ARTIGO ORIGINAL doi:10.5216/rpt.v43i3.32214

ATIVIDADE LARVICIDA DO ACIDO 3-B-ACETOXYLABDAN-8(17)-13-
DIEN-15-OICO ISOLADO DA PLANTA MEDICINAL Copaifera reticulata
(LEGUMINOSAE) SOBRE Aedes aegypti (DIPTERA, CULICIDAE)
EVIDENCIADA PELAS ALTERACOES MORFOHISTOLOGICAS

Cleyde Ferreira Barreto Valotto', Glaucia Cavasin’, Heloisa Helena Garcia da
Silva', Regina Geris® e lonizete Garcia da Silva'

RESUMO

O principal mecanismo de controle do dengue tem sido por meio da eliminagio do Aedes aegypti,
seu transmissor mais competente. Este mecanismo consiste, principalmente, na destrui¢do dos
criadouros potenciais, na educaco sanitaria e no uso de inseticidas sintéticos. Estes inseticidas
apresentam eficiéncia, mas sdo 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 boténica. Neste estudo, apresentam-se os mecanismos da atividade larvicida
do acido 3-B-acetoxylabdan-8(17)-13-dien-15-oico, extraido da planta medicinal Copaifera
reticulata Ducke (Leguminosae), sobre larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti. As larvas foram
submetidas a uma soluc¢o do acido a 9ppm, por até 24 horas. Aquelas que atingiram estado letargico
foram coletadas e fixadas em paraformaldeido a 4%, em tampao cacodilato de sédio 0.1M pH 7.2,
incluidas em resina, e as laminas, coradas pela técnica de hematoxilina-eosina e analisadas por
microscopia de luz. O 4cido causou a morte das larvas pela destrui¢do celular do intestino médio, por
meio de vacuolizagio citoplasmatica, hipertrofia celular e nuclear, degeneragio do bordo em escova,
formacao vesicular apical com liberagdo de contetido citoplasmatico, estratificagdo do epitélio e
dobras na matriz peritrofica.
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ABSTRACT

Larvicidal activity of 3-B-acetoxylabdan-8(17)-13-dien-15-oic acid isolated from the medicinal
plant Copaifera reticulata against Aedes aegypti shown by morphohistological changes.

The main mechanism of control of dengue has been through the fight against Aedes aegypti, the
most competent vector. The fight primarily consists of elimination of its potential breeding sites,
health education and use of synthetic insecticides. These insecticides are effective but are highly
toxic to vertebrates and the environment. With the emergence of resistance of mosquitoes to them,
insecticides of botanical origin are being explored. This study looks at the larvicidal activity of a
solution of a solution of 3-B-acetoxylabdan-8(17)-13-dien-15-6ico acid extracted from the medicinal
plant Copaifera reticulata Ducke (Leguminosae) on the 3rd stage larvae of Ae. aegypti. Larvae were
subjected to 9 ppm acid for up to 24 h. Those that reached lethargic state were collected and fixed
in 4% paraformaldhyde in 0.1 M sodium cacodilate buffer, pH 7.2, included in resin and the slides
stained with the hematoxylin-eosin technique and examined by light microscopy. This acid caused the
death of the Ae. aegypti larvae by cell destruction in the midgut, by the high cytoplasmic vacuolation,
cell and nuclear hypertrophy, degeneration of the brush edge, apical vesicular formation with release
of cytoplasmic contents of cells, stratification of the epithelium and folds in the peritrophic matrix.

KEY WORDS: Aedes aegypti; copaifera reticulata; natural products; control.
INTRODUCAO

O Aedes aegypti tem causado grande preocupacdo a saude publica dos
paises tropicais e subtropicais do mundo. Primeiro, por se tratar do mosquito
transmissor do dengue e segundo, por ser o transmissor da febre amarela urbana
(14,22, 31).

