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RESUMO

Aedes aegypti transmite 0s quatro sorotipos do virus dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3
e DEN-4) e da febre amarela urbana em diversas partes do mundo. O controle
desse mosquito €é realizado com inseticidas sintéticos, principalmente, os
organofosforados e piretroides, aos quais o A. aegypti tem apresentado resisténcia.
Novas alternativas de controle com extratos vegetais mostraram atividade larvicida
em insetos, como o fenilpropanoide (dilapiol), obtido da planta Piper aduncum L, da
familia Piperaceae. Este trabalho visou determinar, pela primeira vez, o efeito
genotdxico do Oleo essencial dilapiol, da Amazb6nia, em A. aegypti, por meio da
analise de teste do microndcleo (MNT), anormalidades nucleares e anomalias
cromossOmicas. Larvas e pupas foram coletadas nos bairros Japiim, Cidade nova e
Puraquequara, Manaus, estado do Amazonas. Analisou-se a toxicidade do dilapiol
nas concentracdes de 200ug/mL e 400ug/mL (CLsp) em ovos, larvas e pupas,
durante quatro geracbes sucessivas. Agua de poco artesiano foi utilizada em
individuos para controles negativo. O dilapiol mostrou efeito significativo ANOVA
(p<0,05) na mortalidade e oviposicdo, quando os individuos testados nas
concentragbes de 200pg/mL e 400ug/mL foram comparados aos Seus grupos
controle. Dos individuos que sobreviveram ao experimento, féz-se preparagdes
citolégicas de ganglios cerebrais de larva de 4° estadio e de ovarios  de pupas. As
laminas foram submetidas aos métodos de coloracdo com orceina lacto-acética 2%
e impregnacao com nitrato de prata. Microndcleos foram encontrados em metafases
mitotica diploide e tetraploide de larvas e em intérfase, metafase e telofase de
pupas. A frequéncia de micronucleos dos individuos expostos 200ug/ml (n=202) e
400ug/mL (n=210) foi comparada aquela dos individuos controles negativo (n=183),
pelo teste de Kruskal Wallis, a 5% de significancia. O mesmo numero de individuos
foi analisado para registrar células interfasicas mononucleada e com alteracdes
nucleares (binucleada, polinucleada e com broto). Quebras, atrasos cromossomicos
e pontes anafasicas foram presentes em larvas e pupas, cujo aumento foi
estatisticamente significativo (p<0,05) entre as larvas expostas a 200ug/ml e
400ug/ml (n= 215) e pupas submetidas a 200pg/ml e 400ug/ml (n= 173) quando
foram comparadas aos seus controles negativos, larvas (n=89) e pupas (n=94).
Porém, entre os individuos submetidos ao dilapiol nas duas concentracfes
(200ug/ml e 400ug/mL), ndo houve diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) no numero de anormalidades nucleares, anomalias cromossdémicas e
freqUéncia de micronucleos. A. aegypti mostrou auséncia de resisténcia ao potencial
bioinseticida do dilapiol. Os resultados do efeito genotoxico do dilapiol mostram que
esse 0Oleo essencial é um bioindicador alternativo natural, para o controle de larvas e
pupas de A. aegypti.



