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RESUMO

O o¢leo-resina de Copaifera reticulata Ducke foi utilizado para verificar sua toxicidade e as
alteragdes morfologicas estruturais provocadas em larvas de 3° estadio de Aedes aegypti. A partir
de 15 minutos de contato da larva com a solugdo a 30 ppm, houve diminui¢do em sua mobilidade e
ap0s 20 horas, destruigio total ou parcial das células, elevada vacuolizagio citoplasmatica, aumento
do espago intercelular e da liberago de secregdes celulares e alteragdes nos nervos periféricos, nas
microvilosidades, no niicleo, nucléolo e no epitélio que sofre pavimentagdo e estratificagdo. Este
estudo elucida os mecanismos de agdo do éleo-resina de C. reticulata sobre larvas de A. aegypti. As
CL,, e CL,, foram de 8,9 € 59,4 ppm, respectivamente. Tais concentragdes evidenciam o potencial
larvicida da planta, ampliando as possibilidades de seu uso no controle deste mosquito.

DESCRITORES: Aedes aegypti. Copaifera reticulata. Morfohistologia.
Toxicidade. Controle.

INTRODUCAO

O Aedes aegypti é o vetor mais importante de dengue e febre amarela
na Asia, Africa e Américas (18, 24). Adaptado ao ambiente urbano, este mosquito
vive em contato com um ter¢o da populagdo mundial, sendo permanente o risco de
transmissdo de dengue na area cosmotropical (24).
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A Copaifera reticulata Ducke (Leguminosae-Caesalpinoideae) ocorre na
regido tropical da América Latina, com larga distribuicdo na Amazonia brasileira.
Através de fendas na casca ou no caule, esta planta exsuda um O6leo-resina,
sendo por esse fato conhecida como pau-d’dleo. As populagdes da Amazdnia
tém utilizado esse exsudado como recurso terapéutico para diversas indicacdes
etnofarmacoldgicas (7, 17).

Sem uma vacina disponivel para os quatro sorotipos de virus do dengue,
seu controle tem sido feito mediante a¢des antivetoriais, sendo priorizadas aquelas
com inseticidas sintéticos, cujo uso prolongado trouxe como conseqiiéncia o
aparecimento de mosquitos resistentes (4, 6, 8, 9, 14, 16). Esse fato, associado
a necessidade de preservacdo ambiental, suscitou pesquisas de novos principios
ativos de baixo impacto. Varios métodos de controle com baixa toxicidade vém
sendo avaliados, dentre esses os de origem botanica (11, 15, 21, 23).

Este estudo elucida, pela primeira vez, o mecanismo de acdo do
6leo-resina de C. reticulata na mortalidade do A. aegypti, por meio de estudos
morfohistologicos e de toxicidade.

MATERIAL E METODOS

Nos bioensaios para verificar a atividade larvicida do 6leo-resina,
foram utilizadas larvas de 3° estadio de 4. aegypti, obtidas de colonia ciclica
mantida ha mais de dez anos no Laboratoério de Biologia e Fisiologia de Insetos e
Xenodiagndstico, do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica (IPTSP) da
Universidade Federal de Goias (UFG), a 28+1°C, 80+5% de umidade relativa e
fotofase de 12h.

O dleo-resina in natura foi coletado no municipio de Jacunda-PA, Brasil,
através de uma incisdo com trado a uma altura de 70 cm do tronco da arvore.
Terminada a coleta, o orificio foi vedado com argila para impedir a infestacdo da
arvore por fungos ou cupins. O 6leo foi acondicionado em frasco de cor ambar
e trazido ao laboratério, onde foi pesado, pré-solubilizado em dimetilsulfoxido
(DMSO), acrescentando-se agua destilada para obtengao de uma solugdo-mae a 500
ppm. A partir dessa solucdo foram retiradas aliquotas, as quais adicionou-se agua
destilada em volumes diferenciados, até serem obtidas as concentragdes desejadas.
Foram utilizadas 20 larvas para cada concentragao, e os bioensaios foram realizados
com cinco réplicas em camara climatizada similarmente a da criagdo.