O 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
para o homem ocorre por meio da picada da fémea do Ae. aegypti infectada com o
virus. Esta doenga apresenta um periodo de incubagdo de 5 a 6 dias. Clinicamente,
manifesta-se de forma assintomatica ou pelos sintomas de febre elevada, cefaleia
intensa, dor retro-orbital, mialgia e exantema, podendo evoluir para um quadro grave
com hemorragia, choque e 6bito (20, 31). Até o momento, varias pesquisas estdo em
andamento para a produgdo de uma vacina que induza a imunidade contra os quatro
sorotipos, mas nenhuma se encontra em fase de comercializacgo (2, 17, 32).

Aproximadamente, 40% da populagdo mundial estdo em areas de risco
de transmissdo de dengue na faixa tropical ¢ 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 (20, 31).

A febre amarela urbana ¢ transmitida pelo Ae. aegypti e a silvestre, por
espécies dos géneros Haemagogus e Sabethes. Esta doenga ¢ causada por um virus
do mesmo género do virus do dengue que, acredita-se, tenha sido introduzido no
Brasil vindo da Africa. A incubagdo ¢, em média, de 3 a 6 dias e a maioria dos casos
¢ oligossintomatica, com febre, calafrios, cefaleia intensa, mialgia generalizada,
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anorexia, nauseas, vomitos, bradicardia, hemorragia gengival e/ou epistaxe. Cerca
de 10% dos casos se expressam na forma grave e com elevada letalidade, associados
a ictericia e a hematogénese (11, 19, 22, 30, 31).

O controle de insetos vetores enfrenta muitas dificuldades quando as
espécies estdo adaptadas ao meio urbano, associadas as condigdes socioambientais
ou a auséncia de servigos basicos de satide. O controle do dengue, que ainda ndo tem
vacina disponivel (2, 17, 32), ¢ feito com base na eliminagdo de larvas e de adultos
de Ae aegypti (6,9, 23, 28).

Diante do desenvolvimento da resisténcia dos mosquitos vetores aos
inseticidas (4, 6, 7, 13) e da grande diversidade de plantas existentes no Brasil, surge
uma alternativa de produtos naturais como candidatos a inseticidas (1, 3, 10, 12, 14,
16, 18, 21, 25, 26, 29).

O 4cido 3-acetoxi-labdano-8(17)13-dien-15-oico (C,H,,0,) foi isolado
e purificado da planta medicinal Copaifera reticulata. Esta substancia apresentou
o maior potencial inseticida dentre aquelas ja testadas no Laboratorio Biologia e
Fisiologia de insetos/Bioatividade de Plantas, da Universidade Federal de Goias
(15). Neste trabalho, a acao inseticida desta substancia foi elucidada por meio das
alteracdes morfologicas ocorridas no intestino das larvas de Ae. aegypti submetidas
a diferentes concentragdes.

MATERIAL E METODOS

As larvas de Ae. aegypti foram obtidas da criagdo do Laboratorio de
Biologia e Fisiologia de Insetos e Xenodiagndstico do IPTSP/UFG, Goias, Brasil.
A criagdo do mosquito se processou numa camara biologica climatizada com
temperatura de 28 + 1° C, umidade relativa de 80 + 5% e fotofase de 12 horas (25).
Para cada experimento, foram utilizadas larvas de terceiro estadio imediatamente
apos a muda.

O isolamento ¢ a purificagdo do diterpeno, acido 3-acetoxi-labdano-
8(17)13-dien-15-oico (C,,H,,0,) do oleo-resina de C. reticulata, foram feitos de
acordo com metodologia ja estabelecida (14), e as concentragdes letais foram
determinadas para larvas de terceiro estadio de Ae. aegypti, sendo as CL e CL, 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 terceiro estadio em cada um,
totalizando 100 larvas. Optou-se pela ndo utilizagdo de diluentes quimicos a fim de
descartar qualquer interferéncia deste composto nas analises morfo-histologicas.