ABSTRACT

Aedes aegypti transmits the four sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4) of the
dengue virus and the urban yellow fever in several parts of the world. This mosquito’s
control is made by synthetic insecticides, mainly the organophosphorades and
pyrethroids, to which the A. aegypti have shown resistance. New alternatives of
control with vegetal extract have been showing larvicidal activity in insects, such as
with the fenilpropanoid (dilapiol), gotten from the plant Piper aduncum L, of the
Piperaceae family. This assay aimed to determine, for the first time, the genotoxic
effect of the essential oil dilapiol, from Amazonia, in A. aegypti, trough the nuclear
abnormalities analysis, frequency of micronuclei and chromosome abnormalities.
Larvae and pupae were collected in the following neighborhoods: Japiim, Cidade
Nova and Puraquequara, Manaus, Amazonas. Dilapiol’s toxicity was analyzed in the
concentrations of 200ug/mL and 400ug/mL (CLsp) in eggs, larvae and pupae, during
four successive generations. Water of artesian well was used in individuals for
negative control. Dilapiol showed significant effect ANOVA (p<0,05) in mortality and
oviposition, when the tested individuals in the concentrations of 200ug/mL and
400ug/mL were compared with their control groups. From the surviving individuals of
the experiment, cytological preparations of cerebral ganglia in the fourth instar larvae
and ovary of pupae were made. The blades had been submitted to the stain methods
with lacto-acetic-orcein 2% and impregnation with silver nitrate. Micronuclei had been
found in mitotic metaphases diploid and tetraploid of larvae and in interphase,
metaphase and telophase of pupae. The frequency of micronuclei in the individuals
exposed to 200ug/ml (n=202) and 400ug/mL (n=210) was compared to that one of
the negative control individuals (n=183), by means of the Kruskal Wallis test,
significance of 5%. The same number of individuals was analyzed to register
interphase and single nucleus cell and with nuclear alterations (binucleated,
polinucleated and with sprout). Breakings chromosomic delays and anaphase
bridges had been present in tested larvae and pupae with dilapiol, which had
indicated significant statistical increase (p<0,05) between the displayed larvae
200pg/ml  and 400upg/ml  (n= 215) and pupae submitted 200pg/ml  and 400ug/mi
(n= 173) when compared to its negative control, larvae (n=89) and pupae (n=94).
However, between individuals submitted to dilapiol in the two concentrations
(200ug/ml e 400ug/mL), there were no significant statistical differences (p> 0,05) in
the number of alterations (nuclear alterations, chromosomic alterations and
frequency of micronuclei) found. The results of the genotoxic effect of dilapiol show
that this essential oil is a natural alternative bioindicator, for the control of larvae and
pupae A. aegypti.
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1. Introducéao

1.1 Aspectos epidemiolégicos

A. aegypti, subgénero Stegomyia, € o principal vetor do virus da dengue e da
dengue hemorragica nas Ameéricas e em diversas partes do mundo. Apresenta
elevada endofilia e antropofilia e transmite também a febre amarela urbana,
(Forattini, 2002). Nas Américas, a dengue é uma doenca de aspecto principalmente
urbano e os agentes etioldgicos fazem parte do ciclo que envolve o mosquito A.
aegypti e o ser humano (Consoli & Lourenco de Oliveira, 1996).

A dengue é uma virose de ocorréncia mundial, que atinge cerca de 60
milhdes de pessoas e causa em torno de 30.000 mortes por ano (WHO, 2003).

Nas regides tropicais, as condigbes climaticas caracterizadas pelas
precipitagbes atmosféricas e temperaturas elevadas, em geral mostram relacéo
positiva com a transmissao da dengue. Contudo, tém sido registrados surtos da
doenca em periodos de seca durante o ano (Kuno, 1995). H& evidencias de que em
temperaturas ao redor de 30°C o periodo de incubacédo abrevia-se ao maximo. Mas,
abaixo dos 20 °C a transmisséao tende ao decréscimo (Forattini, 2002).

O processo de transmissdo do dengue ocorre por meio do mosquito fémea de
A. aegypti, que adquire o virus por meio da picada em um individuo infectado. O
virus entra no sistema digestivo e se dissemina para outros 6rgdos do mosquito,
incluindo a glandula salivar, de onde € transmitido a outro individuo, na préxima
picada, durante a ingestdo de sangue (Halstead, 1988). Os agentes causadores
dessa virose sdo arbovirus da familia Flaviviridae. S&o virus de RNA e constituem-se
em um complexo antigénico do género Flavivirus. Existem quatro sorotipos distintos:
dengue tipo 1 (DEN-1), dengue tipo 2 (DEN-2), dengue tipo 3 (DEN-3) e dengue tipo
4 (DEN-4), segundo Westaway et al. (1985) apud Barbosa (1996).