O estudo morfohistologico constou de quatro experimentos com a
solucdo de oOleo-resina, cada um com 20 larvas de 3° estadio do 4. aegypti.
Para o controle utilizou-se 0 mesmo numero de experimentos e de larvas em
solucdo de DMSO e 4gua destilada. As larvas foram individualizadas em
frascos com a soluc@o do dleo-resina. Cada experimento foi dividido em quatro
grupos de 20 larvas assim distribuidos: grupo 1 — larvas na solucdo do o6leo-
resina com alimento; grupo 2 — larvas na solu¢do do dleo-resina sem alimento;
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grupo 3 — controle com alimento e grupo 4 — controle sem alimento. O alimento
utilizado foi ragdo para gato (22). As larvas permaneceram na solugdo do 6leo-resina
por 20 horas, posteriormente foram coletadas e imediatamente fixadas, desidratadas,
embebidas e incluidas em resina (2).

Os estudos morfohistologicos foram realizados em microscopia de luz,
conforme técnica ja estabelecida (1, 2, 10, 19). Apos a fixagdo as larvas foram
desidratadas, incluidas em resina, seccionadas em micro6tomo, montadas em
laminas, coradas pela hematoxilina-eosina e documentadas fotograficamente em
microscopio Zeiss MC80.

As concentracdes letais e os intervalos de confianga foram determinados
pela interpolagdo dos dados, em analise de Probit, pelo Sistema para Analises
Estatisticas (SAEG).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteragdes morfohistologicas mais importantes que causaram a
mortalidade das larvas de 3° estadio de A. aegypti foram observadas, em primeiro
lugar, na regido média do meséntero.

As larvas do grupo controle mostraram aspecto alongado e vermiforme,
com o corpo bem definido nos trés segmentos - cabega, torax e abdomen. A cabeca
e o torax apresentavam aspecto globoso e mais robusto, com maior quantidade de
quitina, e abdomen mais fino, liso e flexivel, constituido por nove segmentos que
exibiam grande mobilidade de aspecto sinuoso. As sec¢des histologicas mostraram
morfologia normal no estomodeo. Na area de confluéncia com o meséntero, o
proventriculo, os cecos gastricos e a valvula cardia apresentavam o epitélio de
revestimento formado por células cilindricas perfeitamente preservadas (Figuras
1A, B). Essas caracteristicas na larva de 4. aegypti mostraram-se idénticas as
descritas por outros autores (1, 2, 5).

As larvas do grupo tratado com oleo-resina de C. reticulata, com ou
sem alimento, apresentaram-se com aspecto fragil, pouco resistentes, com pouca
mobilidade e superficie corporal toda enrugada. Entre 17 e 20 horas de contato
com a solugdo, as larvas tornavam-se letargicas, paradas no fundo do recipiente,
movendo-se apenas quando tocadas com estilete de cabelo ou com leves batidas no
frasco. Ap6s 20 horas ocorria a perda total de qualquer movimento e as larvas eram
fixadas antes do escurecimento da capsula cefalica, para ndo interferir nos resultados
da destrui¢do celular pos-morte.

No meséntero, foi observada a presenga de apenas uma camada de células
cilindricas coradas heterogeneamente no citoplasma e na regido apical com borda
em escova, representada por uma delgada linha rosea, nucleo basal esférico bem
evidente com areas de hetero e eucromatina; no limen do intestino, era possivel
notar a presen¢a de uma matriz peritrofica que envolvia todo o contetido alimentar.
Estes resultados sdo concordantes com outros trabalhos (20) sobre a mesma espécie
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de mosquito (Figura 2 A). Na parte posterior do meséntero, as células apresentavam
nucleos basais e citoplasma mais baséfilos (Figura 2B). A grande atividade secretora
das células das regides mediana e posterior do meséntero pode ser observada, na
Figura 2B, pela presenca de vesiculas de secregdo, fortemente coradas e basofilicas,
destacando-se do restante do citoplasma. O resto de alimento, observado nas
Figuras 3 A, B do grupo em jejum, era do estadio anterior. Os grupos controle, com
ou sem alimento, apresentaram morfologia similar.
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Figura 1. Fotomicrografias do tubo digestivo de larvas de 3° estadio de Aedes