Para as larvas controle, utilizou-se apenas agua destilada. Todos os grupos
foram alimentados com rac@o para gato, triturada até atingir fina granulometria.
As larvas foram deixadas nas solugdes por diferentes tempos, sendo coletadas em
intervalos de 3 horas, até completar 24 horas ¢ examinadas em estereomicroscopio
Dimex MZS 250. As larvas mortas foram descartadas ¢ as que se encontravam
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em estado letargico e as usadas como controle foram retiradas das solugdes e
imediatamente colocadas inteiras em fixador.

A fixagdo ocorreu em paraformaldeido a 4% em tampao cacodilato de
sodio (0.1 M pH 7.2), em temperatura ambiente, por um periodo de, no minimo,
duas horas. Depois de fixadas inteiras, as larvas foram lavadas no mesmo tampao
e submetidas a desidratacdo por meio de solugdes com concentragdes crescentes
de etanol por dez minutos em cada solugdo. Apos a desidratagdo, as larvas foram
colocadas em resina de embebigao Leica Historesin Embedding Kit, por 12 horas
em temperatura ambiente, segundo as especificagdes do fabricante. Para isso, foram
utilizados moldes de silicone.

Ap6s a polimerizagao, os blocos foram secionados com navalha de vidro,
em micrétomo, com espessura de 3 mm e, em seguida, as se¢oes foram coradas com
hematoxilina e eosina.

As laminas foram analisadas e o registro fotografico foi feito em
fotomicroscopio Zeiss Axioskop MC80, adaptado com camera digital.

RESULTADOS

Algumas mudangas no comportamento das larvas tratadas com o diterpeno
(C,H,,0,) foram notadas durante os bioensaios. Houve diminui¢do gradativa dos
movimentos das larvas quando comparadas as do grupo controle. As larvas tratadas
comegaram a apresentar movimentos mais lentos apds tré€s horas do inicio dos testes
e ficaram imdveis apds seis horas. A partir dai, algumas larvas entravam em estado
letargico, permanecendo assim mesmo quando estimuladas por toque. As larvas
mortas, caracterizadas pelo escurecimento da capsula cefélica, eram descartadas
para evitar qualquer interferéncia na analise histologica.

O meséntero das larvas divide-se em trés regides distintas, assim
denominadas: anterior, mediana e posterior (3). As Figuras 1A, 1B e 1C mostram a
morfologia das células do tubo digestorio das larvas do grupo controle.

A regido anterior (Figura 1A) caracterizou-se por um epitélio simples
formado por células epiteliais clibicas, com citoplasma heterogéneo, acidofilia
moderada, nticleo esférico e basal. Na superficie apical destas células, encontrou-se
um fino bordo em escova. A regido mediana (Figura 1B) apresentou células
epiteliais cubicas altas, 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 contetido alimentar, denominada matriz peritrofica.

A regido posterior (Figura 1C) apresentou células cilindricas com intensa
basofilia e nucleo esférico basal. A superficie apical mostrou espesso bordo em
escova, levemente acidofilo, representando a grande quantidade de microvilosidades
existentes nesta regido.
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O epitélio intestinal das larvas de Ae. aegypti tratadas com o diterpeno
apresentou varias alteragdes e as mais significativas ocorreram nos tempos de 3, 9,
15, 18 e 24 horas.

A Figura 1D evidencia toda a regido anterior e mediana do meséntero das
larvas apos trés horas de tratamento. Vale notar as caracteristicas hipertroficas das
células com formacgao de vesiculas na regido apical e citoplasma vacuolizado.

Na Figura 1E, o epitélio da regido posterior destas mesmas larvas
mostrou-se com inicio de estratificagdo, com nticleos em diferentes alturas perdendo
a caracteristica de um epitélio colunar simples. As células apresentaram formagao
vesicular, alta basofilia e células desta regido ainda com bordo em escova, quando a
maioria delas possui esta estrutura destruida.

