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RESUMO

Dengue ¢ hoje a arbovirose mais importante no mundo e seu controle
esta restrito, basicamente, ao combate ao principal vetor, o Aedes aegypti. As
acoes t€m como foco a aplicac@o de inseticidas quimicos sintéticos que possuem
acdo rapida e eficaz no combate, porém sdo altamente toxicos para os mamiferos
e o meio ambiente. Seu uso tem induzido ao desenvolvimento de resisténcia
do mosquito. Produtos naturais provenientes de plantas poderdo representar
alternativas as medidas de controle em razdo de sua baixa toxicidade para os
mamiferos e da auséncia de impacto ambiental. Neste estudo, sdo apresentadas
as alteragdes morfo-histologicas e a atividade larvicida do extrato bruto etanolico
(e.b.e.) da casca do fruto de Sapindus saponaria sobre o A. aegypti, visando ao
controle desse mosquito. Larvas de terceiro estadio foram submetidas a diferentes
concentragdes do e.b.e., obtido da casca do fruto de S. saponaria, previamente
solubilizado em agua, onde permaneceram por até 48 horas. As larvas que
atingiram estado letargico foram coletadas e fixadas em paraformaldeido, incluidas
em resina, seccionadas e as laminas coradas pela técnica de hematoxilina-eosina
e analisadas por microscospia de luz. A CL,, do e.b.e. da casca do fruto de S.
saponaria sobre larvas de A. aegypti foi de 134,1 ppm. Os efeitos toxicos desse
e.b.e. foram observados em concentragdes subletais e as trés regides do meséntero
apresentaram varias alteragdes histopatologicas: destruigdo total ou parcial das
células, alta vacuolizagdo do citoplasma, hipersecrecdo das células epiteliais e
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pavimentagdo do epitélio. Essas alteragdes celulares evidenciam o mecanismo de
acdo do e.b.e. de S. saponaria sobre larvas de 4. aegypti.

DESCRITORES: Aedes aegypti. Sapindus saponaria. Larvicida. Controle.
INTRODUCAO

A dengue constitui hoje a mais importante doenga viral humana transmitida
por mosquitos, cujo agente ¢ um Flavivirus, com quatro sorotipos conhecidos (Den-
1, Den-2, Den-3 e Den-4) que podem causar a dengue classica (DC) e a febre
hemorragica da dengue (FHD). Esta ultima pode evoluir para uma forma mais
severa conhecida como sindrome do choque da dengue (SCD). A infecgdo por
um sorotipo prov€ imunidade vitalicia para aquele virus, mas a protecdo cruzada
para outro sorotipo € apenas passageira, o que torna possivel ocorrer uma infec¢ao
seqiiente por outro sorotipo (Henchal & Putnak, 1990; Monath, 1994; Schatzmayr,
2000; Derouich et al., 2003).

A transmissdo da dengue ao homem ocorre através da picada da fémea de
Aedes aegypti infectada com um dos quatro sorotipos do virus. Apos 8 a 12 dias da
infecgdo ocorrem a incubag@o, a replicagéo ¢ a disseminagdo do virus por todo o
corpo do mosquito. A fémea pode passar por ciclos de reprodugéo durante o periodo
de incubagdo e replicagdo do virus, dando a ele a oportunidade de entrar no ovo e de
ser passado para a prole pela transmissdo vertical (Monath, 1994).

O A. aegypti apresenta habitos antropofilicos e as fémeas realizam a
hematofagia em periodo diurno, com maior pico no periodo entre 16 h e 18 h (Silva
etal., 2002). As fémeas realizam a oviposigdo em criadouros artificiais, geralmente
em pequenas cole¢des de agua limpa e parada, localizadas nas proximidades
das casas. Contudo, Silva et al. (1999) demonstraram que o A.aegypti também
se desenvolve em agua poluida. Nesse caso a oviposi¢do ¢ feita nas paredes dos
recipientes, imediatamente acima da superficie da agua, onde os ovos podem ser
vistos como pequenos pontos escuros. O desenvolvimento do mosquito ocorre por
metamorfose completa, passando pelas seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais,
pupa e adulto (Marzochi, 1994; Gubler, 1998; Silva et al., 1998; Silva et al., 1999;
Silva et al., 2002; Forattini & Brito, 2003).

O A. aegypti encontrou no mundo moderno condi¢des muito favordveis a
sua rapida propagacdo como, por exemplo, a crescente urbanizagdo, as deficiéncias
no fornecimento, tratamento e armazenamento de agua e o uso intensivo de materiais
descartaveis. Uma das conseqiiéncias dessa situacao tem sido o aumento do niimero de
criadouros potenciais para o mosquito vetor (Guzman & Kouri, 1996; Tauil, 2001).

A dengue se dissemina conforme a expansdo do 4. aegypti, que hoje ocupa
praticamente toda a faixa cosmotropical da terra. No Brasil, a partir de 1986 se
desencadearam epidemias de dengue, sempre relacionadas com a introdug&o de um
novo sorotipo do virus que se dissemina para as unidades federadas (Uribe, 1983;
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Serufo et al., 1993; Marzochi, 1994; Monath, 1994; OPAS, 1997; Gubler, 1998;
Schatzmayr, 2000; Tauil, 2001; FUNASA, 2002).