Os primeiros registros do virus dengue ocorreram em 1635 (Gubler, 1998) e a
primeira epidemia fora do sudeste asiatico ocorreu em Cuba em 1981,e a segunda
na Venezuela (1984) com 158 mortes e 73 Obitos, respectivamente (MS/FNS,
1996). Na década de 50, a dengue ocorreu em 1953 nas Filipinas e em 1958 na
Tailandia, onde foram registrados os primeiros casos da forma hemorragica (Gubler,
1998). Nessa mesma década a Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS)
desenvolveu uma campanha que diminuiu a incidéncia do mosquito A. aegypti de

grande parte das Américas do Sul e Central. A partir da década de 70, no entanto, a



descontinuidade dos programas de erradicacéo pelos Estados Unidos, Venezuela e
Ilhas do Caribe, contribuiu para a reintroducdo do vetor e o reaparecimento do
dengue (Gubler, 1998). Nas décadas de 80 e 90 continuaram a ocorrer epidemias
nos paises da América, (OMS, 1990). Em 1987, 18 paises nas Américas tinham
confirmado casos de febre hemorragica (OMS, 2003; Gubler, 2002).

O Brasil permaneceu por mais de 20 anos sem a ocorréncia de dengue,
desde a “erradicacao” do A. aegypti do territério brasileiro em 1955. A reintroducéo
dos virus dengue no pais ocorreu por meio de paises vizinhos em 1981, com uma
epidemia ocasionada pelos sorotipos 1 e 4, em Boa Vista, estado de Roraima
(Osanai, 1983; Travassos da Rosa et al.,1998). Posteriormente, o dengue
reapareceu no estado do Rio de Janeiro, com uma grande epidemia causada pelo
sorotipo 1, em 1987 (Figueiredo et al.,1998). Da regido sudeste o dengue expandiu-
se pelo Nordeste, causando epidemias entre os anos de 1986 e 1993 (Vasconcelos
et al., 1995). Os sorotipos 2 e 3 da dengue foram diagnosticados, pela primeira vez,
no estado do Rio de Janeiro em 1990 e 2001, respectivamente (MS, 2001).
Expandiram-se pelo Brasil, e em 2004, o DENV 3 ocorria em 23 estados (MS, 2004).
A introducdo dos diversos sorotipos do virus e a manutengdo da doengca em muitas
regides do mundo vem ocorrendo devido a urbanizagdo descontrolada nos tropicos,
aumento demografico, evolucdo dos meios de transporte, condi¢cdes climaticas
favoraveis para a proliferacdo dos vetores, deteriorizacdo dos programas de saude
publica e, finalmente em decorréncia de problemas econémicos e sociais (Barbosa,
1996). Sao Paulo é o estado brasileiro com o0 maior numero de casos da doenca,
mais especificamente nas regifes de Sao Jose do Rio Preto e de Ribeirdo Preto
(MS, 2006).

Em Manaus, os primeiros focos de dengue ocorreram em 1996, nos bairros
Praca 14 e Sdo José, de onde 0 mosquito se dispersou por todo o centro da cidade,
atingindo em dezembro de 1997 um total de 15 bairros. Em maio de 1998,
encontrava-se em 21 bairros, onde foi registrada a primeira epidemia de dengue,
com cerca de 14.000 casos, clinicamente diagnosticados (FUNASA, 1996). Os
dados estatisticos mostraram 3.763 casos em 2003. Em 2004 houve uma reducéo
de 80.1% (347 casos) em comparacdo a 2003 (MS, 2005). Em 2005 foram
registrados 45 6bitos pelo dengue (FUNASA, 2006).

