando, principalmente, em roedores e outros
animais selvagens. Foi disseminado por todo continente americano pelo
préprio homem através do transporte dos seus ovos, larvas e até do mosquito
adulto em navios, avidbes e veiculos terrestres. No mundo moderno o A.
aegypti se adaptou facilmente as é&reas urbanas das cidades e vive
preferencialmente dentro das casas ou perto delas, uma vez que la encontra
melhores condi¢des para sua reproducdo: sangue humano e depdésitos com
agua. As fémeas passaram a ovipor em ecotopos artificiais localizados no
domicilo e peridomicilio. Quase toda cole¢cao de agua limpa e parada (caixas
d' agua, cisternas, latas, pneus, cacos de vidro e vasos de plantas) funciona
como criadouro potencial para sua proliferacdo. Alguns pesquisadores ja
relataram o desenvolvimento do mosquito também em agua poluida (Monath
1994; Silva et al. 1999). Apenas a fémea é hematdfaga e a alimentacao
sanguinea € necessaria para completar o processo de amadurecimento de
seus ovos (Monath 1994; Gubler 1998).

Os ovos nédo sao colocados em contato com a agua, mas sim na parede
do recipiente. Os ovos podem permanecer viaveis por até 490 dias, bastando
apenas o contato com a agua para ocorrer a eclosao, que acontece em
diferentes intervalos de tempo, dando ao A. aegypti maiores chances de
sobreviver as adversidades do meio ambiente. A quiescéncia e os diferentes
periodos de ecloséo dos ovos sdo adaptagbes do mosquito que favorecem sua

expansao e que dificulta seu controle (Silva et al. 1998; Silva & Silva 1999).

1.2. Resisténcia do Aedes aegypti aos inseticidas quimicos

Mesmo diante de diversos avangos importantes no desenvolvimento de

medidas alternativas para o controle de mosquitos, como os inseticidas
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botanicos, os inseticidas quimicos ainda se mantém como parte vital dos
programas de controle de insetos vetores. A maior problematica no controle
vetorial da dengue é o desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas
quimicos, o que favorece o crescimento das populagdes de mosquitos
resultando no aumento dos indices de casos da doenca (Luna et al. 2004).

Por mais de 30 anos, o organofosforado temefos foi o larvicida exclusivo
usado no Brasil para controle do A. aegypti. Com as epidemias de 1986, seu
uso foi amplamente intensificado. Em pouco tempo, casos de resisténcia
comecgaram a surgir, levando a implantacdo de programas de monitoramento
da suscetibilidade do mosquito aos inseticidas quimicos (Braga et. al 2004).
Pesquisadores vém relatando o desenvolvimento de resisténcia em diversas
regides do Brasil (Andrade & Modolo 1991; Campos & Andrade 2001;
Polanczyk et al. 2003; Braga et al. 2004; Carvalho et al. 2004; Luna et al.
2004).

A existéncia de vetores resistentes a um determinado produto quimico
pode ocorrer como resultado de fatores genéticos e operacionais, entre outros.
A resisténcia € uma caracteristica genética que se insere numa populagdo em
funcéo do uso de inseticidas. Ou seja, quanto mais o inseticida for utilizado,
mais rapido e maior é a selecdo de insetos resistentes na populacéo e,
consequentemente, maior o nivel de resisténcia atingido. A capacidade dos
insetos de tolerar concentragdes inicialmente letais promove uma redugéo
gradual na eficacia dos inseticidas, até a sua completa ineficiéncia. Os fatores
operacionais também desempenham um importante papel na implantagcdo da
resisténcia. Estes estao relacionados ao uso de inseticidas (classe, formulacao
e concentragdo do inseticida, método de aplicacéo, freqiiéncia de tratamentos,
etc.) e por isso, podem ser perfeitamente controlados, fato que, na verdade,
nao ocorre devido ao uso indiscrimado dos produtos (Cruz 2002; Carvalho et
al. 2004).

No processo de desenvolvimento de resisténcia pode ocorrer um
fendbmeno denominado de “resisténcia cruzada” que € a protegcado contra mais
de um inseticida por apenas um mecanismo de a¢do; comum entre inseticidas
piretroides, onde toda a classe torna-se comprometida. E, dependendo do
mecanismo envolvido, a resisténcia a um determinado inseticida pode levar

também ao estabelecimento de resisténcia a inseticidas de outras classes,
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dificultando a substituicdo do produto. O principal problema, quando ocorre
indicativo de resisténcia, € a necessidade do emprego de maiores
concentragbes ou quantidade do composto, na tentativa de recuperar sua
eficacia e o aumento da freqiéncia de aplicacdo e substituicdo do produto.
Essa medida é econdbmica e ambientalmente negativa, além de nao conseguir

controlar a expansao territorial dos insetos vetores (Cruz 2002).

1.3. Impacto na natureza

Uma questéo ainda mais séria se refere ao impacto ambiental. Devido a
existéncia de populagdes do mosquito resistentes ao produto, um numero
maior de aplicagbes é utilizada de forma irracional, de modo que, cada vez
mais quantidades desses produtos sdo colocadas na natureza causando
grandes estragos. Um bom exemplo disto foi o uso do DDT, um inseticida do
grupo dos organoclorados que foi utilizado com grande sucesso a partir dos
anos 40 no combate ao mosquito vetor da malaria e em pragas agricolas.
Durante décadas, o produto foi largamente usado no pais até ser comprovado
seu potencial cancerigeno e seu extenso tempo de degradacao (4 a 30 anos).
O principal problema do DDT é sua acao indiscriminada, que atinge tanto os
insetos quanto o resto da fauna e da flora da area afetada (D’Amato et al.
2002).

A continua utilizagdo do controle quimico no combate aos insetos
vetores pode causar grandes desequilibrios ambientais mediante a eliminacao
de insetos benéficos, a contaminacdo do meio ambiente (solo, agua,
atmosfera e seres vivos), e as intoxicagdes acidentais em pessoas devido a
ma utilizac&o dos inseticidas. Este ultimo, trazendo sérios problemas de saude
publica. Generalizando, todas as substancias quimicas podem causar efeitos
adversos a saude dependendo da dose e das condicbes as quais o0s
individuos séo expostos a elas (Paumgartten 1993).

As maiores vitimas de intoxicagbes sdo os agentes de saude que
trabalham no controle de vetores causadores de endemias. Esses agentes,
normalmente, ndo tém treinamento adequado para o manuseio dos inseticidas
utilizados, trabalham sem os equipamentos de protecéo individual necessarios

e os aparelhos de pulverizacao utilizados encontram-se em péssimo estado de
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conservagao. E, infelizmente esse problema ainda se estende por diversos
municipios brasileiros. Os sintomas de intoxicagcdo por inseticidas
organofosforados s&o lacrimejamento, salivacdo, sudorese, diarréia, tremores
e disturbios cardiorrespiratérios. A intoxicagdo por inseticidas do grupo
piretroide sdo menos comuns, devido a sua baixa toxicidade aos mamiferos.
Reacbes alérgicas sdo os sintomas mais comumente encontrados, incluindo;
dermatite, asma, rinite alérgica. As manifestacées cutdneas mais frequentes
sdo eritema, prurido, papulas e vesiculas (Cavaliere et al. 1996).

Todos esses fatores alertam a comunidade cientifica para a elaboragao
de formas alternativas para o controle dos insetos vetores. Neste contexto, os
inseticidas botanicos ou inseticidas naturais apresentam-se como uma opg¢ao

econdmica e correta ecologicamente.

1.4. Inseticidas botanicos como alternativa no controle de vetores

Na busca por alternativas de controle contra o A. aegypti, muitas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas no intuito de se descobrirem novas

substancias inseticidas de origem vegetal.

As plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microrganismos e que, portanto, desenvolvem mecanismos de defesa contra
predadores, sao fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas.
Estas também sintetizam inumeros compostos volateis para atrair
polinizadores e se defenderem de herbivoros (Simas et al. 2004). Desta forma,
substancias extraidas da casca do caule, das folhas e dos frutos de diversas
plantas tém demonstrado propriedades larvicidas no controle de diversos
culicideos.

A utililizagdo dos inseticidas botanicos tem algumas vantagens quando
comparada ao emprego de inseticidas quimicos. Os inseticidas naturais sao
obtidos de recursos renovaveis e sdo rapidamente degradaveis, ou seja,
possuem baixo poder residual e por isso sao considerados menos poluentes;
sua composicao é bastante complexa e isso diminui o risco de resisténcia,
além de também minimizar a toxicidade aos mamiferos, aves e ao meio
ambiente (Roel 2001).
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Varios experimentos ja demonstraram o efeito toxico de substéncias
extraidas de plantas sobre diversos culicideos. Investigacdes sobre a atividade
larvicida do Myroxylon balsamum (6leo vermelho) e da Magonia pubescens
sobre A. aegypti demonstraram resultados significativos noa controle deste
inseto (Silva et al. 2004; Simas et al. 2004). Para controle do mosquito Culex
quinquefasciatus, vetor da filariose bancroftiana, comprovou-se o efeito
larvicida do o6leo-resina de Copaifera reticulata (Silva et al. 2003).

A maioria dos estudos existentes relata apenas a atividade de extratos
brutos, poucos trabalhos relatam a atividade de extratos purificados e
principios ativos puros (Silva et al. 2004; Geris et al. 2008).

Os estudos sobre as propriedades inseticidas das plantas nos remetem
a um possivel controle vetorial com baixo impacto ambiental e baixo custo

econdmico.

1.5. Estudos morfohistolégicos

Apesar da existéncia de varias linhas de pesquisas sobre a atividade
larvicida de plantas, poucos estudos relatam o mecanismo de acdo desses
compostos no vetor, através de analises morfolégicas. Destes trabalhos, a
maioria € sobre técnicas de microscopia de luz e uma minoria utiliza a
microscopia eletrénica com técnica de analise metodoldgica.

Rey et al. (1999) estudando os efeitos histopatolégicos de acido tanico
sobre o meséntero de larvas de Diptera, em microscopia eletronica, relataram
o efeito toxico do acido sobre o epitélio intestinal destas larvas destacando seu
mecanismo de agao.

David et al. (2000) estudaram a toxicidade das plantas Alnus glutinosa,
Populus nigra e Quercus robur em larvas de Diptera através da técnica de
microscopia eletrénica e relataram os efeitos histopatolégicos destas plantas
sobre as larvas, destacando sua capacidade larvicida e descrevendo seu
mecanismo de acéo.

Os efeitos toxicos do extrato etandlico de M. pubescens, sobre larvas
de A. aegypti, foram analisados por Arruda et al. (2003) através da microscopia

de luz e de testes histoquimicos, onde as alteracbes detectadas
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principalmente ao longo de todo meséntero da larva comprovaram o efeito
deletério celular do extrato.

Estudos de andlise das alteragcbes morfohistolégicas, em microscopia
de luz, também em larvas de A. aegypti causadas pelo Oleo-resina da planta
C. reticulata foram realizados por Abed et al. (2007) que comprovaram o

potencial larvicida deste extrato.

1.6. Bioprospec¢ao

As plantas respondem a estimulos ambientais bastante variaveis, de
natureza fisica, quimica ou bioldgica. Fatores ambientais como tipo do solo,
umidade, radiacdo solar, vento, temperatura e poluicdo atmosférica, dentre
outros, podem influenciar e alterar a composi¢cao quimica dos vegetais. Além
desses, ha interacdes e adaptagdes coevolutivas complexas produzidas entre
as plantas e o ecossistema. Nesta adaptacdo ao meio ambiente, sao
produzidas substancias importantes para sua manutencdo e protegcdo. O
metabolismo primario das plantas é o responsavel pela producao de celulose,
lignina, proteinas, lipidios, agucares e outras substéncias responsaveis por
suas principais fungdes vitais. Do metabolismo secundario resultam
substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas em pequenas
quantidades, como alcalodides, terpendides e derivados de fenilpropandides.
Tais estruturas funcionariam como agentes defensivos na Iuta contra
predadores, a exemplo de microorganismos patogénicos. Os fenilpropanoides
e, especialmente, os terpendides sdo os principais constituintes que estao
envolvidos nas interagdes planta-inseto (Alves 2001).

Na busca para se obter substancias ativas de plantas, a medicina
popular pode ser fonte de importantes informacgbes. Estudos revelam a
existéncia de uma maior probabilidade de se encontrar atividade biolégica em
plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas
escolhidas ao acaso. Logo, para a analise das substancias bioativas de uma
planta, deve-se primeiramente, escolher a espécie a ser estudada e em
seguida definir o local de coleta. A planta deve ser seguramente identificada.
Deve-se coletar entre 3-5 kg do material, pois grandes quantidades da planta

possibilitardo a determinagdo dos constituintes presentes em baixas



30

concentragdes. A secagem pode ser realizada ao sol, @ sombra ou em estufa a
40°C, sempre com circulagdo de ar. A armazenagem deve ser feita em sacos
plasticos, acondicionados em caixas de papeldao guardadas em local seguro,
com baixa umidade e temperatura para a prevencao de reac¢des de oxidacao,
hidrolise, ataque de microorganismos, entre outros. A moagem s6 devera ser
efetuada na ocasiao da preparacéo dos extratos (Maciel et al. 2002).