Até 0 momento, ndo ha uma vacina pronta para uso contra os quatro
sorotipos do virus da dengue, embora pesquisas estejam em andamento (Whitehead
et al., 2003; Rothman, 2004). A opgdo para combater a dengue continua sendo
o controle do 4. aegypti por meio de inseticidas quimicos sintéticos usados nas
campanhas nacionais. Contudo, t€ém surgido problemas significativos como o
aparecimento de resisténcia (OPAS, 1997, FUNASA, 2002; Campos & Andrade,
2001; Carvalho et al., 2004; Luna et al., 2004).

Formas alternativas de controle de vetores vém sendo avaliadas. Merece
destaque o controle biologico com o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), com
possibilidade de uso integrado com os produtos sintéticos (Andrade & Modolo,
1991; Polanczyk et al., 2003; Praga et al., 2004). Nessa busca por novas alternativas
de combate aos insetos vetores, substincias extraidas de plantas tém recebido
especial atengdo. Varios estudos vém sendo realizados com plantas como forma de
controle desse mosquito (Pizarro et al., 1999; Aguilera et al., 2003; Silva et al., 2003;
Silva et al., 2004; Cavalcanti et al., 2004; Simas et al., 2004).

Assim, procurou-se, através da prospec¢do em plantas, substancias
potencialmente capazes de exercer controle sobre 0 A. aegypti, buscando elucidar o
seu mecanismo de acdo através de estudos morfohistologicos de toxicidade.

Estudos morfologicos que esclarecem os efeitos toxicos de extratos de
plantas sobre larvas de 4. aegypti auxiliam na compreensdo das diversas formas de
acdo desses produtos (Gusmao et al., 2002, Arruda et al., 2003a, b). A demonstra¢do
dolocal de atuagdo e da forma de acéo tem grande importancia para a potencializagdo
de seus efeitos ¢ para o desenvolvimento do produto inseticida.

A Sapindus saponaria (Figura 1A) ¢ uma planta que se encontra
distribuida nas Américas Central e Sul, desde a mata luxuriante até o Cerrado.
No Brasil, ocorre do Para ao Rio Grande do Sul. Sua madeira ¢ amplamente
utilizada na industria, na construgdo civil, no reflorestamento de areas degradadas
e na confeccdo de brinquedos e caixotaria. As sementes (Figura 1C) sdo usadas no
artesanato. A casca, a raiz e o fruto (Figura 1C) sdo utilizados na medicina popular
como calmante, adstringente, diurético, expectorante, tonico, depurativo do sangue
e contra tosse. A arvore ¢ bastante ornamental, principalmente por sua copa globosa,
sendo amplamente empregada no paisagismo urbano (Lorenzi, 2004).

Estudos com o extrato da folha (Figura 1B) de S. saponaria demonstraram
que a planta apresentou atividade neutralizadora de hemorragia provocada por
serpentes do género Bothrops em animais de laboratorio (Castro et al., 1999).
Este extrato é constituido por flavonodides capazes de inibir atividade plaquetaria
e antitrombotica. Outros estudos demonstraram propriedades cicatrizantes para
ulceras provocadas pelo estresse em ratos (Albiero et al., 2002). A administragdo
dos extratos reduziu significativamente o niimero de ulceragdes severas e moderadas
nos ratos, além de apresentarem atividade anti-secretora e citoprotetora.
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Figura 1. Planta Sapindus saponaria. Figura A — Arvore. Figura B — Folhas.
Figura C — Frutos maduros e sementes.

A partir de uma selec@o de plantas com propriedades larvicidas para A.
aegypti, realizada no Laboratdrio de Bioatividade de Plantas e Entomologia do
Instituto de Patologia Tropical ¢ Satide Publica (IPTSP) da Universidade Federal
de Goias (UFQG), a S. saponaria apresentou potencial, despertando o interesse por
conhecer seu mecanismo de a¢do em larvas do mosquito.

Produtos naturais provenientes de plantas podem representar alternativas
as medidas de controle por apresentarem baixa toxicidade para os mamiferos e
pouco impacto ambiental.

Neste estudo, sdo apresentadas a atividade larvicida e as alteragoes morfo-
histolégicas do extrato bruto etanolico (e.b.e.) de S. saponaria sobre o A. aegypti,
visando esclarecer os mecanismos de a¢o sobre as larvas desse mosquito.

Estudos realizados com inseticidas botinicos demonstraram que sua
principal agdo ocorre no nivel do meséntero das larvas, motivo pelo qual este
trabalho focalizou nesta regido do tubo digestivo as analises morfo-histologicas
(Abed, 2003, Arruda et al., 2003a, b, Borges et al., 2004).

MATERIAIS E METODOS

A S. saponaria foi coletada em 12 de setembro de 2004 e, apds sua
identificagdo botanica, partes da planta foram guardadas no herbario da UFG
com o n° 28.528. Frutos dessa planta foram coletados na regido central da cidade
de Goiania (GO) e processados no Laboratorio de Bioatividade de Plantas e
Entomologia do IPTSP/UFG. O material foi colocado em estufa de fluxo de ar
forcado a 40°C para secagem. Feita a separagdo da casca e da semente, ambas
foram moidas separadamente até atingirem baixa granulometria. Em seguida, os
produtos foram percolados a frio, colocando-se cerca de 1 litro do p6 em um béquer,
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ao qual se acrescentou etanol até atingir aproximadamente 4 centimetros acima do
produto. O béquer foi coberto com papel aluminio e permaneceu em repouso por
72 horas. Apds a percolacao, o filtrado foi recolhido e concentrado em evaporador
rotativo. O extrato bruto etanolico (e.b.¢.) obtido foi transferido para placas de vidro
e dessecado em uma capela de exaustdo, com o auxilio de jato de ar quente até a
completa evaporagdo do solvente e, posteriormente, armazenado em dessecador até
a utilizagdo nos testes de atividade larvicida.