78

aegypti do grupo controle mantidas com alimento, coradas em HE, corte
longitudinal. A. Vista geral. Basofilia ao longo do epitélio intestinal (CE).
Cecos gastricos (CG), intestino médio (IM), mtisculo (MU), traquéia (TR),
valvula pilérica (VP). 100X. B. Detalhe da valvula cardia (VC) e cecos
gastricos (CG). Células do estomodeo perfeitamente conservadas. 100X.
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Figura 2. Fotomicrografias do tubo digestivo de larvas de 3° estadio de Aedes
aegypti do grupo controle mantidas com alimento, coradas em HE, corte
longitudinal. A. Células epiteliais basofilas(CE) do meséntero com bordo
em escova (seta), espaco subperitrofico (ES), luz do meséntero (L). 400x.
B. Basofilia de células epiteliais (CE), secre¢do no apice das células do
meséntero (seta), luz da parte posterior do meséntero (L). 400X.
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Fotomicrografias do meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti

mantidas com alimentos e tratadas com o6leo-resina de Copaifera
reticulata, coradas em HE, corte longitudinal. A. Corte longitudinal,
cecos gastricos (CG), luz intestinal (L). 400x. B. Alteragdo basal de
células epiteliais (seta), Membrana basal (MB), luz intestinal (L),
nucleo (N). 400X. C. Liberagao apical (cabega de seta), vactolos e
espagamento intercelular (setas), célula epitelial (CE), luz do meséntero
(L), matriz peritrofica (MP), nucleo (N). 400X.
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Para a realizagdo deste experimento, varios testes prévios foram realizados
com intengdo de se conhecer melhor o produto e as concentragdes mais adequadas a
serem utilizadas. Um gradiente de concentragdo foi realizado para se verificar qual
delas afetava significativamente as larvas, tanto de DMSO como do proprio 6leo-
resina, a fim de se chegar a uma concentragéo ndo tdo elevada que provocasse morte
imediata, nem t3o diluida que provocasse morte tardia. Isso faria com que a larva,
num processo de defesa, diminuisse o tempo do terceiro estadio, mudando mais
rapidamente, na tentativa de chegar a fase adulta e, conseqiientemente, sobreviver
a agdo do Oleo-resina antes que ecla fosse irreversivel. Os dois extremos seriam
ruins para este tipo de experimento, que teve como objetivo verificar as alteracdes
celulares provocadas pela ag@o do 6leo-resina. O gradiente de concentragio revelou
que a melhor foi a de 30 ppm.

No grupo tratado, as alteragcdes morfologicas no tubo digestivo das
larvas foram observadas em corte longitudinal (Figura 4A), mostrando as células
mais achatadas ¢ com aspecto danificado. Mudangas na matriz peritréfica foram
observadas: aspecto mais espesso ¢ inumeras dobras que isolavam o alimento
em diferentes compartimentos (Figura 4B). As microvilosidades mais baixas,
heterogéneas, apresentavam sinais de destruicdo. Além disso, destrui¢@o da regido
basal, nunca observada, impedia as trocas iOnicas ¢ provocava a separagdo do
epitélio do tubo digestivo.

Na transigdo do meséntero, as células se apresentaram com maior basofilia
do que as do intestino médio anterior e mostraram, na porgdo apical, grandes
vesiculas de secregdo, indicando a liberagdo de boa parte do conteudo celular. Nessa
mesma porgao, a Figura 4C mostra a presenca de grandes espagos intercelulares que
nao deveriam existir.

Nas larvas mantidas sem alimento, as mesmas caracteristicas foram
observadas: o epitélio do meséntero tornou-se mais achatado e células normais
circundadas por células totipotentes indiferenciadas eram visiveis em corte
tangencial do tubo digestivo. Estas células de aspecto normal apresentavam grande
quantidade de pontuagdes acidofilas, caracterizando a presenga de mitocondrias.
Ao redor desse grupo de células normais, foram observadas células epiteliais muito
vacuolizadas. Os vactiolos de diversos tamanhos distribuiam-se por toda a célula.
Notou-se também maior fragilidade nas jungdes celulares e espagos intercelulares
maiores (Figuras 5A, 5B).

Um tipo de alteragdo freqiientemente observada nos experimentos foi
o achatamento do epitélio do tubo digestivo. Na regido anterior do meséntero,
as células eram muito planas com caracteristicas do mesotélio desprovidas de
microvilosidades, indicando a auséncia de absor¢do.