Para a extragao, a percolagao é o processo preferencialmente utilizado,
pois apresenta menor risco de reagbes quimicas, na formagéo de artefatos,
decorrentes da agdo combinada entre solventes e temperaturas elevadas.
Para uma unica extragdo (a frio ou a quente) usa-se geralmente um solvente
polar metanol (MeOH) ou etanol (EtOH); para mais de uma extracéo utiliza-se
trés tipos de solventes: apolar, de polaridade moderada e polar. No entanto,
devido aos protocolos internacionais que condenaram o uso de solventes
clorados, proibindo sua producgéo, estes solventes ja ndo devem ser mais
utilizados para a preparagao de extratos, sendo portando, mais indicado, uma
Unica extracdo utilizando MeOH ou EtOH. Posteriormente, este extrato deve
ser submetido a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes, como hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol, visando uma semi-purificagdo das substéncias através de suas
polaridades (Cechinel Filho & Yunes 1998).

Todos os extratos devem ser testados biologicamente e aquele que
apresentar atividade de interesse, devera ter seus compostos isolados e
purificados através de procedimentos cromatograficos. Podem ser
empregadas a cromatografia em coluna (CC), cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP),
cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
O tipo de extrato que se esta trabalhando e as condi¢des de infra-estrutura do
laboratério sdo fatores determinantes na escolha dos métodos e separagao
(Maciel et al. 2002).

Para a identificagdo dos compostos organicos podem ser utilizadas:
cromatografia na regido do infravermelho (IV) — indica a presenga ou auséncia
de grupos funcionais; cromatografia na regido do ultravioleta (UV) — define a
presenca de compostos que possuem ligagdes insaturadas em conjugacao;

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e "*C) — que,
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respectivamente, determina a natureza e o ambiente quimico de hidrogénios e
carbonos, é a técnica mais importante para investigagdo da estrutura
molecular; espectrometria de massa (EM) — fornece dados sobre o0 peso e a
férmula molecular e possibilita a identificacdo de fragmentos caracteristicos da
molécula (Cechinel Filho & Yunes 1998; Maciel et al. 2002).

Como se pode observar, as pesquisas das propriedades medicinais das
plantas requerem o envolvimento de diversas areas de conhecimento
(bidlogos, quimicos, etc.). A integragdo destas areas conduz a um caminho
promissor e eficaz para descobertas de substincias capazes de auxiliar o

homem no controle de varias doengas.

1.7. Copaifera reticulata

A C. reticulata (Leguminosae) é caracterizada como uma arvore de
grande porte, de crescimento lento, medindo de 25 a 40 m de altura. A
floracdo das copaibas ocorre entre os meses de outubro e julho e a frutificacéo
entre junho e outubro, com variagdes dentro destes intervalos, dependendo da
regiao e do clima (Almeida et al. 1998).

As espécies de Copaifera sao arvores nativas da regido tropical da
América Latina e também da Africa Ocidental. O género Copaifera possui 72
espécies, sendo que dezesseis destas s6 sdo encontradas no Brasil nas
regidbes Amazonica e Centro-oeste. Entre as espécies mais abundantes
destaca-se a C. reticulata Ducke (Veiga Junior & Pinto 2002). Sao arvores
popularmente conhecidas como copaibas ou pau d’oleos (Veiga Junior & Pinto
2002; Rigamonte-Azevedo et al. 2006).

A madeira da Copaifera € de grande interesse econdémico, seu 0Oleo &
utilizado na medicina popular por possuir propriedade antinflamatoéria, além de
também ser utilizado na industria de cosméticos (Veiga Junior & Pinto 2002).

As copaibeiras sao arvores de crescimento lento podendo viver até 400
anos. O tronco & aspero, de coloragdo escura, medindo de 0.4 a 4 m de
diametro. As folhas sdo alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém
uma semente ovodide envolvida por um arilo abundante e colorida. As flores

sdo pequenas, apétalas, hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares. A



32

floracao e frutificacdo das copaibas ocorrem a partir dos 5 anos de idade, em
plantios (Veiga Junior & Pinto 2002).

A espécie mais utilizada para a aquisicdo do 6leo de copaiba é a C.
reticulata. As utilizagcdes do 6leo de copaiba pela medicina popular ocorrem
principalmente como antiinflamatério, cicatrizante, antimicrobiano,
antibacteriano, diurético e expectorante. A composicao quimica do Oleo de
copaiba é principalmente de sesquiterpenos e diterpenos (Geris et al. 2008;
Veiga Junior & Pinto 2002; Veiga Junior et al. 2007).

1.8. Magonia pubescens

A planta M. pubescens, pertencente a familia Sapindaceae, é
caracterizada como uma arvore de médio porte, geralmente atingindo entre 5 e
9 m de altura. Sua distribuicdo é predominante no Cerrado, sendo encontrada
nos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. E
normalmente utilizada na construgdo civil, na recuperagcdo de areas
degradadas e no fornecimento de subprodutos como o papel (Lorenzi 1992;
Joly 1993).

Suas folhas séo paripenadas, com trés a seis pares de foliolos glabros,
medindo de trés a seis centimetros de largura. Floresce nos meses de agosto
e setembro e a maturacao dos frutos ocorre depois de cerca de nove meses.

A espécie M. pubescens possui um fruto grande e marrom e é
popularmente conhecida como tingui ou timb6. Sua madeira € muito utilizada
na produgdo de carvdo e suas sementes sdo usadas para a fabricagdo de
sabao caseiro utilizado para o tratamento de dermatites, seborréia, inseticida e
mata piolho (Souza & Felfili 2006).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Verificar a ocorréncia de alteragdes provocadas pelo uso do diterpeno

(C22H3404) de C. reticulata e do tanino catéquico (CssH16015) de M. pubescens

no tubo digestorio de larvas de 3° estadio do A. aegypti.
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2.2. Especificos

Evidenciar o mecanismo de acédo do diterpeno extraido da planta C.
reticulata e do tanino catéquico extraido da planta M. pubescens através das
analises, em microscopia de luz e eletrbnica de transmissao, das principais
alteragdes celulares ocorridas no meséntero de larvas de terceiro estadio de

A. aegypti submetidas a estes compostos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao das larvas

As larvas do mosquito A. aegypti foram obtidas da criacdo do
Laboratério de Biologia e Fisiologia de Insetos e Xenodiagnéstico do
IPTSP/UFG mantida ha mais de 10 anos. A criagdo do mosquito se processou
numa camara biolégica climatizada com temperatura de 28 + 1° C, umidade
relativa de 80 = 5% e fotoperiodo de 12 h de acordo com a metodologia de
Silva et al. (1998).

Nesta criacdo as fémeas sdo alimentadas em camundongos
imobilizados em uma tela de nailon e os machos em algodao, usando para
isso um absorvente feminino interno (tipo o0.b.) embebido em agua agucarada
(Silva et al. 1998) (Figura 1A, B). Um recipiente de vidro @mbar contendo agua
e um papel de filtro, do tipo coador de café, é colocado dentro da gaiola para a
realizagdo de posturas. O papel contendo os ovos € coletado diariamente,
seco em temperatura ambiente e em seguida, acondicionado em sacos

plasticos e armazenado em uma ovoteca.
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Figura 1 — A: camundongos presos em tela de nailon usados
na alimentagao de fémeas de Aedes aegypti. B: absorvente interno
feminino embebido em agua agucarada usado na alimentagédo de

machos de Aedes aegypti.

3.2. Obtengao do Material Vegetal

3.2.1. Copaifera reticulata

O dleo bruto de C. reticulata foi obtido a partir da coleta direta do seu
tronco, em Jacunda, Para, Brasil (outubro 2001). O tronco foi perfurado em 70
centimetros do solo. O oleo-resina foi coletado, filtrado através de nylon, e
armazenado em frascos ambar até a sua utilizacdo. O furo na planta foi selado
com argila.

Uma amostra do éleo (186,5g) foi submetida a particao liquido-liquido
com hexano e metanol (1:1), resultando em dois extratos: hexanico (162,3g) e
metanolico (22,8g). Esses extratos foram posteriormente submetidos a CC,
usando hexano, diclorometano e metanol, seguindo a técnica de gradiente
crescente de polaridade. Foram obtidas 8 fragbes do extrato hexanico (CRH; a
CRHs) e mais 8 fragbes a partir do extrato metandlico (CRM; a CRMs). As
fracdes bioativas (CRH:, CRHs;, CRHs, CRM;, CRMs) foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando solugao de vanilina como
revelador. Este procedimento resultou em subfragdes que foram monitoradas
por CCD e analisadas por RMN de 'H.
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As analises determinaram a composicao quimica das subfragdes ativas
derivadas de C. reticulata contra larvas de 3° estadio de A. aegypti. A
subfracdo CRMs.; foi a que apresentou maior atividade larvicida. Esta
subfragéo foi analisada por CCD e posteriormente por RMN '"H "C, sendo
identificado em sua composido um diterpeno labdano nomeado de 3-acetoxi-
labdano-8(17)13-dien-15-oico (C22H3404). Suas CLsoe ClLg forma estabelecidas
em 0.8 e 8.2 ppm, respectivamente (Silva et al. 2007; Geris et al. 2008).

3.2.2. Magonia pubescens

As cascas do caule de M. pubescens foram coletadas na regido de Alto
Paraiso — Chapada dos Veadeiros — Goias, no més de novembro de 2001, e
trazidas ao Laboratorio de Bioatividade de Plantas, IPTSP/UFG. As cascas
foram secas em estufa de ventilagdo forcada, a 40°C, e moidas até baixa
granulometria. Em seguida, 1.4Kg do p6 foi extraido por percolacdo com
etanol (72 h), por duas vezes consecutivas, a temperatura ambiente, e o
extrato bruto foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo (60.2g). Apds os
resultados de atividade larvicida do extrato bruto etandlico (e.b.e.) sobre A.
aegypti, cerca de 51.2g deste material foi submetido a cromatografia em
coluna utilizando como fase movel os solventes hexano, diclorometano e
metanol, seguindo a técnica de gradiente de polaridade. Foram obtidas nove
fragbes, as quais foram codificadas como MP; a MPs. As fragdes bioativas
foram monitoradas quimicamente através de CCD, utilizando como revelador
uma solugéo acida de vanilina. Além disso, essas amostras foram analisadas
por RMN de H' em um espectrometro Bruker ARX-200, utilizando como
solvente cloroformio deuterado (CDCI3) ou metanol deuterado (CD30OD), e
tetrametilsilano (TMS) como padréo interno de referéncia. A andlise das
fracbes por espectrometria de massa foi realizada em um espectrémetro
QuattroLC — Micromass, utilizando como fonte de ionizagdo ESI/APCI nos
modos negativo e positivo.

As andlises determinaram previamente a atividade e a composicéo
quimica das fragbes derivadas de M. pubescens contra larvas de 3° estadio de
A. aegypti, sendo que a fragdo MP-9, na qual se identificou um tanino

catéquico, foi a fragdo quimica que mostrou maior atividade larvicida contra A.
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aegypti, sendo as CLsp e CLg estabelecidas em 3.1 e 36.6 ppm

respectivamente (Silva et al. 2004)

3.3. Bioensaios

Cartelas de papel de filtro contendo ovos de A. aegypti foram retiradas
da ovoteca e colocadas em bacias plasticas, com agua proveniente da rede
publica de abastecimento. As larvas foram alimentadas com ragéo para gatos,
colocada diretamente nas bacias, segundo a metodologia de Silva et al.
(1998). A medida que ocorreriam as eclosées, as larvas eram retiradas e
separadas em outras bacias, para dar continuidade ao ciclo. Para o
experimento foram utilizadas larvas em inicio de 3° estadio, imediatamente
ap6s a muda, por se tratarem de larvas mais resistentes para tais estudos
(Silva et al. 1998).

Para o presente estudo foi utilizada as CLgy do diterpeno de C. reticulata
(8,2 ppm) e do tanino de M. pubescens (36,6 ppm). A fim de facilitar os
calculos e pesagem do material, estas concentracbes foram ajustadas para 9
ppm e 37 ppm respectivamente. Estes compostos foram diluidos utilizando-se
apenas agua destilada. Optou-se pela nao utilizagédo de diluentes quimicos a
fim de descartar qualquer interferéncia destes produtos nas analises
morfohistologicas.

Essas solugdes foram distribuidas em copos de poliestireno,
descartaveis. Nestes foram colocados 25 mL de cada uma das solugdes e, em
seguida, 25 larvas. Foram feitos 4 experimentos, todos em duplicata.

Para a realizagao deste experimento foram separados 3 grupos, sendo
eles: Grupo 1: Larvas submetidas a solucao larvicida de diterpeno; Grupo 2:
Larvas submetidas a solugéo larvicida de tanino catéquico e Grupo 3: larvas
controle submetidas a agua destilada.

As larvas controle foram submetidas as mesmas condigbes do teste.
Todos os grupos foram alimentados com ragao para gato, triturada, segundo a
metodologia de Silva et al. (1998).

Para a microscopia de luz as larvas foram deixadas nas substancias por
tempos variados, sendo coletadas em itervalos de 3 h, por 24 h, para a

verificagdo das alteragcbes. Para as andlises em microscopia eletrénica de
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transmissao as larvas foram deixadas nas solu¢des por 22 h, sendo coletadas
apenas as larvas em estagio de letargia.