As larvas do mosquito 4. aegypti foram obtidas da criagdo do Laboratdrio
de Biologia e Fisiologia de Insetos 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 horas de acordo com a metodologia
de Silva et al. (1998). Cartelas de papel de filtro contendo ovos de A. aegypti
foram colocadas em bacias plasticas com agua proveniente da rede publica de
abastecimento. A medida que ocorriam as eclosdes, as larvas eram retiradas
e separadas em outras bacias para dar continuidade ao ciclo. As larvas foram
alimentadas com ragdo para gato triturada. Para o experimento, foram utilizadas
larvas de terceiro estadio, imediatamente apds a muda, por se tratarem de larvas
mais resistentes para tais estudos (Silva et al., 1998; Silva et al., 2003).

Utilizou-se concentragdo maxima de 100 ppm. Para tanto, foi feita a
pesagem de 0,05 g do extrato em balanga analitica de precisdo e, em seguida,
foi dissolvido em 500 mL de agua destilada. A concentragdo de 100 ppm foi,
posteriormente, diluida em concentragdes menores de 75 ppm e 50 ppm. Essas
solugdes foram colocadas em frascos de 25 mL e em cada frasco foram colocadas 25
larvas. Os experimentos foram feitos em duplicata, utilizando-se em cada um deles
o total de 200 larvas de terceiro estadio. Os grupos experimentais utilizados foram:
Grupo I=1arvas em e.b.e. de 100 ppm; Grupo Il =larvas em e.b.e. de 75 ppm; Grupo
III = larvas em e.b.e. de 50 ppm; Grupo IV = larvas controle.

As larvas usadas como controle foram submetidas as mesmas condi¢oes
do teste, utilizando-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 no e.b.e por tempos variados, sendo coletadas a
cada trés horas, durante um periodo de 48 horas para a verificagdo das alteracdes.

Para verificar a letalidade, foram observadas a mobilidade das larvas e sua
reacdo 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 estereomicroscopio modelo MZS 250 e coletadas apenas
as que se apresentavam em estado letargico. As mortas foram descartadas. Apds
serem retiradas das solugdes para teste e controle, as larvas foram imediatamente
colocadas em fixador.

As preparagdes em historesina foram realizadas no Laboratorio de
Histologia do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB) da UFG.
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Experimentos foram realizados para se obter o fixador que melhor conservariaa
integridade celular. Dois fixadores foram testados: a) Solugio aquosa de paraformaldeido
a4% em tamp3ao cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,2; b) mistura de Bouin. Optou-se pelo
fixador A, visto que as células apresentaram melhor estado de preservagao.

As larvas foram fixadas em temperatura ambiente por um periodo de,
no minimo, duas horas, segundo metodologia utilizada por Arruda et al. (2003a).
Depois de fixadas, foram lavadas no mesmo tampéo ¢ submetidas a desidratagdo
em solugdes com concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%, 80%, 90% ¢ 95%)
por um periodo de dez minutos em cada solugdo. Apds a desidratagdo, as larvas
foram embebidas em resina (resina basica + ativador) “Leica Historesin Embedding
Kit”, por um periodo de 12 horas em temperatura ambiente. Apos a embebigdo, o
material foi incluido em resina (resina de embebigdo + catalisador), pertencente ao
mesmo kit (solugdes preparadas segundo especificagdes do fabricante), utilizando-
se para isso moldes de silicone que possibilitaram a colocacao das larvas na posi¢ao
desejada. Os moldes com o material foram deixados em temperatura ambiente por,
aproximadamente, 12 horas para total polimerizagdo da resina.

Apbs a polimerizagao, os blocos de resina foram montados em suportes
de madeira com cola araldite e, posteriormente, seccionados com navalha de vidro,
em microtomo modelo Leitz 1512 adaptado para cortes semifinos, com espessura
de 3 pm. Os cortes foram distendidos em uma cuba contendo dgua em temperatura
ambiente e transferidos para 1dminas de vidro; em seguida, corados em hematoxilina
e eosina (HE), segundo Pearse (1972).

As laminas foram fotomicrografadas em Fotomicroscopio modelo MC80,
do laboratoério de Boténica do Departamento de Biologia Geral da UFG, utilizando-
se filmes de 35 mm coloridos.

RESULTADOS

O e.b.e. da casca do fruto de S. saponaria apresentou aparéncia pastosa e
escura, sendo facilmente dissolvido em 4dgua. Embora a CL,, tenha sido de 134,1
ppm (IC = 93,8 — 223,8), foram utilizadas concentragdes subletais para evitar
interferéncias da decomposi¢do na analise histologica.

Na concentragdo de 100 ppm, obteve-se uma letalidade de 100% das
larvas tratadas nas 48 horas em que se realizou o experimento; em 75 ppm, obteve-
se 70% de letalidade e, em 50 ppm, apenas 40% das larvas morreram.