As alteragdes deletérias nas células do meséntero provocadas pelo
6leo-resina incluiram varias mudancas histopatologicas, como destruicdo total
ou parcial das células, alta vacuolizagdo do citoplasma e aumento do espaco
subperitréfico com acimulo de material acidéfilo no seu interior. Varias destas
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Figura 4.
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Meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti em jejum e
tratadas com Oleo-resina de Copuaifera reticulata, coradas em HE,
corte longitudinal. A. Corte longitudinal, ganglios nervosos (GN), luz
intestinal (L), masculo (MU), valvula pildrica (VP). 100x. B. Células
epiteliais vacuolizadas (CV), células totipotentes (CT), 400X. C. Regido
posterior do meséntero com células secretando (seta), cuticula (C),
célula epitelial (CE), luz do meséntero (L), Matriz peritrofica (MP),
musculo (MU). 400X.
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alteragdes se opdem as observacdes histologicas visualizadas principalmente
na regido anterior e posterior do meséntero causadas por agentes de controle
biologico (12, 13), dentre elas, a separacdo das células epiteliais da membrana
basal, desintegracdo da borda em escova, completos danos na matriz peritrofica,
hipersecrecao pelas células epiteliais, lise celular, destruicdo completa da camada
epitelial e vacuolizagdo celular. Por outro lado, estudos da histopatologia de larvas
de A. aegypti parasitadas por Reesimermis nielseni (Nematoda) revelaram poucas
diferengas entre os tecidos controle e infectado; nenhuma altera¢ao foi encontrada
nas células do meséntero (3).

A

Figura 5. Meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti mantidas com
alimento por 20h e tratadas com dleo-resina de Copaifera reticulata,
coradas em HE, corte longitudinal. A e B. Proliferacéo atipica do epitélio
intestinal, célula epitelial (CE), luz do meséntero (L), matriz peritrofica
(MP), nucleo (N). 200X e 400X, respectivamente.
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Outro aspecto das alteragdes celulares observado pela primeira vez,
porém com menor freqiiéncia, foi a transformacdo de um epitélio cilindrico
simples em epitélio estratificado (Figuras SA e B), ou seja, novas camadas celulares
evidenciaram a reposi¢ao celular de um sofisticado sistema de defesa. As Figuras 6A
e B mostram que as células ndo possuem um aspecto tdo vacuolizado, mas passam
a estratificar-se, evidenciando a ocorréncia de defesa ou conseqiiéncia de lesdo,
raramente observada por outros autores (12, 13).

Figura 6. Meséntero de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti mantidas
com alimentos por 20h, tratadas com oleo-resina de Copaifera
reticulata e coradas em HE, corte longitudinal. A e B. Estratificagdo
do epitélio e vacuolizag@o celular, cuticula (C), células epiteliais
(CE), corpo gorduroso (CG) luz do meséntero (L), musculo (MU),
traquéia (TR). 400X.

Os efeitos toxicos do oleo-resina de C. reticulata sobre o A. aegypti
foram observados primariamente na regido média do meséntero, diferentemente
do que ocorreu em larvas de Simulium vittatum e Culiseta incidens infectadas
pelo B. thuringiensis, nas quais as alteracdes histopatologicas (12, 13) foram mais
evidenciadas nas regides anterior e posterior do meséntero.
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ABSTRACT

Histomorphological alterations in larvae of Aedes aegypti (Diptera, Culicidae)
caused by the larvicidal activity of the oil-resin of the medicinal plant Copaifera
reticulata Ducke (Leguminosae)

The resin-oil of Copaifera reticulata Ducke (copaiba), was used in the study to
evaluate morphological and structural alterations in 3° instar of Aedes aegypti
larvae. After 15 minutes of contact with a 30 ppm oil-resin solution, decreased larval
mobility was noticed. Studies revealed that oil-resin affects primarily the digestive
tract, particularly medium intestine. After 20 hours, the main alterations observed
were the partial or total cell destruction, high cytoplasmic vacuolization, increased
intercellular space, release of cellular secretion, total vacuolization of the apical
region of secretory cells, peripheral nerve alterations, disorganized cell projections
of nucleus and nucleoli, and epithelial changes such as pavement and stratification.
This study elucidates the mechanisms of action of the oil-resin on A. aegypti larvae
and LC, and LC, 8,9 and 59,4 ppm, respectively, that show the potential larvicidal
effect of that plant, enlarging the possibilities of use in the control of this mosquito.

KEY WORDS: Aedes aegypti. Copaifera reticulata. Histomorphological. Toxicity.
Control.
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