Para verificar a letalidade foram observadas a mobilidade das larvas e a
reacao das mesmas a estimulos externos como foco de luz (luz de lanterna) e
mecanico (toque com estilete, toque com bastdo de vidro na parte externa do
recipiente). As larvas foram observadas em estereomicroscépio Dimex MZS
250, e s6 foram coletadas as larvas que se apresentavam em estado letargico,
as larvas mortas foram descartadas, porém seus dados foram anotados. Apoés
serem retiradas das solugdes teste e controle, as larvas foram imediatamente

colocadas em fixador.

3.4. Processamento histopatolégico

3.4.1. Microscopia de luz

As preparagcbes em historesina para microscopia de luz foram
realizadas no Laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia
(DMORF) do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da UFG.

O fixador utilizado para este experimento foi paraformaldeido a 4% em
tampéo cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2. As larvas foram fixadas inteiras em
temperatura ambiente por um periodo de no minimo 2 h, segundo metodologia
utilizada por Arruda et al. (2008). Depois de fixadas, as larvas foram lavadas
no mesmo tampéo e submetidas a desidratacdo através de solugbes com
concentracdes crescentes de etanol (50, 70, 80, 90 e 95%) por um periodo de
10 min em cada solu¢do. Apds a desidratacéo as larvas foram colocadas em
resina de embebicdo (resina basica + ativador) “Leica Historesin Embedding
Kit”, por um periodo de 12 h a temperatura ambiente. Posteriormente a
embebicdo, o material foi incluido em resina (resina de embebigcdo +
catalizador), pertencente ao mesmo kit (solu¢gdes preparadas segundo
especificacdes do fabricante), utilizando-se para isso moldes de silicone,
colocando as larvas na posicédo desejada. Os moldes com o material foram
deixados a temperatura ambiente por aproximadamente 12 h para total

polimerizacado da resina.
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Apds a polimerizagdo, os materiais foram montados em blocos de
madeira com cola araldite, e posteriormente seccionados com navallha de
vidro, em microtomo Leiz 1512, adaptado para cortes semifinos, com
espessura de 3 um, pertencente ao Departamento de Morfologia do ICB-UFG.
Os cortes foram distendidos em banho-maria, a temperatura ambiente, e
transferidos para laminas histoloégicas, em seguida corados em hematoxilina e
eosina (HE) como método de rotina baseado nos livros: Pearse (1985), Gabe
(1976); Melo & Vidal (1980); Filipe & Lake (1983); Prophet et al. (1992);
conforme a seguinte técnica:

1. Corar com hematoxilina de Harris a temperatura ambiente por 5 min

2. Lavar em agua corrente

3. Secar em estufa a 40°C

4. Corar com Eosina alcodlica por 20 segundos

5. Lavar imediatamente em agua corrente

6. Secar e montar em entellan

As laminas foram analisadas e foi realizado o registro fotografico em

Fotomicroscopio Zeiss Axioskop MC80 adaptado com camera digital.

3.4.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Os experimentos de microscopia eletronica de transmissdo foram
realizados no Laboratério de Microscopia Eletrénica da UNESP de Rio Claro,
segundo as técnicas descritas nos livros: Glauert (1975); Souza (1989);
Bozzola & Russel (1992); Benchimol et al. (1996) e Souza (1998).

As larvas coletadas foram dissecadas sob estereomicroscopio (MZS-
250), em uma gota do fixador apropriado e seus tubos digestorios retirados e
fixados para microscopia eletrénica de transmisséo. O fixador utilizado teve a
seguinte composicgéo: 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% sacarose em
tampéo cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2.

Apos esta fixagdo, o material foi lavado no tampé&o cacodilato de sédio
(2 lavagens de 30 min) e pos fixado em tetroxido de 6smio 1% em cacodilato
de sodio 0.1M, por 2 h a 4°C e, depois submetido a duas lavagens de 30 min
com o tampao cacodilato de sodio 0.1M. Em seguida os tubos digestorios

foram colocados em &lcool 10% como preparativo para a contrastacédo em
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bloco. Esta contrastacgdo foi feita com acetato de uranila a 1% em alcool 10% a
temperatura ambiente “overnight”. O material foi lavado com agua destilada e
submetido ao processo de desidratagdo em concentragbes crescentes de
alcool 70, 80, 90, 95, 100% (3x), alcool+éxido de propileno (volume/volume),
oxido de propileno por 15 min cada. Apos a desidratacao os tubos digestérios
foram deixados em 6xido de propileno+Spurr e depois em Spurr puro por 1 h.
Este ultimo processo foi repetido por 3 vezes. Em seguida o material foi
deixado em Spurr por 24 h, emblocado e polimerizado por 24 h a 70°C.

Os blocos, ja preparados, foram seccionados em ultramicrétomo Leica
Ultracut. Inicialmente foram feitos cortes semifinos que foram transferidos para
ldminas de vidro e corados com azul de toluidina para observagdo e
rastreamento do material no microscopio de luz. Os cortes ultrafinos foram
colocados em telinhas de cobre recobertas com Colédio/Carbono, e
contrastadas com Acetato de Uranila 3% por 30 min e solugdo de Citrato de
Chumbo(Reynolds) por 10 min em temperatura ambiente. Apds a secagem, as
telinhas foram levadas ao microscopio eletronico de transmissao Philips

CM100 para serem examinadas e fotografadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho sao apresentados nos artigos 1, 2 e 3.
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Artigo 1 — sera submetido a Revista de Patologia Tropical

ALTERACOES MORFOHISTOLOGICAS EM LARVAS DE Aedes aegypti
(LINNAEUS, 1762) (DIPTERA, CULICIDAE) CAUSADAS PELA TANINO
CATEQUICO ISOLADO DA PLANTA Magonia pubescens (SAPINDACEAE)

RESUMO

O controle do Aedes aegypti é hoje um dos grandes problemas de saude publica no
Brasil, por ser o principal vetor da dengue e febre amarela urbana. De origem africana,
este mosquito adaptou-se muito bem as condi¢des climaticas brasileiras e hoje se
encontra distribuido em todos os estados. Os métodos usuais de combate e controle
desse mosquito tém sofrido vdarios questionamentos. Os inseticidas quimicos
atualmente utilizados tém levado ao surgimento de populagdes resistentes de
mosquitos, € a conseqliente elevacdo de sua densidade desencadeou grandes epidemias
de dengue. Substincias inseticidas de origem botanica t€ém mostrado ser candidatas
alternativas ao controle. Este trabalho apresenta pela primeira vez, as alteragdes
morfohistologicas causadas pela atividade larvicida do tanino catéquico extraido de

Magonia pubescens sobre as larvas de A. aegypti, mostrando o potencial larvicida deste
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composto natural. Larvas de 3° estddio foram submetidas ao tanino catéquico, a
37ppm, solubilizado em &gua, onde permaneceram por até 24 h. As larvas que
atingiram estado letargico foram coletadas e fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampao cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.2, incluidas em resina, montadas em laminas,
coradas pela hematoxilina-eosina e analisadas por microscospia de luz. Os principais
efeitos toxicos celulares do tanino catéquico sobre larvas de A. aegypti foram a alta
vacuoliza¢do e auséncia dos limites citoplasmaticos, formacdo vesicular apical com
liberagcdo de conteudo citoplasmatico, aumento do espaco intercelular e desprendimento

de células da membrana basal.

DESCRITORES: Aedes aegypti. Magonia pubescens. Controle.

INTRODUCAO

O Aedes aegypti, principal vetor da dengue e febre amarela urbana no Brasil,
tem sido alvo de constantes campanhas de saude publica no pais. De origem africana,
chegou ao Brasil na época da colonizacdo através dos navios de trafego negreiro (44).
Por se tratar de um inseto altamente antropofilico, doméstico e hematéfago, se adaptou
prontamente as condi¢des urbanas e hoje tem como criadouros preferenciais os mais
variados depdsitos artificiais de 4gua limpa e também poluida (15, 19, 32, 52, 59). Seus
ovos podem permanecer viaveis por até 490 dias no meio ambiente bastando apenas o
contato com a dgua para que ocorra a eclosio (50).

A febre amarela, causada por um virus do género Flavivirus da familia
Flaviviridae é endémica em 34 paises africanos. A Africa retém 90% dos casos de febre
amarela do mundo. Na América do Sul sua ocorréncia tem sido registrada na Bolivia,
Brasil, Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Peru e Venezuela. No Brasil, as areas de
risco incluem as regides Norte, Centro Oeste, o estado do Maranhdo e parte dos estados
da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul (31,
41, 62).

O primeiro relato de febre amarela no Brasil consta de 1685 e ocorreu em
Recife/PE. Em 1686 uma epidemia levou ao 6bito 900 pessoas em Salvador/BA. A

realizagdo de grandes campanhas de prevencdo possibilitou o controle das epidemias,
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mantendo um periodo de siléncio epidemiologico por cerca de 150 anos no pais. Em
1849 uma epidemia de febre amarela matou 2.500 pessoas em Salvador/BA e 4.160
pessoas no Rio de Janeiro/RJ. Somente em 1932 o ciclo silvestre foi identificado e
desde entdo surtos localizados acontecem nas areas classificadas como areas de risco
(30). Em Goias ocorreram dois surtos de febre amarela urbana, um em 1972 com 44
obitos e o outro em 2000 com 53 6bitos. No periodo de 1980 a 2004 houve a ocorréncia
de 339 obitos devido a febre amarela silvestre (31).

Clinicamente, a febre amarela pode variar de quadros assintomaticos e
oligossintomaticos até as formas moderada, grave e maligna. Seus principais sintomas
sdo calafrios, cefaléia intensa, dor lombossacral, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos,
bradicardia e hemorragia gengival nos quadros mais leves. Nos quadros graves a febre
com vOmitos se torna mais freqiiente, ha epigastralgia, prostracdo e ictericia, seguidos
de didtese hemorrdgica com hematémese (vOmito negro), melena, metrorragia,
petéquias, equimoses, sangramento de mucosas, desidratagcdo e disfun¢do renal. Apesar
de letal esta doenga pode ser facilmente prevenida pelo uso da vacina anti-amarilica,
uma das vacinas de virus vivo atenuado mais segura e eficaz (17, 41).

A dengue ¢ causada por um virus do género Flavivirus ¢ atualmente sao
conhecidos quatro sorotipos, antigenicamente distintos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4 (23, 47). A dengue encontra-se hoje presente em todos os 27 estados da
Federacao, distribuida por 3.794 municipios (7, 49).

A primeira epidemia documentada ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista/RO.
Em 1986, ocorreram epidemias no Rio de Janeiro e em algumas capitais da regido
Nordeste onde se identificou a ocorréncia da circulacdo do sorotipo DEN-1. Em 1990
foi identificada a circulagdo de um novo sorotipo, o0 DEN-2, também no estado do Rio
de Janeiro. A circulagdo do DEN-3 foi identificada, pela primeira vez, em dezembro de
2000, também no estado do Rio de Janeiro e, posteriormente, no estado de Roraima, em
novembro de 2001. Ainda n3o ha relatos sobre a circulagdo do DEN-4 no Brasil.
Durante a epidemia de 2002 observou-se a rapida dispersdo do sorotipo 3 para outros
estados, sendo que em 2004, 23 dos 27 estados do pais ja apresentavam a circula¢do
simultanea dos sorotipos 1, 2 e 3 do virus da dengue. A ocorréncia de grandes
epidemias geralmente estd associada a introdug@o de novos sorotipos em areas indenes
(31, 45, 60, 61). Nas epidemias de 1998, 2002 ¢ 2007 houve mais de 1,8 milhdes de

casos notificados de dengue no Brasil.
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Ainda hoje ndo existe nenhuma vacina eficaz para prevencdo da dengue, desta
forma o combate ao A. aegypti continua sendo a unica forma de se impedir o avango da
doenga no pais (56). Dentre as formas de controle ao A. aegypti destacam-se o controle
quimico, o bioldgico, o genético e o botanico.

O controle quimico é basicamente realizado pelo uso de organofosforados e
piretrdides, comumente utilizados nas campanhas de saude publica (36). Porém, apesar
de eficazes, o uso destes compostos por varias décadas tem provocado o aparecimento
da resisténcia dos insetos a estes larvicidas e adulticidas; resisténcia que tem sido
relatada por muitos pesquisadores (6, 8, 9, 12, 28).

Entre as medidas de controle biologico, os peixes larvofagos sdo bastante
utilizados, especialmente para bebedouros de grandes animais, fossos de elevador de
obras, espelhos d’agua/fontes ornamentais, piscinas abandonadas e depdsitos de dgua
ndo potavel. Estudos revelam que as espécies Trichogaster trichopteros,
Astyanaxfasciatus, e Betta splendens sdo peixes que apresentam grande competéncia
como predadores de larvas (33). As bactérias do tipo Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti) sdo também eficientes no controle de larvas de 4. aegypti e vém sendo
usadas no Brasil em substitui¢do ao temephos em regides onde foi detectada resisténcia
do A. aegypti a esse organofosforado. Sua acdo € causada por trés tipos de toxinas
produzidas pela bactéria o que reduz a probabilidade do desenvolvimento de
resisténcia. Além disso, o Bti ndo é toxico a humanos e pode ser usado juntamente com
produtos quimicos para aumentar a eficiéncia do controle (40).

Como controle genético de mosquitos vetores, varias linhas de estudos estdo
sendo desenvolvidas como a utilizagdo de machos estéreis para a redugdo da fertilidade
da populagdo local e a producdo de cepas ndo suscetiveis a agentes de doencas, visando
a substitui¢do das populacdes locais por essas cepas. No entanto, ainda nio foi possivel
incorporar nenhum desses métodos aos programas de controle (15).