Durante os bioensaios algumas mudangas foram observadas no
comportamento das larvas. Houve diminui¢do gradativa dos movimentos larvais
quando comparados aos do grupo controle. As larvas dos grupos I e II comecaram
a apresentar movimentos mais lentos apds 30 minutos do inicio dos testes e
tornaram-se lentas ou imoveis ap6s trés horas. As do grupo 111, a partir de duas horas,
apresentavam-se mais lentas e depois de seis horas algumas ja estavam imoveis.
Algumas larvas ja entravam em estado letargico, permanecendo imdveis mesmo
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quando estimuladas por toque. As larvas mortas, caracterizadas pelo escurecimento
da capsula cefalica, foram descartadas.

AFigura 2 A mostra a morfologia do tubo digestivo das larvas de 4. aegypti
do grupo controle. O proventriculo apresenta-se em perfeito estado de conservagao.
Internamente, observa-se a valvula cardia revestida por uma camada quitinosa e, em
sua base, os cecos gastricos associados as células do meséntero. Ha também parte
do ramo traqueal em volta da superficie externa do tubo digestivo. No meséntero
identificam-se trés regides distintas denominadas de anterior, mediana e posterior.

A regido anterior (Figura 2B) caracteriza-se por células epiteliais
cilindricas, com algumas mais fracamente coradas que as outras, citoplasma
heterogéneo, acidofilia moderada, superficie apical com um fino bordo em escova,
nucleo esférico e basal com alta atividade, apresentando um ou mais nucléolos.
Nesta regido, observa-se uma fina membrana refringente a luz que envolve todo o
conteudo alimentar, denominada matriz peritrofica.

A regido mediana (Figura 2C) apresenta células epiteliais cilindricas altas,
com citoplasma evidenciando areas mais e outras menos aciddfilas, nucleo esférico e
nucléolos evidentes. Algumas células estio agrupadas e com maior basofilia, o bordo
em escova mostra-se mais espesso e mais corado do que o encontrado na regido
anterior. A matriz peritrofica é tdo evidente quanto na regido anterior (Figura 2B).

A regido posterior (Figuras 2D, E) apresenta células cilindricas, intensa
basofilia e nucleo esférico basal. A superficie apical mostra-se com espesso bordo
em escova, levemente acidofilo, que provavelmente representa a grande quantidade
de microvilosidades existentes nesta regido. O espago subperitrofico apresenta-se
maior e preenchido por substancia acidofila, tornando dificil a delimitagdo entre ele
e 0 bordo em escova. Na parte distal dessa regido (Figura 2E), nota-se uma intensa
atividade secretora, na qual as células cilindricas liberam sua porgdo apical em
forma de grandes vesiculas.

As larvas de A. aegypti tratadas com o e.b.e. da S. saponaria mostraram
varias alteragdes. As analises basearam-se na concentragdo ¢ no tempo de exposi¢ao.
Na concentragdo de 50 ppm, as alteragdes celulares mais relevantes foram observadas
com 9 horas; de 75 ppm, com 3 e 12 horas ¢ de 100 ppm, com 3 e 20 horas.

A Figura 3A mostra seccdes completas do meséntero de larvas expostas
durante nove horas ao e.b.e. de 50 ppm, evidenciando a presenga de grandes dobras
na cuticula e basofilia na regido mediana mais intensa do que na anterior e na
posterior. Nas Figuras 3B, C, D e E observam-se: estratificac@o do epitélio, pouca
vacuolizagdo celular na regido anterior, alta basofilia, estratificacdo do epitélio
com intensa atividade secretora e formagdo de grandes vesiculas na superficie
apical celular na regido mediana. Verifica-se também um encolhimento do tubo
digestivo através da luz intestinal que se projeta em dobra (Figura 3D). A transi¢do
de epitélio cilindrico para pavimentoso ocorre da regido mediana para a posterior do
meséntero. Essa transi¢do é acompanhada de um estreitamento do tubo digestivo na
regido posterior do meséntero com aparéncia recurvada (Figura 3E).
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Figura 2. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, coradas em Hematoxilina-
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Eosina (HE), de larvas de 3° estadio de Aedes aegypti do grupo controle.
A. Vista geral. 50X. B. Regido anterior (RA). 400X. C. Regido mediana
(RM). 1000X. D. Regido posterior (RP). 1000X. E. Regido posterior
evidenciando grande atividade secretora. 1000X. CG = cecos gastricos,
VC = valvula cardia, T = traquéia, CE = célula epitelial, N = nicleo,
seta = matriz peritrofica, cabega de seta = bordo em escova, Nu =
nucléolo, ES = espago subperitrofico, V = vesicula secretora.
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Figura 3. Fotomicrografias de seccdes em historesina, coradas em HE, de larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti mantidas por 9 h em solugdo do e.b.e. de
Sapindus saponaria a 50 ppm. A: Vista geral.100X. B. Regido anterior
(RA) com aparente estratificacdo do epitélio. 100X. C e D. Regido
mediana (RM) em intensa atividade secretora e luz intestinal (L) que se
projeta em dobra em conseqiiéncia do encolhimento do tubo digestivo.
400X. E. Detalhe do estreitamento na regido posterior do meséntero com
aparéncia recurvada (seta). 400X. RP = regido posterior, C = cuticula,
CE = célula epitelial, Mu = musculo, V = vesicula secretora.
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Na Figura 4A, observa-se a regido anterior do meséntero de larvas
submetidas a 3 horas de tratamento em concentragdo de 75 ppm. Verifica-se a
formagdo de constri¢io nessa regido, onde as células se mostram cilindricas e com
formagdes vesiculares apicais (Figura4B). Além disso, essa figura mostra a transi¢do
entre a regido anterior ¢ a mediana. As células da regido mediana (Figura 4C) sdo
pavimentosas, com citoplasma integro e nicleo de aspecto normal, evidenciando
seu estado de conservago. A regido posterior apresenta células epiteliais com
aspecto similar ao controle.