A literatura registra dificuldade para desenvolver vacina contra o dengue,

porque os 4 sorotipos podem causar ambas as doencas (dengue classico e febre
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hemorragica do dengue -FHD) e n&o existe imunidade entre os diferentes sorotipos.
Vacinas contra o virus da dengue ainda ndo estdo disponiveis para uso geral,
embora pesquisas promissoras tenham sido desenvolvidas na Universidade de
Mahidol, Tailandia e inclusive uma vacina contra o virus DEN-2, ja tenha sido
testada em voluntarios americanos (Vaughn et al.,, 1996). Até que uma vacina
eficiente contra os sorotipos do virus da dengue seja desenvolvida, a Unica maneira
de prevenir epidemias dessa doenca é por meio do controle dos mosquitos que
transmitem o virus (Duque, 2004).

Novas estratégias de controle em laboratério estdo sendo consideradas,
incluindo a alteracéo genética de mosquitos vetores, para evitar a rapida proliferacao
do virus do dengue nas glandulas salivares de A. aegypti. Como demonstrado por
(Olson et al., 1996), da Universidade do Estado do Colorado (USA). Porém, mais
estudos serdo necessarios para saber se esse mosquito sobrevive em seu ambiente

selvagem sem transmitir o virus da dengue.

1.2 Distribuicdo geografica e aspectos bioldgicos

Aedes aegypti é originario da regiao afrotropical (Belkin, 1962). Ocorre nas
regibes tropicais e subtropicais compreendidas entre os paralelos (latitudes) 45°
norte e 35° sul ou mesmo fora desses limites, mas dentro das zonas isotermais de
20° centigrados (Consoli & Oliveira, 1994). E raramente encontrado acima de 1200m
de altitude, mas foi encontrado a 1700 mts, no México (Herrera-Basto et al., 1992) e
a 2200 mts, na Colémbia (Nelson, 1985 apud Marzochi, 1994).

No Brasil € amplamente distribuido e esta restrito as vilas e cidades, sempre
ligado ao peridomicilio e ao domicilio humano. Nas cidades é encontrado nos locais
de maior concentracdo humana e raramente em ambientes semi-silvestres (Consoli
& Lourenco de Oliveira, 1994).

Pinheiro & Tadei (2000), inspecionando recipientes disponiveis em 2.700
imoveis em area urbana da cidade de Manaus, registraram 13.931 recipientes
artificiais propicios ao desenvolvimento de A. aegypti. Do total de recipientes
pesquisados, apenas em 1,6% foram coletadas larvas desse mosquito. Um
trabalho recente realizado em Manaus (AM), sobre a detec¢do do virus em A.
aegypti, evidenciou que de 82 pools analisados, 17,1% foram positivos para o
DENV3, provendo uma taxa minima de infeccdo de 2,1% do total de fémeas

estudadas de diferentes areas da cidade (Pinheiro et al., 2002).



Os culicideos possuem metamorfoses completa, cuja forma juvenil passa por
larva e pupa. Estas vivem em habitats aquaticos como lagoas pocas e recipientes
artificiais. A larva se alimenta diferencialmente dos adultos (Clements, 1992).
Considerando a biologia de desenvolvimento o A. aegypti, encontra-se em
ambientes sempre que contenham agua limpa néo turva, pobre em matéria organica
em decomposicao e em sais (Forattini, 2002). Os seus criadouros s&o na maioria
recipientes artificiais. Tanto os abandonados pelo homem a céu aberto como
aqueles utilizados para armazenar agua para uso doméstico.

As fémeas ovipdem de 50 a 500 ovos de uma s6 vez, depositando-0os na
superficie da agua ou nas paredes rugosas, escuras e Umidas dos recipientes
(Forattini, 1996). Isso explicaria o porqué de oviposicdes preferenciais em pneus
usados (Thiratapsakun et al., 1981; Chadee et al., 1995). O ritmo de atividade de
oviposicéo das fémeas de A. aegypti obedece a ciclo diurno bimodal, com um pico
matutino das 6:00 horas as 8:00 horas; e outro, vespertino, das 16:00 as 18:00.