Na busca de medidas alternativas para o controle de 4. aegypti, muitos
pesquisadores tem se dedicado a pesquisa de inseticidas de origem botéanica. Estes
inseticidas possuem as vantagens de persistirem por pouco tempo no meio ambiente e
por serem formados por varios principios ativos a resisténcia dos insetos a essas
substancias sé ocorreria muito lentamente (46). Varios experimentos ja demonstraram o
efeito toxico de substancias extraidas de plantas sobre diversos insetos vetores (2, 10,

20, 22, 24, 25, 27, 37, 39, 51, 54, 55, 57).
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Magonia pubescens é uma arvore de médio a grande porte, pertencente a familia
Sapindaceae e¢ possui um fruto grande e marrom. E comumente encontrada nos
Cerrados do Ceard até Minas Gerais, Goids ¢ Mato Grosso do Sul, popularmente ¢
conhecida como tingui. A madeira ¢ muito utilizada na produgdo de carvdo e as
sementes usadas para a fabricagdo de sabdo caseiro utilizado para o tratamento de
dermatites, seborréia e piolhicida (59).

A planta M. pubescens tem se destacado como um potente larvicida natural no
combate ao 4. aegypti e outros culicineos, porém a maioria dos trabalhos realizados
com esta planta destaca o uso do extrato bruto (2, 16, 24, 37, 54, 63).

Do fracionamento do extrato bruto etandlico de M. pubescens, obteve-se a
fragdo MPy, na qual, por técnicas cromatograficas e espectrométricas identificou-se um
tanino catéquito (CssH;6O1s5) que apresentou um maior potencial larvicida contra o A.
aegypti.

Os taninos sdo fendis hidrossoliveis que participam do sistema de defesa
vegetal contra os microrganismos, herbivoros e contra condigdes ambientais hostis (29,
38).

Este trabalho tem o objetivo de elucidar o mecanismo de agdo do tanino
catéquico extraido da planta M. pubescens sobre as larvas de A. aegypti a fim de

confirmar o potencial larvicida deste composto natural.

MATERIAL E METODOS

As larvas do mosquito A. aegypti foram obtidas da criagdo do Laboratorio de
Biologia e Fisiologia de Insetos e Xenodiagnostico do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias (UFG). A criacdo do
mosquito se processou numa camara bioldgica, climatizada a 28+1°C, umidade relativa
de 801£5% e fotoperiodo de 12 h com metodologia ja definida (53).

Para o experimento foram utilizadas larvas em inicio de 3° estadio,
imediatamente apds a muda, por se tratarem de larvas mais resistentes para tais estudos
(53).

Estudos realizados pelo Laboratério de Bioatividades de Plantas do IPTSP/UFG
determinaram previamente a atividade e a composi¢cdo quimica das fracdes derivadas

de M. pubescens contra larvas de 3° estddio de A. aegypti, sendo que a frag¢do rica em



50

tanino catéquico foi a que mostrou maior atividade larvicida contra A. aegypti, sendo as
CLsoe CLy estabelecidas em 3,1 e 36,6 ppm, respectivamente (54).

Para o presente estudo foi utilizada uma concentra¢do de 37 ppm, e ndo foi
necessaria a utilizagdo de diluentes quimicos, descartando qualquer interferéncia nas
analises morfohistoldgicas.

Essa solugdo foi dividida igualmente, em 6 copos de poliestireno, descartaveis,
e em seguida colocadas 25 larvas de 3° estadio em cada copo. Os experimentos foram
realizados em duplicata. Foram utilizadas um total de 300 larvas.

Para as larvas controle utilizou-se apenas agua destilada. Todos os grupos foram
alimentados com ragdo para gato, triturada, segundo a metodologia ja estabelecida (53).

As larvas foram deixadas na solucdo teste por tempos variados, sendo coletadas
em intervalos de 3 h, por 24 h, para verificagdo das alteragdes. Apos a coleta as larvas
foram observadas em estereomicroscopio Dimex MZS 250. As larvas mortas foram
descartadas, ja as larvas que apresentavam estado letargico e as larvas testes foram
retiradas das solu¢des e imediatamente colocadas inteiras em fixador.

As preparacdes em historesina foram realizadas no Laboratdrio de Histologia do
Departamento de Morfologia (DMORF) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
UFG.

A fixacdo foi realizada em paraformaldeido a 4%, em tampado cacodilato de
sodio 0.1 M pH 7.2, em temperatura ambiente por um periodo de duas horas (2).
Depois de fixadas as larvas foram lavadas no mesmo tampao e submetidas a
desidratacdo através de solugdes com concentragdes crescentes de etanol por um
periodo de 10 min em cada solugdo. Apds a desidratagdo as larvas foram colocadas em
resina de embebicdo “Leica Historesin Embedding Kit”, por 12 h, a temperatura
ambiente, incluidas em resina, segundo especificagcdes do fabricante, utilizando-se para
isso moldes de silicone.

Ap6s a polimerizagdo , os blocos foram seccionados com navallha de vidro, em
micrétomo Leiz 1512, adaptado para cortes semifinos, com espessura de 3 um. Em
seguida os cortes foram corados em hematoxilina e eosina segundo método ja
estabelecido (18, 21, 35, 42).

As laminas foram analisadas e o registro fotografico foi em fotomicroscopio

Zeiss Axioskop MC80 adaptado com camera digital.

RESULTADOS
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As larvas controle de A. aegypti apresentaram aspecto morfologico externo
alongado e vermiforme. As larvas tratadas com o tanino catéquico isolado da M.
pubescens apresentaram aspecto morfoldgico externo semelhante as larvas controle,
porém, apds 6 h de tratamento, foi observado que as larvas expulsavam a matriz
peritréfica contendo todo o alimento do tubo digestorio para o meio externo (Figura 1A

e 1B).

Figura 1. Aspecto morfologico das larvas de Aedes aegypti. A. ) )
As FiLarva Controle. B. Larva tratada com tanino catéquico da Magonia®© tubo digestdrio

pubescens. Notar a extrusdo da matriz peritrofica (seta). .. ,
das larvas d‘AbreviagF)es: SR = Sifio respiratério, LA = Lobo anal, C = Cerdas,S de Culicidae ¢

PA = Papilas anais. .
posterior.

formado por

A regido anterior (Figura 2A) caracterizou-se por apresentar células epiteliais
com citoplasma heterogéneo, acidofilia moderada, nucleo esférico e basal. Na
superficie apical destas células encontrou-se um fino bordo em escova. A regido
mediana (Figura 2B) apresentou células epiteliais cibicas com nucleo esférico e um
bordo em escova fino e bem corado. Nesta regido, observou-se uma fina membrana
refringente a luz que envolve todo o conteido alimentar, denominada matriz
peritrofica.

A regido posterior (Figura 2C) apresentou células cilindricas com intensa
basofilia e nucleo esférico basal. A superficie apical mostrou-se com espesso bordo em
escova, levemente acidofilo representando a grande quantidade de microvilosidades
existentes nesta regido. Em todas as trés regides do meséntero, as células epiteliais
apresentaram-se aderidas a membrana basal.

O epitélio intestinal das larvas de A. aegypti tratadas com o tanino catéquico

mostrou-se com varias alteragdes, sendo que as mais significativas ocorreram nos

tempos de 6, 12, 18 e 24h.



52

Apos 6 h de tratamento com o tanino catéquico, as células da regido anterior do
meséntero destas larvas apresentaram-se com um alto grau de destruicdo (Figura 2D).
O citoplasma mostrou-se vacuolizado, adquirindo um aspecto ramificado e o nucleo
apresentou-se com cromatina descondensada e auséncia de nucléolo. Ao contrario da
regido anterior em que as alteragdes foram evidentes, a regido mediana do meséntero
destas larvas apresentou células com certo aspecto de conservagdo (Figura 2E). O
citoplasma mostrou-se com menor vacuolizacdo e com aspecto esponjoso semelhante
ao controle. Foi também possivel notar que as células da regido anterior e mediana
perderam seu aspecto cubico e se apresentaram com uma forma alongada, sugerindo a
formacdo de vesiculas na por¢ao apical celular (Figuras 2D e 2E). As células da regido
posterior do meséntero destas larvas mostraram-se com caracteristicas de normalidade
apresentando maior basofilia celular, forma cilindrica, citoplasma esponjoso e intensa
atividade secretora bem caracteristica desta regido (Figura 2F).

Com 12 h de exposi¢do a solucdo de tanino catéquico as alteragdes celulares se
estenderam por todas as trés regides do meséntero. A regido anterior mostrou-se com
grandes vacuolos citoplasmaticos e formagao de vesiculas na regido apical das células
(Figura 2G). As células da regido mediana também apresentaram grande quantidade de
vacuolos no citoplasma além da auséncia dos limites celulares (Figura 2H). A regido
posterior apresentou células com intensa atividade secretora percebida pela presenga de
varias vesiculas nesta regido. Notou-se que algumas células desprenderam-se da
membrana basal (Figura 2I).

As Figuras 3A, B, C mostram as regides anterior, mediana e posterior do
meséntero de larvas mantidas por 18 h na solucdo de tanino catéquico. Neste momento
foi possivel perceber que a destrui¢do celular, antes mais intensa nas regides anterior e
mediana, agora se apresentou também na regido posterior do meséntero. As células da
regido anterior (Figura 3A) apresentaram-se com acumulo de material na regido apical,
limite citoplasmatico irregular ¢ com diversos vactiolos no citoplasma. A regido
mediana (Figura 3C) apresentou-se com células vacuolizadas e um processo avangado
de lise, uma vez que foi marcante a presenga de formacdes vesiculares apicais em quase
todas as células desta regido. Esta vacuolizacio também foi observada na regido
posterior do meséntero destas larvas (Figura 3B). As figuras 3A e 3C demonstraram um
aumento do espago subperitréfico e a presenca de uma substancia levemente corada
neste espaco. Foi possivel também observar nestas larvas a auséncia do alimento na luz

intestinal e a presenc¢a da matriz peritréfica fracamente corada.
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Com 24 h de exposi¢do ao tanino catéquico, as trés regides do meséntero se
mostraram altamente afetadas. As células da regido anterior (Figura 3D) apresentaram
grandes vacuolos citoplasmadticos e vesiculas apicais. A regido mediana (Figura 3E)
apresentou células vacuolizadas, com formas irregulares e aumento do espago

intercelular. Ja as células da regido posterior do meséntero destas larvas (Figura 3F)

apresentaram-se altamente vacuolizadas e em intensa atividade secretora.

Fotomicrogratias do mesentero de larvas de Aedes aegypti submetidas por 12h ao tanmo catequico 1solado da planta
Magonia pubescens. 2G. Regido Anterior com formagdo vesicular na porgdo apical do citoplasma e a presenca de
grandes vactiolos. 400X. 2H. Regido Mediana. Notar o citoplasma altamente vacuolizado. 21. Regido Posterior. Grande
quantidade de vesiculas nesta regifo, com células se desprendendo da membrana basal (*). 400X. Bordo em escova
(seta), Matriz peritrofica (cabeca de seta), nucleo (N), alimento (AL), vactolos (Va), vesiculas (V).
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Figuras 3. A, B e C. Fotomicrografias do meséntero de larvas de Aedes aegypti submetidas por 18h ao tanino
catéquico da Magonia pubescens. 3A. Regido Anterior. Presenca de vesiculas na porgdo apical das células e
grandes vacuolos citoplasmaticos. 400X. 3B. Regido Posterior. Presenca de vactiolos apicais citoplasmaticos.
400X. 3C. Regido Mediana. Notar o aumento do espago intercelular (setas). Ocorre um acumulo de substincia
no espaco subperitréfico que também ¢ notado na regido anterior. 400X. Figuras 3D, E e F. Fotomicrografias
do meséntero de larvas de Aedes aegypti submetidas por 24 h ao tanino catéquico isolado de Magonia
pubescens. 3D. Regido Anterior. Células com citoplasma vacuolizado. 400X. 3E. Regido Mediana. Maior
espago intercelular (setas). 400X. 3F. Regido Posterior. Células com citoplasma altamente vacuolizado. 400X.
Nucleo (N), alimento (AL), vactiolos (Va), vesiculas (V), espaco subperitrofico (ES).

DISCUSSAO

Apesar da morfologia externa das larvas teste ter apresentado caracteristicas
semelhantes as larvas controle, a expulsdo da matriz peritréfica apds 6 h de tratamento
foi um achado de grande importancia para este estudo (Figuras 1A e 1B). Isto também
foi notado em estudos com larvas de A. aegypti submetidas ao extrato bruto etanolico
da mesma planta onde os autores também relataram a expulsdo da matriz peritréfica
pelas larvas tratadas, como uma forma de eliminar as substancias toxicas do seu interior
e assim evitar maiores danos aos seus tecidos (2, 5, 11, 58).

A matriz peritrofica ¢ uma matriz extracelular secretada pelo epitélio do
meséntero em alguns artropodes. Esta membrana age como uma barreira protetora
contra varias substancias quimicas, agentes microbianos e até mesmo contra agressdes
fisicas causadas pelos alimentos ingeridos (2, 3, 4, 11, 25, 34, 58). O meséntero é o
principal alvo de substincias tdxicas, quimicas e bioldgicas, e a elimina¢do da matriz
peritrofica juntamente com o alimento ingerido parece ser um mecanismo de defesa das
larvas na tentativa de eliminar o tanino catéquico ingerido junto com o alimento e
assim impedir os possiveis danos ao epitélio intestinal. Estudos relataram que a matriz
peritrofica de larvas de A. aegypti submetidas ao extrato etandlico de Derris urucu
sofreu ruptura e eliminagdo para o meio exterior € que estas alteracdes foram
primordiais para comprovar a agdo letal do extrato (25).