Figura 4. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, coradas em HE, de larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti mantidas por 3 h em solugio do e.b.e.
de Sapindus saponaria a 75 ppm. A. Regido anterior do meséntero
mostrando constri¢ao (seta). 200X. B. Detalhe da constri¢do evidenciando
células epiteliais com vesiculas apicais (V). 400X. Notar a transi¢do entre
epitélio colunar para plano (seta). 200X. C. Regido mediana formada por
epitélio pavimentoso. 400X. C = cuticula, T = traquéia, L = luz intestinal,
Mu = musculo, CE = células epiteliais.
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AFigura 5A mostra secgdes completas do meséntero da larva submetida ao
e.b.e.de 100 ppm, por 3 horas. Nota-se, claramente, a divisdo das regides do meséntero
separadas por constrigdes. As células da regido anterior (Figura 5B) mostram-se mais
basdfilas que as demais, com o citoplasma vacuolizado, nucleo basal e nucléolos
evidentes e liberagdo de contetido citoplasmatico através das vesiculas apicais. A
constri¢do que a separa da segunda regido parece fechar a luz intestinal. A segunda
e a terceira regido (Figuras 5A e 5C) sdo formadas por um epitélio pavimentoso no
qual as células epiteliais apresentam-se muito baixas, sem formagdo de vesiculas e
sem bordo em escova aparente. Entre as duas tltimas regides, ha a formagao de uma
outra constricdo (Figura 5C), com aspecto mais alongado que a primeira, porém
ambas apresentam as mesmas caracteristicas morfologicas.

A Figura 6A mostra um aspecto geral do intestino de larvas submetidas ao
e.b.e. em concentragdo de 75 ppm, por 12 horas, evidenciando o aspecto encolhido e
as intensas dobras da cuticula. A regido anterior do meséntero (Figura 6B) mostra-se
sinuosa acompanhando essas dobras.

Na Figura 7A vé-se todo o meséntero da larva submetida ao e.b.e. de 100
ppm, por 20 horas de tratamento. A regido anterior (Figura 7B) apresenta-se com
células epiteliais altamente vacuolizadas e com vesiculagdo apical (Figura 7C). Esta
figura mostra também a vacuolizagdo do citoplasma, nticleos mais claros, porém
com aspecto de alta atividade. Outra alteragdo que merece destaque ¢ a transi¢ao
de um epitélio cilindrico simples (regido anterior) para um epitélio pavimentoso
(regido mediana e posterior do meséntero), similar ao que se observa nos individuos
com tré€s horas de exposicdo (Figuras SA). Na transi¢do entre as duas ultimas
regides, verifica-se a formagdo de uma dobra no meséntero com obstrugio intestinal
(Figura 7E).
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Fotomicrografias de sec¢oes em historesina, coradas em HE, de larvas de 3°

estadio de Aedes aegypti mantidas por 3 h em solugdo do e.b.e. de Sapindus
saponaria a 100 ppm. A: Vista geral evidenciando a divisdo do meséntero
através de constrigdes. S0X. B. Regido anterior com células epiteliais
vesiculadas (V) e constricdo formada logo apds essa regido (seta). 200X.
C. Regido mediana formada por epitélio pavimentoso e detalhe das duas
constricdes (cabega de seta). 200X. RA = regido anterior do meséntero,
RM = regidio mediana, RP = regiéo posterior, TM = tiibulos de Malpighi,
Mu = muisculo, C = cuticula, CE = células epiteliais, L = lamen intestinal.
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Figura 6. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, coradas em HE, do
meséntero de larvas de 3°estadio de Aedes aegypti mantidas por 12 h
em solugdo do e.b.e. de Sapindus saponaria a 75 ppm. A: Vista geral
da larva evidenciando o aspecto encolhido da larva observado através
das intensas dobras formadas na cuticula (C). 100X. B. Regido anterior.
Notar as curvas formadas na parede celular que acompanham as dobras
da cuticula. 200X. Mu = musculo, CE = células epiteliais, T = traquéia,
C = cuticula.
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Figura 7. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, coradas em HE, de larvas

50

de 3° estadio de Aedes aegypti mantidas por 20 h em solugdo do e.b.e. de
Sapindus saponariaa 100 ppm. A. Vista geral mostrando a transi¢do entre
a regido anterior (RA), mediana (RM) e posterior (RP) do meséntero.
Notar a presenca de constri¢do na regido posterior (seta). 50X. B. Regido
anterior. 100X. C. Detalhe da vacuolizagio citoplasmatica e da formaggo
de vesiculas (V) nas células da regido anterior. 400X. D. Transi¢&o entre
epitélio cilindrico e pavimentoso (seta). 400X. E. Detalhe da obstrucéo
na luz intestinal na regido posterior causada pela ocorréncia de dobra
no meséntero. 400X. VC = valvula cardia, CG = cecos gastricos,
CE = célula epitelial, N = nucleo, L = luz intestinal, V = vesiculas
secretoras, Mu = musculo, TM = tiibulos de Malpighi.
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DISCUSSAO

Neste estudo, constatou-se a perda da atividade larvicida do extrato
conforme se prolongava seu tempo de armazenamento, indicando uma degradagio
da parte ativa do e.b.e.