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

As larvas tratadas por 15 horas demonstraram alteragdes similares as dos
tempos anteriores com um avanc¢ado estado de destruicdo. As células da regido
anterior (Figura 2A) apresentaram uma concentra¢ao de seu material citoplasmatico
na regido apical, formando uma grande vesicula para expulsdo deste material. As
células da regido mediana revelaram citoplasma altamente vacuolizado (Figura
2B). Na regido posterior, notou-se a estratificacdo do epitélio, os nticleos dessas
células perderam sua forma arredondada e se apresentaram de varias formas.
Observaram-se células em processo de lise com a liberagdo de seu contetido
citoplasmatico para a luz intestinal (Figura 2C).

As Figuras 2D, 2E, 2F ¢ 2G evidenciam as altera¢cdes ocorridas no
meséntero apds 18 horas. Neste tempo, ocorreu a formagdo de uma grande dobra
na matriz peritrofica (Figura 2D). As regides anterior ¢ mediana do meséntero
apresentaram vesiculas apicais mais densas e evidentes (Figuras 2E e 2F) e ntcleos
picnoticos, o que demonstra menor atividade celular. A regido posterior apresentou
estratificagdo com células sem definigdo citoplasmatica, citoplasma vacuolizado e
nucleos irregulares (Figura 2F).

As caracteristicas de destrui¢do celular se prolongaram por 24 horas.
As regides anterior ¢ mediana do meséntero dessas larvas apresentaram células
com citoplasma altamente destruido, com grandes vactiolos ¢ nicleos irregulares
(Figuras 2H e 2I). Na regido posterior, as células apresentaram formacao de grandes
vacuolos apicais com intensa atividade de extrusdo citoplasmatica com nticleos
irregulares e lise celular (Figura 27J).
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Abreviagdes: RA=regido anterior, RM— regido mediana, N=nucleo, Nu=nucléolo, V=vesicula secretora,
L=luz intestinal, AL = alimento.

Figuras 1 A, B e C. Fotomicrografias de sec¢des em historesina, de larvas de

terceiro 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 peritrofica (cabeca de
seta) 400X. C. Regido posterior com células com maior basofilia e um
espesso bordo em escova. 400X. Figuras 1D e E. Fotomicrografias de
se¢des em historesina, de larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti,
tratadas por trés horas, 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 1 F, G e H.
Fotomicrografias de se¢des em historesina, de larvas de terceiro estadio
de Aedes aegypti tratadas por nove horas. 1F. Regido anterior do
meséntero com células vacuolizadas. 1G. Regido mediana com grandes
vactolos no citoplasma dessas células. 1H. Regido posterior com
células liberando contetido granular do citoplasma para a luz intestinal
em processo de lise celular.
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Abreviagdes: RA=regido anterior, RM= regido mediana, RP=regido posterior, N=nticleo, V=vesicula

secretora, L=luz intestinal, AL = alimento, Mu=musculo.

Figuras 2 A, B e C. Fotomicrografias de secdes em historesina, do meséntero de
larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti tratadas por 15 horas. 2A.
Regido anterior com formagio de vesiculas na regido apical das células
e nicleos disformes. 400X. 2B. Regido mediana com alta vacuoliza¢do
citoplasmatica 400X. 2C. Regido posterior com estratificacdo do
epitélio, vesiculas apicais em processo de lise celular por meio da
liberagdo de conteudo granular na luz intestinal. 400X. Figuras 2D, E, F
e G. Fotomicrografias de se¢des em historesina, do meséntero de larvas
de terceiro estadio de Aedes aegypti, expostas por 18 horas, coradas
em hematoxilina-eosina (HE). 2D. Vista geral evidenciando grande
dobra na matriz peritrofica (cabega de seta). 400X. 2E. Regido anterior
com formagdo 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, I e J. Fotomicrografias de se¢cdes em historesina, do
meséntero de larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti, expostas por
24 horas, coradas em hematoxilina-eosina (HE). 2H. Regido anterior -
células com grandes vacuolos citoplasmaticos. Ocorre um deslocamento
das células da membrana basal (*). 400X. 21. Regido mediana com
grandes vactolos citoplasmaticos. 2J. Regido posterior - células com
vesiculas apicais e em processo de lise celular (seta), nticleos alterados.
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DISCUSSAO