Nas analises microscopicas, as larvas controle apresentaram o meséntero com
trés regides distintas: anterior, mediana e posterior conforme descrito na literatura (1, 2,
3, 58). O epitélio destas trés regides apresentou-se formado por células cubicas,
citoplasma esponjoso e nucleos esféricos. As células das regides anterior ¢ mediana

(Figuras 2A e 2B) apresentaram-se mais claramente coradas enquanto que as da regido
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posterior (Figura 2C) apresentaram-se mais basofilicas. Na superficie apical de todas as
células do meséntero observou-se a presenca de uma camada delgada e refringente a
luz, formando um fino bordo em escova. Esta camada mostrou-se muito delgada na
regido anterior, levemente mais aparente na regido mediana e bastante espessa na
regido posterior, evidenciando a grande quantidade de microvilosidades nesta por¢do
do mésentero (Figuras 2C). As microvilosidades também estdo presentes nas células
epiteliais de Lepdoptera (26). Tanto em Lepdoptera como em Diptera as
microvilosidades tém a fung¢do de absor¢do de nutrientes (26, 44). Também foi
observada, na regido posterior, a presen¢a de células em intensa atividade secretora,
caracterizada pela liberagdo do conteudo citoplasmatico em vesiculas. Estudos
demonstraram que estas vesiculas sdo formadas por glicosaminoglicanos e que ests
células teriam funcdo de produzir enzimas e proteinas responsaveis pelo processo de
digestdo e absorcdo dos alimentos (2). Em todo o tubo digestdrio das larvas controle
observou-se a presenca de uma matriz peritréfica envolvendo o conteudo alimentar.

As alteragdes moforhistoldgicas causadas pelo tanino catéquico isolado de M.
pubescens foram mais evidenciadas na regido anterior do meséntero das larvas de 4.
aegypti tratadas, uma vez que esta regido foi a primeira a ser atingida. Estas alteracdes
progrediram para as outras regides do meséntero de forma progressiva. Em pesquisas
recentes, as alteragdes causadas pelo extrato bruto etandlico de M. pubescens no
meséntero de larvas de A. aegypti também atingiram a regido anterior, tornando-se
extensivas para as outras regides (2). Diversos autores demonstraram que a ag¢do de
extratos toxicos no meséntero de larvas de Diptera ocorre nas diversas regides. Estudos
de analise das alteracdes morfohistologicas em larvas de 4. aegypti causadas pelo 6leo-
resina da planta Copaifera reticulata evidenciaram que as alteracdes celulares
ocorreram em todo o meséntero, sendo mais graves na regido mediana (1). Estudos
histopatologicos de larvas de Diptera submetidas a toxina Cryl1Bb de B. thuringiensis
sub. medellin (48) mostraram que o meséntero posterior € 0s cecos gastricos sdo os
principais sitios de localizacdo dessa toxina.

Os principais efeitos toxicos causados pelo tanino catéquico nas células do
meséntero de larvas de 3° estadio de A. aegypti tforam: alta vacuolizagdo citoplasmatica,
auséncia dos limites citoplasmaticos, formacdo vesicular apical com liberacdo de
conteudo citoplasmatico das células, aumento do espaco intercelular e células

desprendidas da membrana basal. Estes resultados sdo semelhantes aos processos
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histopatolégicos relatados em insetos, em resposta a uma variedade de substancias
toxicas bioldgicas (1, 2, 3, 13, 14, 25, 43).

Estudos histopatologicos usando o 4cido tanico sobre larvas de Diptera,
relataram que as alteragdes atingiram primeiramente a regido anterior do meséntero
progredindo para as regides mediana e posterior (43). As principais alteragdes relatadas
foram a presenca de vacuolizagdo, hipertrofia celular, deslocamento da membrana basal
e degeneracdo da por¢do apical das células. Estes resultados sdo semelhantes aos
relatados no presente trabalho.

A toxicidade de folhas frescas finamente trituradas de Alnus glutinosa, Populus
nigra ¢ Quercus robur foi demonstrada para larvas de Diptera, inclusive 4. aegypti, no
qual o meséntero também se mostrou como o principal 6rgdo atingido, seguido pelos
cecos gastricos e tubulos de Malpighi. As principais alteragdes observadas por estes
autores foram inchago celular apical, vacuolizagdo citoplasmatica, ruptura da
membrana basal e liberacdo do contetido citoplasmatico para o limen intestinal. Em
outro estudo (1) foi observado que estas mesmas alteragdes, somadas as modificagdes
dos nervos periféricos, das microvilosidades, nticleo e nucléolo ocorreram em larvas de
A. aegypti expostas ao 6leo-resina de C. reticulata. Estas observagdes sdo compativeis
com as apresentadas neste trabalho.

Alteragdbes em larvas de A. aegypti, Anopheles albimanus e Culex
quinquefasciatus expostas a toxina Cryl1Bd de B. thunrigiensis sub. medellin
ocorreram principalmente no meséntero posterior destacando esta regido como o
principal ponto de agdo desta toxina (48). As alteragdes mais comumente encontradas
foram vacuolizacdo citoplasmadtica, hipertrofia celular, destruicdo do bordo em escova,
e degeneragdo celular. Estas mesmas alteragdes deletérias ocorreram em todo o
meséntero de larvas de 4. aegypti submetidas ao extrato da planta Sapindus saponaria
(3). Estes resultados, semelhantes aos relatados neste trabalho, evidenciam o processo
de degeneracdo celular e acelerag@o do processo de lise das células epiteliais.

Larvas de A. aegypti, submetidas ao extrato bruto etanolico de M. pubescens,
apresentaram alteracdes primariamente na regido anterior do meséntero que se
direcionaram continuamente para as regides mediana e posterior (2). Este fato também
pode ser observado no presente trabalho. As principais alteracdes histologicas
observadas foram: destruicdo celular, alta vacuolizacdo citoplasmatica, aumento do
espago subperitréfico com actimulo de material no seu interior, aumento no numero de

camadas do epitélio, aumento da espessura da matriz peritrofica e hipertrofia das
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células (2). A destruicdo celular, a alta vacuolizacdo do citoplasma, o aumento do
espaco subperitréfico e a hipertrofia celular sdo compativeis com os resultados deste
trabalho e evidenciam a aceleragdo do processo de lise celular provocado pelo tanino
catéquico. Em nosso trabalho a matriz peritréfica das larvas tratadas apresentou-se
menos espessa do que as das larvas controle, se contrapondo aos resultados
apresentados por outros pesquisadores (2). Isso se deve ao fato que a extrusdo desta
membrana foi um fato marcante neste trabalho. A maioria das larvas tratadas e
coletadas para estudo apresentou no exame fisico a extrusdo da matriz peritrofica, e no
exame histoldgico, apresentaram auséncia do alimento no tubo digestério e aumento do
espago subperitrofico. Desta forma, concluimos que as caracteristicas da matriz
peritrofica apresentadas neste trabalho se deram pelo fato de ser uma membrana recém
formada e que por isso apresentou-se mais fina e clara. Nao foi observado no presente
trabalho um aumento no numero de camadas epiteliais em nenhuma regido.

A presenca de vesiculas na regido apical das células do meséntero das larvas
tratadas com tanino catéquico foi uma alteracdo presente em todos os tempos de
exposicao analisados e também presente na maioria dos trabalhos aqui referenciados (1,
2,3, 13,25, 43, 48).

Segundo Snodgrass (58) o processo de degeneracdo das células epiteliais do
meséntero dos insetos em geral ocorre através do aciimulo de material granular na
por¢do apical e a liberagdo desse material na luz intestinal do inseto. De forma que a
presenca destas vesiculas indica o potencial larvicida do tanino catéquico através da
estimulagdo da lise celular.

Diante das alteragcdes provocadas pelo tanino catéquico nas larvas de A. aegypti
este produto se mostrou potencialmente toxico e capaz de atuar como um eficiente
larvicida contra este vetor. Maiores estudos serdo necessarios para a elaboragdo

comercial deste produto e sua implementacdo nas medidas de controle e combate ao A.

aegypti.

ABSTRACT

Changes in morphohistologic larvae of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera, Culicidae) caused by tannins catechist isolated from plant Magonia

pubescens (Sapindaceae)
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The control of Aedes aegypti is nowaday one of the greats public health problems in
Brazil, being the main vector of dengue and urban yellow fever. Of African origin, this
mosquito is well adapted to Brazilian climatic conditions and is now distributed in all
states. The usual methods to combat and control the mosquito have been suffered
several questions. The chemical insecticides currently used have led to the emergence
of resistant populations of mosquitoes and the consequent increase of its density,
causing greats epidemics of dengue. Substances insecticides of botanical origin are
shown to be alternative candidates to the control. This work presents for the first time,
morphohistologic changes caused by the larvicidal activity of tannin catechist extracted
from Magonia pubescens on larvae of A. aegypti, showing the potential of this
compound larvicidal natural. Larvae of the 3rd stage were subdue to tannin catechists,
the 37ppm soluble in water, where they remained for up to 24 h. Larvae that reached
lethargic state were collected and fixed in paraformaldhyde 4% in the buffer 0.1 M
sodium cacodilate pH 7.2, included in resin, mounted on slides, stained with
hematoxylin-eosin and analyzed by light microscospe. The main cell toxic effects of
tannin catechist on larvae of A. aegypti are the high vacuolation and absence of
cytoplasmic limits, training with vesicular apical release of cytoplasmic content,

increase in intercellular spaces and detachment of cells from the basal membrane.

Keywords: Aedes aegypti. Magonia pubescens. Control.
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ABSTRACT. The main mechanism of control of dengue has been through the fight
against Aedes aegypti, the transmitter more competent. The fight is primarily to
eliminate the potential breeding, health education and use of synthetic insecticides.
These insecticides have performance but are highly toxic to vertebrates and the
environment. With the emergence of resistance of mosquitoes to them, opens up an
opportunity to insecticides of botanical origin. This study looks at the larvicidal activity
of diterpene extracted from the medicinal plant Copaifera reticulata on the 3rd stage
larvae of A. aegypti. Larvae were subjected to a solution of diterpene 9ppm for up to 24
h. Those that reached lethargic state were collected and fixed in 4% in the
paraformaldhyde buffer 0.1 M sodium cacodilate pH 7.2, included in resin and the
slides stained with hematoxylin-eosin technique and examined by light microscospe.
The main changes caused by diterpene on the mesenterion of the larvae were the high
cytoplasmic vacuolation, cells and nuclei hypertrophy, degeneration of the edge brush,
formation vesicular apical with release of cytoplasmic contents of cells, stratification of

the epithelium and folds in the peritrophic matrix.

KEY WORDS. Aedes aegypti. Control. Copaifera reticulata.

RESUMO. O principal mecanismo de controle da dengue tem sido através do combate
ao Aedes aegypti, o transmissor mais competente. O combate consiste principalmente
na eliminag@o dos criadoures potenciais, na educacio sanitaria e no uso de inseticidas
sintéticos. Esses inseticidas apresentam eficiéncia, mas sfo altamente toxicos aos
vertebrados e a0 meio ambiente. Com o aparecimento da resisténcia dos mosquitos a
essas substancias, abre-se uma oportunidade aos inseticidas de origem botanica. Neste
estudo, apresenta-se a atividade larvicida do diterpeno extraido da planta medicinal
Copaifera reticulata sobre larvas de 3° estadio de A. aegypti. Larvas foram submetidas
a uma solucdo a 9ppm do diterpeno por até 24 h. Aquelas que atingiram estado
letargico foram coletadas e fixadas em paraformaldeido a 4% em tampao cacodilato de

sodio 0.1 M pH 7.2, incluidas em resina e as laminas coradas pela técnica de
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hematoxilina-eosina e analisadas por microscospia de luz. As principais alteracdes
causadas pelo diterpeno sobre o meséntero das larvas foram a alta vacuolizagdo
citoplasmatica, hipertrofia celular e dos ntclear, degeneracdo do bordo em escova,
formagdo vesicular apical com liberagdo de conteudo citoplasmatico das células,

estratificacdo do epitélio e dobras na matriz peritrofica.

PALAVRAS-CHAVES. Aedes aegypti. Controle. Copaifera reticulata

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) tem causado grande preocupacdo a saude
publica dos paises tropicais e subtropicais do mundo. Primeiro por se tratar do
mosquito transmissor da dengue e segundo por ser o possivel transmissor da febre
amarela urbana (Prata 2000).

A dengue ¢ uma arbovirose causada por um virus do género Flavivirus, com
quatro sorotipos conhecidos (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4). A transmissdo ao homem
ocorre através da picada da fémea do A. aegypti infectada com virus. Essa doenga
apresenta um periodo de incubacdo entre 5 e 6 dias. Clinicamente, manifesta-se de
forma assintomatica, ou pelos sintomas de febre alta, cefaléia intensa, dor retro-orbital,
mialgia e exantema, podendo evoluir para um quadro grave com hemorragia, choque e
obito (WHO 1997; Serufo et al. 2000; Ministério da Saude 2005). Até o momento,
vérias pesquisas estdo em andamento para a producdo de uma vacina que induza a
imunidade contra os quatro sorotipos, mas nenhuma em fase de comercializag¢do (Silva
& Richtmann 2006).