A primeira alteragdo causada pelo e.b.e. da planta S. saponaria nas larvas
de A. aegypti esta relacionada com sua movimentagdo. As larvas do grupo controle
apresentaram grande mobilidade e sualocomogido emmeio liquidorealizou-se através
das contragdes do corpo e da movimentagdo das escovas, reagindo rapidamente a
qualquer toque, o que esta de acordo com Forattini & Brito (2003). Porém, nas
larvas submetidas ao e.b.e. na concentragdo de 50 ppm, a perda da mobilidade teve
inicio com duas horas de tratamento e o estado letargico foi estabelecido ap6s seis
horas de exposigdo. Mas as larvas submetidas as concentragdes de 75 ppm ¢ 100
ppm comegaram a apresentar diminui¢do de seus movimentos com 30 minutos de
exposicao e ficaram totalmente letargicas com trés horas.

A redugio da mobilidade das larvas de 4. aegypti, resultado obtido neste
trabalho, estd de acordo com os de Arruda et al. (2003b) em relacéio & Magonia
pubescens. O mesmo fato também ocorreu com larvas de Culex nigripalpus
infectadas por um baculovirus, que se tornaram letargicas apos 72 horas (Moser
et al., 2001); com A. aegypti e C. quinquefasciatus ap6s meia hora de exposi¢ao
ao Bacillus thuringiensis e com larvas de Anopheles albimanus, apds duas horas.
Esses trabalhos evidenciam que a redugdo da mobilidade larval ¢ o primeiro sinal
da atividade larvicida (Ruiz et al., 2004).

As larvas tratadas neste estudo apresentaram-se menores € mais escuras
que as larvas utilizadas como controle. O aspecto encolhido pode ser notado através
das grandes dobras da cuticula. Resultados semelhantes foram descritos por Salvador
(2002), que evidenciou em larvas de A. aegypti, expostas ao temephos, uma redugio
de cerca de 50% no comprimento e o escurecimento causado pela sobreposi¢do
das cuticulas dos segmentos abdominais. Borges et al. (2004), utilizando o inibidor
de crescimento diflubezuron em larvas desse mosquito, encontraram um tamanho
menor e aspecto alterado em razdo do acimulo de mudas incompletas.

Nas analises histopatologicas aqui realizadas, larvas do grupo controle
apresentaram trés regides distintas no meséntero, denominadas anterior, mediana
e posterior. Essas observacdes sdo compativeis com as descritas por Snodgrass
(1935), Arruda et al. (2003a, b) e Borges et al. (2004).

Nas preparagdes em resina coradas por HE, todo o meséntero apresentou-
se revestido por um epitélio cilindrico simples. As células da regido anterior
mostraram-se com citoplasma esponjoso e com superficie apical coberta por um fino
bordo em escova, indicando se tratar de células absortivas. Observou-se a presenca
de células coradas mais fracamente que as outras dessa regido. Observacdes
semelhantes foram feitas por Shahabuddin & Pimenta (1998) com adultos de A.
aegypti. A presenca de células claras no meséntero de larvas desse mesmo mosquito
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foi também observada por Arruda et al. (2003a), que, embora tenham realizado
estudos histoquimicos, ndo confirmaram uma fungdo enddcrina dessas células, ja
que somente estudos especificos poderdo esclarecer sua funcionalidade.

A regido mediana apresentou caracteristicas de transi¢do entre a regido
anterior e a posterior do meséntero, o que esta de acordo com Snodgrass (1935). A
regido posterior evidenciou maior basofilia celular e um espesso bordo em escova.
Algumas células dessa regido apresentaram uma intensa atividade secretora com
formag@o de vesiculas apicais ¢ liberagdo de parte do citoplasma para a luz intestinal.
De acordo com Snodgrass (1935), as células digestivas do meséntero dos insetos em
geral participam ativamente nos processos de secregdo e absor¢do e 0 processo
de degeneracdo dessas células ocorre através do acimulo de material granular na
porcdo apical da célula e da liberag@o desse material na luz intestinal do inseto. Na
regido apical das células de todo o meséntero de larvas de A. aegypti, foi observado
um fino bordo em escova, provavelmente com fungdo de absor¢do de nutrientes,
como ja foi demonstrado por Levy et al. (2004) em larvas de Lepidoptera.

Observou-se uma matriz peritréfica envolvendo todo o contetido
alimentar no tubo digestivo das larvas controle. Snodgrass (1935) afirma que em
Diptera ela € secretada por células especializadas da porgdo final da regido anterior
do meséntero. Contudo, Beerntsen et al. (2000) mencionam que a matriz peritrofica
dos mosquitos vetores funciona como um filtro semipermeavel para as enzimas
digestivas e que a mesma possui fungio de protecdo contra os alimentos ingeridos
e contra patdgenos.

Os efeitos toxicos do e.b.e. da casca de S. saponaria foram observados
em todo o meséntero de larvas de A. aegypti, que se mostrou afetado, entretanto as
alteracdes nas regides anterior e mediana foram mais evidentes. Nos estudos realizados
por Arruda et al. (2003a), as alteragbes causadas pelo extrato de M. pubescens
no meséntero de larvas do mesmo mosquito atingiram principalmente a regido
anterior, tornando-se progressivas para as outras regides. Estudos histopatologicos
de larvas de Diptera submetidas ao biolarvicida B. thuringiensis medellin (Cry11Bb)
mostraram que o meséntero posterior € 0s cecos gastricos sao os principais sitios de
localizagdo dessa toxina (Ruiz et al,, 2004). Larvas de Culex nigripalpus infectadas
com um baculovirus também apresentaram os cecos gastricos e a regido posterior do
meséntero com maiores alteragdes citopatologicas (Moser et al., 2001).