As larvas de Ae. aegypti do grupo controle apresentaram morfologia com
aspectos normais. No meséntero, foram reconhecidas trés regides: anterior, mediana
e posterior. As células da regido anterior mostraram-se clibicas, com citoplasma
esponjoso e com superficie apical coberta por um fino bordo em escova indicando
se tratar de células absortivas (Figura 1 A). A regido mediana apresentou 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 (Figuras 1C). Estas caracteristicas do
meséntero das larvas de Ae. aegypti foram idénticas as descritas em outros trabalhos
(1, 3,29).

Também nas larvas do grupo controle se observou a presenga de uma
matriz peritrofica envolvendo todo o contetido alimentar no tubo digestorio. A matriz
peritrofica € secretada por células especializadas da regido anterior do meséntero e
tem a funcdo de proteger o intestino dos alimentos e patogenos (8, 25, 27).

As alteragdes deletérias causadas pelo diterpeno (C,,H,,0,) foram
observadas em todas as trés regides do meséntero das larvas de Ae. aegypti e
ocorreram de forma progressiva conforme se aumentava o tempo de exposi¢do
das larvas. Os principais efeitos toxicos foram: alta vacuolizagdo citoplasmatica,
hipertrofia celular e nuclear, degenera¢@o do bordo em escova, formagdo vesicular
apical com liberagdo de conteudo citoplasmatico das células, estratificacdo do
epitélio ¢ dobras na matriz peritrofica. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos
na literatura pertinente a este assunto (1, 3, 29).

Alteragoes similares encontradas neste trabalho para o mesmo estadio ¢
espécie foram encontradas com dleo-resina da mesma planta estudada neste trabalho
(1). Estudos realizados com M. pubescens mostraram as alteragdes, principalmente
na regido anterior do meséntero (3). No entanto, estudos com a toxina Cryl11Bb
de Bacilus thuringiensis evidenciaram as alteracdes mais importantes na regido
posterior do meséntero (24).

Alteragdes semelhantes as encontradas neste trabalho foram observadas
por varios autores (1, 3, 5, 24, 29) que também evidenciaram diversas alteragdes
deletérias ocorridas no meséntero das larvas, como alta vacuolizagdo do citoplasma,
hipertrofia celular, degeneragdo do bordo em escova e hipersecrecao pelas células
epiteliais. Estas alteragdes, também relatadas neste trabalho, demonstram como
estes agentes promovem a degeneragdo celular acelerando a processo de lise das
células epiteliais.

Ha também relato de que as células digestivas do meséntero de insetos
em geral possuem participagdo ativa nos processos de secrecdo e absor¢io e que o
processo de degeneracdo dessas células ocorre pelo acumulo de material granular
na porgao apical da célula e a liberagéo desse material na luz intestinal do inseto (8,
27). Este processo foi claramente observado neste trabalho por meio das formagoes

382 Rev Patol Trop Vol. 43 (3): 375-384. jul.-set. 2014



vesiculares apicais evidenciadas em todo o meséntero das larvas tratadas, algumas
com expulsdo total do conteudo citoplasmatico para o lamen intestinal.

Outro aspecto das alteragdes celulares causadas pelo diterpeno (C,H,,0,)
foram dobras ocorridas na matriz peritréfica que isolam o contetido alimentar
presente no limen intestinal das larvas tratadas e, posteriormente, a extrusio desse
material. Isso também ocorreu com larvas de Ae. aegypti expostas ao dleo-resina de
C. reticulata e ao extrato de Magonia pubescens (1, 3). Trata-se de um mecanismo
de defesa da larva que isola o contetido alimentar na tentativa de evitar maiores
danos aos seus tecidos.

As alteragdes provocadas pelo diterpeno (C,,H,,0,), isolado da planta C.
reticulata, evidenciam potencial toxico deste composto na eliminagdo de larvas e
sinalizam suas potencialidades como candidato ao controle de Ae. aegypti.
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