Aproximadamente 40% da populacio mundial estd em areas de risco de
transmissdo de dengue, na faixa tropical e subtropical do globo. Nesta faixa ocorrem
anualmente cerca de 50 milhdes de novos casos. No Brasil, a prevaléncia ¢ de

aproximadamente 500 mil casos novos anuais (WHO 2008).
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A febre amarela urbana ¢ transmitida pelo A. aegypti e a silvestre pelo
Haemagogus sp (Williston, 1896) e Sabethes sp (Robineau-Desvoidy, 1827). Essa
doenca ¢ causada por um virus do mesmo género do virus da dengue. Acredita-se que
tenha sido introduzido no Brasil vindo da Africa. A incubagdo é em média de 3 a 6 dias
e a maioria dos casos apresenta-se oligossintomadtica, com febre, calafrios, cefaléia
intensa, mialgia generalizada, anorexia, nauseas, vOmitos, bradicardia, hemorragia
gengival e/ou epistaxe. Cerca de 10% dos casos se expressam na forma grave e com
alta letalidade, associados a ictericia e hemategénese (Ministério da Saude 1999; Prata
2000; Vasconcelos 2002, 2003; Penna 2003; Figueiredo 2006).

O controle de insetos vetores enfrenta muitas dificuldades, quando as espécies
estdo adaptadas ao meio urbano, associadas as condi¢des sdcio-ambientais, ou auséncia
de servigos basicos de saude. O controle de dengue, que ndo tem vacina, ¢ feito com
base no combate ao vetor (Donalisio & Glasser 2002; Penna 2003; Polanczyk et al.
2003; Braga et al. 2004; Carvalho ef al. 2004; Cunha et al. 2005; Ribeiro et al. 2006).

Diante do desenvolvimento de resisténcia dos mosquitos vetores aos inseticidas
(Braga et al. 2004; Carvalho ef al. 2004; Luna ef al. 2004) e a grande diversidade de
plantas existentes no Brasil, surge uma alternativa de produtos naturais como
candidatos a inseticidas (Gusmao et al. 2002; Arruda et al. 2003; Cavalcanti et al.
2004; Pohlit et al. 2004; Silva et al. 2004; Furtado et al. 2005; Lima et al. 2006; Silva
et al. 2007; Simas et al. 2007).

O isolamento e a purificacdo da substancia que apresentou o maior potencial
inseticida, o acido 3-acetoxi-labdano-8(17)13-dien-15-oico (C»H3404), da Copaifera
reticulata, foi realizado por Silva ef al. (2007). Neste trabalho, foi elucidada a agio
inseticida desta substancia através das alteracdes morfologicas ocorridas no intestino

das larvas de A. aegypti submetidas a diferentes doses.
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MATERIAL E METODOS

As larvas de A. aegypti foram obtidas da criacdo do Laboratdrio de Biologia e
Fisiologia de Insetos e Xenodiagndstico do IPTSP/UFG. A criagdo do mosquito se
processou numa camara bioldgica climatizada com temperatura de 28 + 1° C, umidade
relativa de 80 £ 5% e fotoperiodo de 12 h de acordo com a metodologia de Silva et al.
(1998). Para cada experimento foram utilizadas larvas de 3° estddio, imediatamente
apos a muda.

Apos o isolamento e a purificacdo do 4cido 3-acetoxi-labdano-8(17)13-dien-15-
oico (CyHs404), de acordo com Silva er al. (2007) e Geris et al. (2008), as
concentracdes letais foram determinadas para larvas de 3° estadio de 4. aegypti, sendo
as CLspe CLy de 0.8 e 8.2 ppm, respectivamente.

Os bioensaios foram realizados em duplicata, em copos de poliestireno
descartaveis, nos quais foram colocadas 25 larvas de 3° estddio em cada um,
totalizando 100 larvas. Optou-se pela nao utilizacdo de diluentes quimicos a fim de
descartar qualquer interferéncia deste composto nas analises morfohistoldgicas.

Para as larvas controle utilizou-se apenas agua destilada. Todos os grupos
foram alimentados com ragdo para gato triturada, segundo a metodologia de Silva et al.
(1998).

As larvas foram deixadas nas solugdes por diferentes tempos, sendo coletadas
em intervalos de 3 h, até completar 24 h e examinadas em estereomicroscopio Dimex
MZS 250. As mortas foram descartadas, as que se encontraram em estado letargico e as

controle foram retiradas das solugdes e imediatamente colocadas inteiras em fixador.
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A fixacdo ocorreu em paraformaldeido a 4% em tamp@o cacodilato de sédio
(0.1 M pH 7.2), a temperatura ambiente, por um periodo de no minimo 2 h, segundo
metodologia utilizada por Arruda ef al. (2003). Depois de fixadas inteiras, as larvas
foram lavadas no mesmo tampao e submetidas a desidratagcdo através de solugdes com
concentragdes crescentes de etanol, por 10 min, em cada solu¢do. Apos a desidratagdo
as larvas foram colocadas em resina de embebicdo “Leica Historesin Embedding Kit”,
por 12 h a temperatura ambiente, ¢ incluidas em resina segundo especificagdes do
fabricante, utilizando-se para isso moldes de silicone.

Apds a polimerizagdo, os blocos foram seccionados com navallha de vidro, em
micrétomo, com espessura de 3 um e em seguida os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina (Pearse 1985; Gabe 1976; Filipe & Lake 1983).

As laminas foram analisadas e o registro fotografico foi em Fotomicroscopio

Zeiss Axioskop MC80 adaptado com camera digital.

RESULTADOS

Algumas mudangas no comportamento das larvas tratadas com o diterpeno
foram notadas durante os bioensaios. Houve diminuicdo gradativa dos movimentos das
larvas quando comparadas as do grupo controle. As larvas tratadas comegaram a
apresentar movimentos mais lentos apds 3 h do inicio dos testes e tornaram-se lentas ou
imoveis apds 6 h. A partir dai, algumas larvas entravam em estado letargico,
permanecendo assim mesmo quando estimuladas por toque. As larvas mortas,
caracterizadas pelo escurecimento da capsula cefalica, eram descartadas para evitar

qualquer interferéncia na analise histologica.
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O meséntero das larvas se divide em trés regides distintas denominadas de
anterior, mediana e posterior (Snodgrass 1993; Chapman 1998; Arruda et al. 2003;
Borges et al. 2004). As Figuras 1A, 1B e 1C mostram a morfologia das células do tubo
digestdrio das larvas do grupo controle.

A regido anterior (Figura 1A) caracterizou-se por um epitélio simples formado
por células epiteliais ctubicas, com citoplasma heterogéneo, acidofilia moderada, ntcleo
esférico e basal. Na superficie apical destas células encontra-se um fino bordo em
escova. A regido mediana (Figura 1B) apresentou células epiteliais cubicas altas, com
nicleo esférico e um bordo em escova fino ¢ bem corado. Nesta regido, observou-se
uma fina membrana refringente & luz que envolve todo o conteudo alimentar,
denominada matriz peritrofica.

A regido posterior (Figura 1C) apresentou células cilindricas com intensa
basofilia e nucleo esférico basal. A superficie apical mostrou-se com espesso bordo em
escova, levemente acidofilo representando a grande quantidade de microvilosidades
existentes nesta regido.

O epitélio intestinal das larvas de A. aegypti tratadas com o diterpeno mostrou-
se com varias alteragdes, sendo que as mais significativas ocorreram nos tempos de 3,
9,15,18 e 24 h.

A Figura 1D evidencia toda a regido anterior ¢ mediana do meséntero das larvas
apods 3 h de tratamento. Notar as caracteristicas hipertroficas das células com formagdo
de vesiculas na regido apical e citoplasma vacuolizado.

Na Figura 1E, o epitélio da regido posterior destas mesmas larvas mostrou-se
com inicio de estratificacdo, com nucleos em diferentes alturas perdendo a

caracteristica de um epitélio colunar simples. As células apresentaram-se com formacao
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vesicular, alta basofilia e com células desta regido ainda com bordo em escova, quando
a maioria delas possui esta estrutura destruida.

A Figura 1F evidencia alteragdes celulares na regido anterior do meséntero
tratadas por 9 h. O citoplasma se apresenta com grandes vacuolos, também observados
na regido mediana (Figura 1G), com formacgdo vesicular apical e hipertrofia celular. As
células da regido posterior (Figura 1H) apresentaram-se com intensa atividade secretora
e todo o conteudo citoplasmatico parece estar sendo expelido para o espaco
subperitrofico. Notou-se a presenca de células num estagio final de lise (Figura 1H).

As larvas tratadas por 15 h demonstraram alteracdes similares as dos tempos
anteriores com um avangado estado de destrui¢do. As células da regido anterior (Figura
2A) apresentaram-se com uma concentragdo do seu material citoplasmatico na regido
apical formando uma grande vesicula para expulsio deste material. As células da regido
mediana apresentaram-se com citoplasma altamente vacuolizado (Figura 2B). Na
regido posterior notou-se a estratificacdo do epitélio, os nucleos dessas células

perderam sua forma arredondada e apresentaram-se de varias formas. Percebeu-se
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Figuras 1 A, B e C. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, de larvas 3° estadio de Aedes aegypti do grupo
controle, coradas em hematoxilina-eosina. A. Regido anterior constituida por um epitélio colunar com células
evidenciando um fino bordo em escova (seta). 400X. B. Regido mediana - células com aspectos de normalidade com
fino bordo em escova (seta) e presenca da matriz peritofica (cabega de seta) 400X. C. Regido posterior com células
com maior basofilia ¢ um espesso bordo em escova. 400X. Figuras 1D e E. Fotomicrografias de secgdes em
historesina, de larvas 3° estadio de Aedes aegypti tratadas por 3h, coradas em hematoxilina-eosina. 1D. Regido
anterior ¢ mediana do meséntero evidenciando a formagdo vesicular apical em todo o epitélio. 1E. Regido posterior
do meséntero onde se percebe maior basofilia celular e vesiculas apicais. Apenas em algumas células ha presenca do
bordo em escova (seta). Figuras 1F,G e H. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, de larvas 3° estadio de
Aedes aegypti tratadas por 9h. 1F. Regido anterior do meséntero com células vacuolizadas. 1G. Regido mediana
com grandes vacuolos no citoplasma dessas células. 1H. Regido posterior com células liberando contetido granular
do citoplasma para a luz intestinal em processo de lise celular. Abreviagdes: RA=regido anterior, RM= regido
mediana, N=nucleo, Nu=nucléolo, V=vesicula secretora, L=luz intestinal, AL = alimento.
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Figuras 2A, B e C. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, do meséntero de larvas 3° estadio de
Aedes aegypti tratadas por 15h. 2A. Regido anterior com formacdo de vesiculas na regido apical das
células e nucleos disformes. 400X. 2B. Regido mediana, alta vacuolizag¢do citoplasmatica 400X. 2C.
Regido posterior com estratificagdo do epitélio, vesiculas apicais em processo de lise celular através da
liberagdo de conteudo granular no luz intestinal. 400X. Figuras 2D, E, F e G. Fotomicrografias de
sec¢des em historesina, do meséntero de larvas 3° estadio de Aedes aegypti expostas por 18 h, coradas
em hematoxilina-eosina (HE). 2D. Vista geral evidenciando grande dobra na matriz peritrofica (cabega
de seta). 400X. 2E. Regido anterior com formagio de vesiculas na porgao apical das células. 400X. 2F.
Regido mediana com vesicula apicais e nicleos disformes. 2G. Regido posterior com células altamente
destruidas (seta) e nucleos disformes. 400X. Figura 2H, I e J. Fotomicrografias de secg¢des em
historesina, do meséntero de larvas 3° estadio de Aedes aegypti expostas por 24h, coradas em
hematoxilina-eosina (HE). 2H. Regifo anterior - células com grandes vactolos citoplasmaticos. Ocorre
um deslocamento das células da membrana basal (*). 400X. 21I. Regido mediana com grandes vactiolos
citoplasmaticos. 2J. Regido posterior - células com vesiculas apicais e em processo de lise celular (seta),
nucleos alterados. Abreviagdes: RA=regido anterior, RM= regido mediana, RP=regido posterior,
N=nucleo, V=vesicula secretora, L=luz intestinal, AL = alimento, Mu=musculo.
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As caracteristicas de destruicdo celular se prolongaram por 24 h. As regides
anterior ¢ mediana do meséntero dessas larvas apresentaram células com citoplasma
altamente destruido, com grandes vacuolos e nucleos irregulares (Figuras 2H e 2I). Na
regido posterior as células apresentaram formacdo de grandes vactolos apicais com
intensa atividade de extrusdo citoplasmatica com nucleos irregulares e lise celular

(Figura 2J).