As alteragdes deletérias causadas nas células do meséntero incluiram
varias mudangas histopatologicas: alta vacuolizagdo do citoplasma, desintegraco
do bordo em escova, hipersecrecdo pelas células epiteliais, lise celular, pavimentagdo
do epitélio e aumento do numero de camadas epiteliais de forma irregular. O
aumento dessas camadas pode ter ocorrido em virtude da proliferacdo de células
regenerativas, dando, assim, origem a novas células que também manifestaram
aspecto morfoldgico alterado.

Varias dessas alteragdes também foram observadas por Shahabuddin &
Pimenta (1998) quando estudaram células do meséntero de adultos de 4. aegypti
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infectado por P. gallinaceum. Estas ndo apresentaram as densas microvilosidades
comumente encontradas nas células colunares, o reticulo endoplasmatico mostrou-
se escasso e sem granulos de secrec@o elétron-densos. Foi observado um grande
numero de vactiolos claros localizados principalmente na porgdo apical celular.
Moser et al. (2001), em analises histolégicas de larvas de C. nigripalpus infectados
por um baculovirus, relataram como sinais de infeccdo: presenga de células
arredondadas, citoplasma granular e denso, hipertrofia do nucleo e alta vacuolizagao
citoplasmatica das células epiteliais do meséntero dessas larvas. Essas alteracdes sao
similares aos resultados encontrados no presente estudo.

Em estudos ultra-estruturais realizados em larvas de 4. aegypti submetidas
ao extrato de Derris urucu, Gusmao et al. (2002) observaram que a mortalidade
larval estava relacionada com o rompimento da estrutura da matriz peritréfica e
com a desintegracdo das células do meséntero. Estas apresentaram alteragdes de
coloracdo, com células menos coradas e algumas separadas da 1amina basal. Os
autores também relataram a presenca de células colunares do meséntero expulsando
o conteudo citoplasmatico no limen intestinal. De fato, neste trabalho, alteragdes
celulares também foram notadas nas larvas submetidas a S. saponaria.

Arruda et al. (2003a), estudando larvas de A. aegypti submetidas ao extrato
da planta M. pubescens, descreveram varias alteracoes deletérias provocadas nas
células do meséntero, como alta vacuolizacdo do citoplasma, aparente aumento
do numero de camadas do epitélio, hipertrofia das células, desintegracdo do bordo
em escova e hipersecrecdo pelas células epiteliais, 0 que também foi observado,
em diferentes graus, pela acdo do extrato da planta S. saponaria. Por outro lado,
Arruda et al. (2003b), em suas observacdes, ainda evidenciaram a extrusdo da
matriz peritrdfica, junto com o conteiido alimentar do tubo digestivo, indicando um
processo de defesa da larva ao tentar eliminar do seu interior agentes toxicos do
extrato, fato que ndo foi notado neste estudo.

Ruiz et al. (2004), em estudos realizados em larvas de 4. aegypti, A.
albimanus e C. quinquefasciatus expostas a toxina Cryl1Bd de B. thunrigiensis
medellin, descreveram sérias mudancas histopatologicas, como vacuolizagdo do
citoplasma, hipertrofia das células epiteliais e de seus nticleos, deterioragdo do bordo
em escova e desintegrac@o celular e formagao de vesiculas apicais que liberavam
seu material no limen intestinal. Neste trabalho, o e.b.e. de S. saponaria provocou
alteragdes similares.

Outro aspecto observado nas preparacdes em resina foi a mudanca
de um epitélio colunar, formado por células cilindricas com diferentes graus de
degeneracao celular, para um epitélio pavimentoso desprovido de bordo em escova.
Nenhum relato bibliografico semelhante foi encontrado. A hipotese mais provavel
¢ a de que o epitélio original tenha sido lesado pela agdo larvicida do extrato e
rapidamente outro epitélio foi reposto na tentativa imediata de proteger o tecido
conjuntivo, porém as células epiteliais recém-formadas adquiriram apenas a funcao
de protecdo e ndo a de absorc¢do. Talvez por esta razdo apresentaram o aspecto
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achatado e a auséncia das microvilosidades como conseqiiéncia de uma rapida
reagdo ao e.b.e. e a sua acdo destrutiva.

Em algumas larvas tratadas, observou-se o estreitamento do tubo digestivo
com formagdo de constri¢des que ora separavam as regides do meséntero, dando um
aspecto segmentado a0 mesmo, ora restringiam-se a apenas uma regiao. Nenhuma
referéncia foi encontrada com relaco a constri¢coes formadas; € provavel, porém,
que se trate de uma reagdo defensiva da larva na tentativa de impedir um contato
maior com o larvicida, ou mesmo da realizagdo de movimentos peristalticos
realizados pela larva para a extrusdo do agente agressor de seu tubo digestivo, acéo
similar ao mecanismo relatado por Arruda et al. (2003b).