DISCUSSAO

As larvas de A. aegypti do grupo controle apresentaram morfologia com
aspectos normais onde, no meséntero, foram reconhecidas trés regides: anterior,
mediana e posterior. As células da regido anterior mostraram-se cubicas, com
citoplasma esponjoso e com superficie apical coberta por um fino bordo em escova
indicando se tratar de células absortivas (Figura 1A). A regido mediana apresentou-se
com um epitélio cilindrico e com um bordo em escova um pouco mais espesso que o
das células da regido anterior (Figura 1B). A regido posterior evidenciou uma maior
basofilia celular e um espesso bordo em escova com grande quantidade de
microvilosidades (Figuras 1C). Em Lepdoptera estas microvilosidades tém a fungdo de
absorcdo de nutrientes (Levy 2004). Estas caracteristicas do meséntero das larvas de 4.
aegypti foram idénticas as descritas em diversos trabalhos (Snodgrass 1993; Arruda et
al. 2003, Barreto et al. 2006; Abed et al. 2007).

Também nas larvas controle observou-se a presenca de uma matriz peritrofica
envolvendo todo o contetdo alimentar no tubo digestério dessas larvas. A matriz

peritrofica ¢ secretada por células especializadas da regido anterior do meséntero e tem
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a funcdo de proteger o intestino dos alimentos e patégenos (Snodgrass 1993; Chapman
1998; Beerntsen et al. 2000).

As alteragdes deletérias causadas pelo diterpeno (C,,H3:04) foram observadas
em todas as trés regides do meséntero das larvas de 4. aegypti e ocorreram de forma
progressiva conforme se aumentava o tempo de exposi¢do das larvas. Os principais
efeitos toxicos foram a alta vacuolizag@o citoplasmatica, hipertrofia célular e nuclear,
degeneracdo do bordo em escova, formagdo vesicular apical com liberagdo de conteudo
citoplasmatico das células, estratificagdo do epitélio e dobras na matriz peritrofica.
Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos na literatura pertinente a esse assunto
(Rey ef al. 1999, David et al. 2000; Gusmao ef al. 2002; Arruda et al. 2003; Barreto et
al. 2006; Abed et al., 2007).

Alteragdes similares para o mesmo estadio e espécie foram encontradas com
6leo-resina da mesma planta estudada neste trabalho (Abed et al. 2007). Entretanto,
estudos realizados com M. pubescens mostraram as alteracdes, principalmente, na
regido anterior do meséntero (Arruda et al. 2003). No entanto, estudos com a toxina
Cryl1Bb de Bacilus thuringiensis evidenciaram as alteracdes mais importantes na
regido posterior do meséntero (Ruiz et al. 2004).

Rey et al. (1999), ao estudarem os efeitos histopatoldgicos do acido tanico no
meséntero de algumas larvas de Diptera, relataram a presenca de vacuolizacdo e
hipertrofia celular na regido anterior ap6s 12 h de tratamento e apds 36 h ocorreu o
deslocamento da membrana basal. Ja a regido posterior s6 demonstrou alteragcdes apos
48 h de tratamento com a degeneragdo da porc¢ao apical das células. David ez al. (2000)
estudaram a toxicidade de folhas de Alnus glutinosa, Populus nigra e Quercus robur
para larvas de A. aegypti, A. albopictus, Culex pipiens, Simulium varigatum e

Chironomus annularis. As principais alteracdes observadas por estes autores foram
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edema apical, vacuolizagdo citoplasmatica, ruptura da membrana basal e liberagao do
conteudo citoplasmdtico para o limen intestinal. Estas observagdes sdo compativeis
com as apresentadas neste trabalho.

Estudos realizados por Arruda et al. (2003) em larvas de A. aegypti submetidas
ao extrato da planta M. pubescens; Ruiz et al. (2004) em larvas de 4. aegypti, A.
albimanus e C. quinquefasciatus expostas a toxina Cryl1Bd de B. thunrigiensis sub.
medellin, Gusmao et al. (2002) em larvas de 4. aegypti submetidas ao extrato de Derris
urucu ¢ Barreto et al. (2006) em larvas de A. aegypti submetidas ao extrato da planta
Sapindus saponaria também evidenciaram diversas alteragdes deletérias ocorridas no
meséntero das larvas como alta vacuolizagdo do citoplasma, hipertrofia celular,
degeneracdo do bordo em escova e hipersecrecdo pelas células epiteliais. Estas
alteracdes, também relatadas neste trabalho, demonstram como estes agentes
promovem a degeneragdo celular acelerando a processo de lise das células epiteliais.

Snodgrass (1993), relatou que as células digestivas do meséntero de insetos em
geral possuem participag@o ativa nos processos de secre¢do e absor¢do e que o processo
de degeneragdo dessas células ocorre através do acimulo de material granular na
porcdo apical da célula e a liberagdo desse material na luz intestinal do inseto. Este
processo ¢ perfeitamente observado neste trabalho através das formagdes vesiculares
apicais evidenciadas em todo meséntero das lavas tratadas, algumas com total expulsao
do contetdo citoplasmatico para o limen intestinal.

Outro aspecto das alteracdes celulares causadas pelo diterpeno foram dobras
ocorridas na matriz peritrofica que isolam o conteudo alimentar presente no limen
intestinal das larvas tratadas. Estudos realizados por Abed et al. (2007) mostraram que

0 mesmo ocorreu com larvas de 4. aegypti expostas ao dleo-resina de C. reticulata.
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Trata-se de um mecanismo de defesa da larva que isola o conteido alimentar na
tentativa de evitar maiores danos aos seus tecidos.

As alteragdes provocadas pelo diterpeno acido 3-acetoxi-labdano-8(17)13-dien-
15-o0ico (CxH3404), isolado da planta C. reticulata relatam o potencial toxico deste
composto e sua capacidade de atuar como um eficiente controle para larvas de A.
aegypti. Diante dos resultados aqui obtidos, se fazem necessarios estudos aprofundados
para elaboragdo comercial deste produto e sua implementac¢do nas medidas de controle

ao A. aegypti.
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Artigo III — submetido a Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical

Alteracdes ultraestruturais em larvas de Aedes aegypti submetidas ao
diterpeno isolado da Copaifera reticulata (Leguminosae) e ao tanino
catéquico da Magonia pubescens (Sapindaceae)

Ultrastructural alterations on larvae of Aedes aegypti subject to diterpene
isolated from Copaifera reticulata (Leguminosae) and the catechist tannins

Magonia pubescens (Sapindaceae)

RESUMO

A dengue ¢ um dos principais problemas de satde publica causado por um arbovirus.
Sua transmissdo ocorre através da picada da fémea do Aedes aegypti, este possui
grande capacidade de se adaptar ao ambiente antropico. Na busca de alternativa para o
controle desse mosquito, apresenta-se pela primeira vez as altera¢des ultraestruturais
causadas pelo diterpeno extraido da planta medicinal Copaifera reticulata e do tanino
catéquico extraido da Magonia pubescens em larvas de 3° estadio de A. aegypti, com a
finalidade de evidenciar o mecanismo de a¢do dessas substancias. Os experimentos
foram realizados em solucdo de 9 ppm do diterpeno e de 37 ppm do tanino catéquico,
onde permaneceram por 22 h. As larvas que atingiram estado letargico foram coletadas
e dissecadas e seus tubos digestdrios fixados em 2% glutaraldeido, 2%
paraformaldeido, 3% sacarose em tampdo cacodilato de sddio 0.1 M pH 7.2 e pds
fixado em tetroxido de 6smio 1% em cacodilato de s6dio 0.1M. Em seguida foram
contrastados com acetato de uranila a 1%, desidratados, emblocados e polimerizados.
Cortes ultrafinos foram feitos, contrastados com acetato de uranila 3% e citrato de
chumbo e levados ao microscdpio eletronico. As principais alteragcdes ultraestruturais
provocadas pelo diterpeno sobre larvas de 4. aegypti foram: vacuolizagdo, morte por
autofagia, presenca de grandes vacuolos, desorganizagio celular, formacdo de vesiculas
de secre¢do e mudanca estrutural dos microvilos. As alteragdes ultraestruturais
causadas pelo tanino catéquico foram a degeneracdo celular, vacuolizacdo
citoplasmatica, alteracdo dos microvilos, nucleos irregulares e deslocamento das células

da lamina basal.
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Palavras-chaves: Aedes aegypti. Copaifera reticulata. Magonia pubescens. Controle.

Ultraestrutura.

ABSTRACT

Dengue is an important public health problems caused by an arbovirus. Its transmission
occurs through the bite of female Aedes aegypti, it has great capacity to adapt to man-
made environment. In the search for alternatives to control of this mosquito, is the first
time that is showed the ultrastructural alterations caused by diterpene extracted from
the medicinal plant Copaifera reticulata and the catechist tannin extracted from the
Magonia pubescens in the 3rd stage larvae of 4. aegypti, with the aim of demonstrating
the mechanism of action of these substances. The experiments were performed in
solution containing 9 ppm of diterpene and 37 ppm of catechist tannin, where they
remained for 22 h. Larvae that reached lethargic state were collected and dissected and
their gut fixed in 2% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde, 3% sucrose in sodium
buffer cacodilate 0.1 M pH 7.2 and post fixed in osmium tetroxide at 1% in cacodilate
sodium 0.1 M. Were then contrasted with uranyl acetate 1%, dehydrated, embedded
and polymerized. Ultrathin cuts were made, mixed with uranyl acetate 3% and lead
citrate and taken to the electron microscope. The main ultrastructural alterations caused
by the diterpene on larvae of A. aegypti were: vacuolation, cellular aging, presence of
large vacuoles, cell disruption, formation of vesicles of secretion and structural change
of microvilli. The ultrastructural alterations caused by catechist tannin were the cell
degeneration, cytoplasmic vacuolation, alteration of microvilli, irregular nuclei and

displacement of cells in the basal lamina.

Key-words: Aedes aegypti. Copaifera reticulata. Magonia pubescens. Control.

Ultrastructure.

A dengue esta entre as mais importantes arboviroses do mundo. A transmissao
ocorre através da fémea Aedes aegypti, infectada por um dos sorotipos do virus (Denl,
2, 3, 4). O controle desse mosquito ¢ a base de todo programa para combater essa
doenga. Suas manifesta¢des clinicas variam de uma sindrome viral inespecifica até um

quadro grave e fatal por hemorragia ou choque'*** %% %
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No mundo ha cerca de 50 a 100 milhdes de novos casos anuais de dengue®' ** ¥

17 30 32 36 48 49 e encontra-se

O A. aegypti é o mosquito mais adaptado ao meio urbano
espalhado por extensas areas de todos os continentes, com exce¢do da Europa®.
A principal estratégia de controle do 4. aegypti tem sido o uso intensivo de

inseticidas® 3! %

. O uso prolongado desses inseticidas vem sendo questionado quanto a
sua real eficiéncia e quanto aos danos ambientais que podem causar. Durante a vigéncia
de uma epidemia, a aplicagdo espacial de inseticida em ultrabaixo-volume pode ser
uma medida valiosa no exterminio do vetor, porém pouco efetiva na manutengdo de
baixos indices de infestagdo predial. Além disso, o uso freqiiente de inseticidas tem
levado ao aparecimento de resisténcia do mosquito a estes compostos 7' %7,

Em busca de novas alternativas para o controle do vetor da dengue, varias
pesquisas vém sendo desenvolvidas no intuito de encontrar um inseticida eficaz com
menor impacto ambiental® 10 182025 344043444597 "Negte contexto, substincias larvicidas de
Copaifera reticulata e Magonia pubescens foram isoladas e purificadas,
posteriormente, testadas e as alteracdes ultraestruturais no intestino em larvas de A.
aegypti, sdo apresentadas em eletromicrografia de transmissdo, com a finalidade de

esclarecer o mecanismo de agdo? 2641423,

MATERIAL E METODOS

Bioensaios - larvas de A. aegypti foram obtidas de uma colénia permanente,
mantida a 28+1°C, umidade relativa de 80+5% e fotoperiodo de 12 h¥. Os
experimentos foram separados em trés grupos: um com diterpeno, outro com tanino
catéquico e ultimo (controle) em 4agua destilada. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

Utilizaram-se 20 larvas em cada frasco de plastico com as solu¢des de cada
substancia, deixadas por 22 h, sendo coletadas apenas as larvas em estagio de letargia.

Seccdes - as larvas coletadas foram dissecadas sob estereomicroscopio (MZS-
250), em uma gota do fixador apropriado e seus tubos digestorios retirados e fixados
para microscopia eletronica de transmissdo, em 2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido,
3% sacarose em tampao cacodilato de sédio 0.1 M pH 7.2.

Apos esta fixacdo, o material foi lavado no tampao cacodilato de sodio (2
lavagens de 30 min) e pos-fixado em tetroxido de 6smio 1% em cacodilato de sodio

0.1M, por 2 h, a 4°C. Depois submetido a duas lavagens de 30 min com o tampao
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cacodilato de sdédio 0.1M. Em seguida foram colocados em 4lcool 10% como
preparativo para a contrastacdo em bloco. Esta foi feita com acetato de uranila a 1%,
em alcool 10% a temperatura ambiente “overnight”. O material foi lavado com agua
destilada e submetido ao processo de desidratagdo em concentragdes crescentes de
alcool a 70, 80, 90, 95, 100% (3x), alcool + éxido de propileno (volume/volume), éxido
de propileno por 15 min cada. Apds a desidratagdo os tubos digestorios foram deixados
em oxido de propileno+spurr (volume/volume), e spurr puro, por 1 h. Este ultimo
procedimento foi repetido por 3 vezes, e em seguida deixado em spurr por mais 24 h,
emblocado e polimerizado por 24 h a 70°C°° "%,

Os blocos foram seccionados em ultramicrétomo Leica Ultracult UCT,
transferidos para laminas e corados com azul de toluidina para rastreamento das
alteragdes em microscopia de luz. Em seguida cortes ultrafinos foram colocados em
telinhas de cobre recobertas com colddio/carbono, contrastadas com acetato de uranila
a 3%, por 30 min e solucdo de citrato de chumbo, por 10 min a temperatura ambiente.
Apds a secagem, os cortes foram levados ao microscopio eletronico de transmissao

para serem examinados e eletromicrografados.

RESULTADOS

O intestino médio ou meséntero de larvas de 3° estadio de 4. aegypti apresenta
trés partes distintas: anterior, mediana e posterior. As células da regido anterior (Figura
1A) apresentaram-se cubicas com nucleo esférico evidenciando areas de eurocromatina
e heterocromatina e nucléolo distinto. No citoplasma destas células foi possivel
observar uma grande quantidade de mitocondrias de formatos irregulares (Figura 1A e
B). A regido apical destas células demonstrou a presenca de curtas microvilosidades
(Figura 1C).

A regido mediana também apresentou-se formada por um epitélio cilindrico
(Figura 1D) com a presenca de inumeras pregas na lamina basal destas células,
indicando a realizag¢do de trocas i6nicas nesta regido (Figura 1E). A regido apical destas
células mostrou microvilosidades mais altas que as da regido anterior (Figura 1F). O
nucleo apresentou-se grande e com cromatina descondensada, mostrando caracteristicas
de intensa atividade celular (Figura 1E).

A regido posterior apresentou-se formada por células colunares (Figura 1G),

com inumeros vacuolos digestivos e figuras mielinicas no seu interior na por¢do basal
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(Figura 1H). As microvilosidades apicais nesta regido mostraram-se longas e finas
(Figura 11I).

Mudangas morfologicas nas células do meséntero das larvas foram notadas com
22 h de exposi¢do ao diterpeno. Na regido anterior as células apresentaram-se mais
baixas que as do grupo controle (Figura 2A), com regido basal e apical demostrando
certo grau de conservacdo (Figuras 2B e 2C). Notar o aspecto de integridade das
mitocondrias desta regido (detalhe da Figura 2B).

As células da regido mediana (Figura 2D) apresentaram alto grau de destruicao,
com evidente desorganizagdo celular e notavel formacgao de vacuolos digestivos (Figura
2E), além disso a presenga de inumeros vacuolos secretores, de variados tamanhos,
localizados na regido apical celular (Figura 2F). As microvilosidades da porc¢do apical
eram pouco desenvolvidas, irregulares e praticamente destruidas.

Na regido posterior (Figura 2G) a membrana citoplasmatica basal mostrou
grandes dobras (Figura 2H) e o citoplasma altamente vacuolizado. Também houve a
formacdo de vesiculas secretoras por todo o citoplasma, com aspecto de expelir para a
luz intestinal. No interior dessas vesiculas ocorreu a formagdo de grandes e varios
vacuolos digestivos (Figura 2I), com restos celulares observados no interior dos
mesmos.

Larvas submetidas ao tanino catéquico, apds 22 h, apresentaram diversas
alteragOes ultraestruturais, evidenciando grande destruicdo celular. A regido anterior
apresentou-se com grande quantidade de vacuolos digestivos, nucleo com cromatina
descondensada (Figura 3A). A célula em geral apresentou-se sem forma definida e com
aparéncia de degeneragdo. Na regido basal celular notou-se a presenca de grande
quantidade de mitocondrias em diversas formas, tamanhos e eletrodensidade (detalhe
da Figura (3A), além de pregas na lamina basal com espagos evidentes entre as dobras
desta membrana (Figura 3B). A regido apical celular apresentou maior concentragio de
vacuolos digestivos, de varios tamanhos e formas (Figura 3C). As microvilosidades

desta regido apresentaram-se menores e parcialmente destruidas (Figura 3C).



Figura 1. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti do grupo controle.
1A: vista geral das células epiteliais da regifo anterior do meséntero. Notar a presenca de inimeras mitocondrias (detalhe) e da
matriz peritrofica (seta). 1B: detalhe da regido basal, evidenciando a presenga de mitocondrias e dobras da membrana
plasmatica. 1C: Notar a presenga de vacuolos e microvilosidades na regido apical destas células. 1D: vista geral das células
epiteliais da regido mediana do meséntero. 1E: aspecto da regido basal, destacando as dobras da membrana plasmatica basal,
indicando trocas idnicas (seta). 1F: detalhe da regido apical destas células evidenciando as microvilosidades e vacuolos
digestivos de mitocondria. 1G: vista geral das células epiteliais da regido posterior do meséntero. 1H: detalhe da regido basal
com vacuolos digestivos. 11: detalhe da regido apical destas células, evidenciando a presenga de longas microvilosidades de
vacuolos digestivos com presenga de figuras mielinicas. Nu=nucléolo, N=ntcleo, ES= espag¢o subperitrofico, Mi=mitocondria,
MV=microvilosidades, VD=vacuolo digestivo.




Figura 2. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti submetidas por
24 h ao diterpeno da Copaifera reticulata. 2A: vista geral das células da regido anterior do meséntero. 2B: detalhe da
regido basal destacando presenga de mitocondrias (detalhe). 2C: detalhe da regido apical, evidenciando a matriz
peritrofica (cabega de seta). 2D: vista geral das células da regido mediana do meséntero. 2E: regido basal celular
evidenciando a lamina basal e vactolo digestivo. 2F. regido apical celular com intensa vacuolizagdo. 2G. vista geral das
células da regido posterior do meséntero. 2H: regido basal celular com dobras da membrana plasmatica basal (seta). 21:
detalhe da regido apical celular evidenciando grande quantidade de microvilosidades e a formagdo de grandes vesiculas
secretoras. Nu=nucléolo, N=nucleo, ES= espago subperitrofico, Mi=mitocondria, MV=microvilosidades, VD=vactiolo
digestivo, Va=vacuolos.




Figura 3. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti submetidas
por 24 h ao tanino catéquico de Magonia pubescens. 3A: vista geral das células da regido anterior do meséntero,
evidenciando o alto grau de destrui¢do celular. Notar no detalhe a presenca de mitocondrias. 3B: detalhe da regido
basal celular com grande quantidade de mitocondrias e de dobras da membrana plasmatica basal. 3C: detalhe da
regido apical celular com a presenca de grandes vactiolos. 3D: vista geral das células da regido mediana do meséntero.
3E: detalhe da regido basal celular destacando a presenga de vacuolos digestivos. 3F: detalhe da regifo apical celular
evidenciando os vacuolos digestivos e a formagdo de projegdes apicais secretoras. 3G: vista geral das células da regido
posterior do meséntero com a presenga de vacuolos digestivos e nucleos irregulares. 3H: detalhe da regido basal
evidenciado o descolamento da célula da membrana basal (setas). 3I: detalhe da regido apical celular evidenciando de
vacuolos. Nu=nucléolo, N=ntcleo, ES= espago subperitréfico, Mi=mitocdndria, MV=microvilosidades, VD=vacuolo
digestivo, Ve=vesiculas, V=vacuolos.
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A regido mediana diferiu-se do controle, pela destruicdo celular (Figura 3D),
citoplasma com uma grande quantidade de vactiolos digestivos, de vérios tamanhos e
formas, ndcleo com cromatina condensada e nucléolo evidente (Figura 3E). Foi
possivel observar a formagdo de vesiculas secretoras na por¢do apical, onde o contetido
citoplasmatico se projeta para o meio externo (Figura 3F). As microvilosidades ndo
apresentaram alteracdes evidentes.

Na regido posterior, o epitélio apresentou-se estratificado, células com
citoplasma heterogéneo, nucleos irregulares e com presenga de vacuolos (Figura 3G).
Na regido basal houve um deslocamento celular da lamina basal, formando um
isolamento entre a célula epitelial e o restante do contetido da larva. Notou-se a ldmina
basal celular destruida (Figura 3H). A regido apical apresentou-se com

microvilosidades mais curtas e citoplasma altamente vacuolizado (Figura 31).

DISCUSSAO

Estudos ultraestruturais das células do meséntero de insetos em estagios larvais
sdo bastante escassos. As observagdes sobre a ultraestrutura normal das células do
meséntero das larvas de 3° estddio de 4. aegypti realizadas neste trabalho coincidiram
com as observagdes descritas em outros trabalhos ' *. Estes autores diferenciaram trés
regides distintas do meséntero (anterior, mediana e posterior). Também descreveram a
presenca de mitocondrias grandes e irregulares e microvilosidades na por¢do apical nas
células do meséntero associadas a fungdo de absor¢do. Neste trabalho, as
microvilosidades foram observadas nas trés regides do meséntero, sendo maiores e
mais espessas na regido posterior (Figuras 1C, 1F e 1I) destacando assim a maior
capacidade absortivas das células.

Estudos descritivos sobre os tipos de células encontrados nos insetos relataram a
associacdo de grandes dobras da membrana plasmatica basal com mitocondrias, fato
também observado neste trabalho que indica a realizagdo de transporte de dgua e ions
por esta membrana’ (Figura 1E).

Os efeitos do diterpeno sobre as células do meséntero das larvas de 4. aegypti
incluiram intensas modificacdes citoplasmaticas como vacuolizagdo, morte por
autofagia, presen¢a de grandes vacuolos de forma variadas, desorganizagdo celular,

formacdo de vesiculas de secrecdo e mudanca estrutural dos microvilosidades.
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Os efeitos do tanino catéquico causaram como principais alteragdes deletérias a
degeneracdo celular, vacuolizagdo citoplasmadtica, alteracdo das microvilosidades,
nucleos irregulares e deslocamento das células da 1amina basal.

Estudos sobre a toxicidade das plantas Alnus glutinosa, Populus nigra e
Quercus robur em larvas de Diptera relataram a presenca de intensa degeneragdo
citoplasmatica com vacuolizagdo, destruicdo das organelas, além de degeneracdo das
microvilosidades'.

Anadlises histopatoldgicas dos efeitos do diterpeno e do tanino sobre o
meséntero de larvas de Diptera, detectaram a presenca de formagdes vesiculares na
regido apical celular semelhantes as vesiculas secretoras descritas no presente
trabalho'. Tal rea¢do seria conseqiiéncia da intoxicagdo celular causada pelo tanino
levando a formacdo de vesiculas e a lise celular. Nestas analises também foi relatado a
ocorréncia de vacuolizagdo do citoplasma, degeneracdo de microvilosidades e
deslocamento das células da lamina basal.

A vacuolizagdo citoplasmatica se mostrou como uma alteragdo marcante no
presente estudo que indicou o estado avangado de lise destas células provocado pela
aglo larvicida do diterpeno e do tanino catéquico, corroborando alguns trabalhos'? .
Esta alteragdo também foi relatada em experimento que testava acdo larvicida do
extrato bruto etanolico da planta M. pubescens sobre larvas de 4. aegypti *e também em
estudos sobre as alteragdes morfohistoldgicas provocadas pelo 6leo-resina da planta C.
reticulata em larvas de A. aegypti'. Nestes estudos também foram observadas a
presenga de grandes vactiolos conforme relatados nesta pesquisa.

A formacgdo de vesiculas secretoras na por¢do apical das células analisadas,
indica que o contetdo citoplasmatico celular esta sendo expelido para a luz intestinal
como forma de defesa a agdo do diterpeno e do tanino catéquico. A presenca dessas
vesiculas, associada a intensa vacuolizag@o citoplasmatica demonstra a aceleracdo do
processo de lise celular provocado pelo efeito toxico das substincias analisadas.
Estudos ultraestruturais sobre larvas de 4. aegypti tratadas com Bacilllus thuringiensis
relataram a presenga dessas mesmas alteracdes além de deformidades no nucleo destas
células com mudanca na forma e formac¢do de mais poros no envelope nuclear'®. Nas
larvas tratadas com o tanino catéquico (M. pubescens) as células apresentaram nucleos
irregulares, e ndo foi observado aumento no numero de poros no envelope nuclear.

O meséntero ¢ o principal drgdo responsavel pela absor¢do de nutrientes pelos

insetos em geral ***°. Vérios trabalhos sobre o efeito larvicida de diversas substincias
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em Diptera, relatam que as principais alteragdes morfohistolégicas ocorrem no
meséntero, desta forma, fica claro o importante papel desta por¢do do tubo digestorio
no processo de absorgdo' ?** 12131635 Ag alteragdes provocadas por estas substancias,
independente se sdo de origem quimica ou biologica, sdo sempre semelhantes. Isto
comprova que estas alteracdes sdo respostas das células diante da intoxicagdo sofrida.
Todas as alteragdes histopatologicas relatadas no presente trabalho comprovam
a a¢do larvicida dos compostos aqui estudados. Tanto o diterpeno extraido e purificado
da planta C. reticulata quanto o tanino catéquico da planta M. pubescens mostraram-se
altamente téxicos para as larvas de 4. aegypti, provocando altera¢des nas células do
meséntero que acabam levando a morte das mesmas, sendo portanto indicado para a
utilizacdo como larvicida. Entretanto outras pesquisas a respeito de dosagem para
utilizagdo em campanhas contra a dengue sdo recomendadas. E, diante da, praticamente
estabelecida, resisténcia do inseto aos inseticidas quimicos atualmente utilizados, a
descoberta de um larvicida eficiente e de origem botanica ¢ de grande importancia para
as acdes de controle e prevengdo de uma doenga que faz milhares de vitimas todos os

anos.
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