O isolamento do tubo digestivo em por¢des separadas por constricdes
pode indicar um processo de defesa da larva a fim de impedir a passagem dos
agentes toxicos contidos no extrato para as outras por¢des do meséntero, assim a
destruicdo celular se limitaria ao inicio do trato digestivo, diminuindo a letalidade
das lesdes. Outra hipdtese que justificaria a formacdo das constri¢des seria o
isolamento do extrato larvicida em porgdes do tubo digestivo. O extrato, entdo,
atingiria um segmento por vez, dando tempo para a recuperacdo de parte do epitélio
antes que outra porcao fosse destruida, assim apenas parte do intestino ficaria lesada
ao invés de todo o tubo, o que poderia ser fatal para a larva. De qualquer forma,
as constricdes ao longo do meséntero larval parecem ser uma tentativa de isolar
o conteudo alimentar nocivo ao inseto, para posterior elimina¢do, de modo que o
menor numero de danos celulares sejam provocados neste tubo.

Nas larvas submetidas ao extrato nas concentragdoes de 100ppm e
75 ppm, a pavimentagdo do epitélio aparece atingindo o meséntero médio e
posterior, enquanto na concentragdo de 50ppm essa alteragdo mantém-se restrita
a regido posterior do meséntero, indicando que essa seria a primeira regido a ser
atingida pela agdo do larvicida. Nesta concentragdo ndo notamos a formagao
de constrigdes no meséntero das larvas, fato que provavelmente s6 ocorre em
concentragdes maiores.

Na literatura, ha relatos de modificagdes ocorridas na estrutura da matriz
peritrofica de larvas de 4. aegypti expostas ao extrato de D. urucu (Gusmao et al.,
2002), causando rompimento da mesma. Nos trabalhos de Arruda et al. (2003a) foi
relatado o espessamento da matriz peritréfica como uma forma de impedir o contato
do extrato de M. pubescens com as células do meséntero de larvas de 4. aegypti,
ficando, assim, demonstrada a fungdo de defesa. No presente estudo, porém, ndo
foram verificadas diferengas significantes entre a matriz peritrofica das larvas
tratadas e a das larvas utilizadas como controle.

A toxicidade do e.b.e. de S. saponaria sobre as larvas de 4. aegypti foi
demonstrada pelo estudo morfohistologico, sendo evidenciada pelos varios danos
as células do meséntero, sinalizando que esse extrato botanico pode representar um
larvicida alternativo ao controle do A. aegypti.
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ABSTRACT

Study of the morphohistological modifications in larvae of Aedes aegypti (Diptera,
Culicidae) submitted to the pure ethanolic extract of Sapindus saponaria lin.
(Sapindaceae).

Dengue is reported as the most important virus disease in the world. This disease
is controlled by combating the vector Aedes aegypti using chemical insecticides.
Although chemical insecticides have efficient action against the mosquito A.
aegypti, they are toxic to humans and the environment and therefore they are not
recommended for controlling the mosquito spread. Products of botanic origin may
be an alternative to the insecticides to combat the mosquito because they have low
toxicity levels for human life and cause less environmental impact. The present
study describes the morphological changes and larvicidal activity of the ethanol
extract, obtained from the peel of the fruit of Sapindus saponaria, against 3“larval
instars of the 4. aegypti. The larvae were incubated in water solutions of the extract
at different concentrations up to 48 hours. The larvae in lethargic stages were
colleted and fixed in paraformaldehyde and included in resin. The laminas were then
stained using hematoxiline eosine method and analyzed through light microscope.
The toxic effects of the ethanol extract of S. saponaria against larvae of A. aegypti
were observed in all three mesentery regions with several histopathological
changes, such as complete or partial cells destruction, high cytoplasm vacuolization,
hyper secretion of epithelial cells, and epithelia pavimentation. The cellular changes
demonstrate the action mechanism of the ethanol extract of S. saponaria against A.

aegypti.
KEYWORDS: Aedes aegypti. Sapindus saponaria. Larvicidal. Control.
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TEMARIO GENERAL

Proteccion de la Salud: Una barrera para las zoonosis.
Zoonosis bacterianas, virales, parasitarias y micoticas.
Enfermedades transmitidas por alimentos.

Infectologia humana y animal.

Enfermedades emergentes.

Trazabilidad alimentaria.

Bioseguridad.

Salud publica y zoonosis.

Antimicrobianos y antiparasitarios.

Genética y zoonosis.

Enfermedades exdticas.

Laboratorio en la zoonosis.

Atencion Primaria y Control de las Zoonosis rurales
Animales ponzofiosos y Zoonosis.

Agua y recursos hidricos.

Biotecnologia.

Normas y control de calidad en la zoonosis.

Estrategia de educacion para la salud y el medio ambiente.
Zoonosis y animales exoticos.

El desarrollo local y la evolucion de las zoonosis

El consorcio Intersectorial: Conocimiento y gestion de zoonosis.
Reunién Internacional de Expertos Organizacion Panamericana de la Salud/
Organizacion Mundial de la Salud (OPS/OMS).
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LOS TRABAJOS PRESENTADOS CONCURSARAN POR LOS PREMIOS:
Premio Panamericano de Zoonosis
Premio de la Asociacion Argentina de Zoonosis
Premio Fundacion Manzullo
Premio Chagas-Mazza
Premio Control e Inocuidad de los Alimentos
Premio Ambiente Saludable

Los trabajos presentados seran publicados en la Revista Acta Bioquimica clinica Latinoamericana.
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