Em um periodo varidvel de 48 horas até um més, desenvolve-se uma larva
completamente formada em condi¢cdes se tornarem viaveis (Clements, 1992). A
ecloséo do ovo ocorre em um periodo aproximado de 48 a 72 horas mas podera ser
protelada por 6 meses ou mais dependendo de situacdes adversas como a falta de
umidade ou a baixa temperatura o que causa a diapausa dentro do ovo (Forattini,
1996). As larvas precisam de oxigénio atmosférico para respiracdo. Em cerca de
sete dias elas completam o seu ciclo de desenvolvimento composto de quatro
estadios. Alimentam-se de microorganismos aquaticos, poélen e outros detritos
organicos (Jones, 1978). O estagio final da metamorfose (pupa) pode ocorrer em
dois dias, se a temperatura for suficientemente alta (Clements, 1992)

Apoés a emergéncia do adulto, os machos procuram alimentar-se de néctar e
outros liquidos vegetais e as fémeas precisam de sangue, necessario para a
maturacio do embrido. E durante a estacdo chuvosa que a populagio de A. aegypti
alcanca niveis elevados e de importancia para transmissao de patégenos (Consoli &

Lourenco-de-Oliveira, 1994).



1.3 Bioinseticidas e genotoxicidade

O Brasil € um dos maiores consumidores de pesticidas do mundo,
especialmente na agricultura. O uso destes pesticidas tem dobrado a cada 10 anos
desde 1945, causando danos as plantagcdes bem como para outros organismos
expostos (Macoris et al., 2003).

As acbes de controle sobre o virus dengue, um dos maiores problemas de
saude publica no Brasil, transmitida pelo A. aegypti, datam de 1967 e foi
intensificada em 1986 com o surto de dengue ocorrido no Rio de Janeiro, que se
espalhou para outras regides (Barbosa et al.,, 2003). Embora avang¢os importantes
tenham surgido no desenvolvimento de medidas alternativas para o controle de
mosquitos de importancia epidemiolégica, os inseticidas quimicos ainda se mantém
como parte vital dos programas de controle integrado (Camargo et al., 1998).
Casos de resisténcia tém sido registrados para espécies de mosquitos vetores,
dentre esses o A.aegypti (Campos, 2001). O controle de suas formas imaturas é
realizado principalmente com organofosforados e dos adultos com piretroides
(Duque, 2004).

A resisténcia de mosquitos a inseticidas sintéticos é definida pela
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 1957) como a capacidade de um organismo
de tolerar doses de agentes toxicos que sao letais para a maioria dos individuos de
determinada populagéo.

Tem sido demonstrado que pesticidas e outros agentes genotoxicos nocivos
ao ambiente sdo capazes de alterar o perfil genético de algumas populagbes
naturais (Klekowski, 1982). Nesse sentido, estimativas de significdncia do potencial
genotoxico de um agente devem envolver métodos estatisticos de avaliacéo,
identificando ao maximo possivel as variaveis e parametros utilizados (Lau, 1998). E
conhecida a crescente resisténcia de A. aegypti a produtos quimicos sintéticos,
como o temefés, cipermetrina e deltametrina (Andrade, 1991; MS, 2004; Duque,
2004), que causam efeitos residuais toxicos ao meio ambiente.

Em decorréncia disso, nos ultimos anos, estudos em busca de novas
alternativas de controle desse mosquito tém aumentado consideravelmente
(Bernard, 1995). Laranja et al.(2003, 2006) utilizou cafeina para determinar o
potencial desse composto como alternativa no controle biolégico de imaturos de
A.aegypti do estado de S&do Paulo. Extratos de cerca de 300 espécies de plantas
(Cyperaceae, Dichapetalaceae, Piperaceae) tém se mostrado Otimas fontes de
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atividade larvicida natural para o controle de mosquitos vetores no Brasil (Sharma et
al., 1998).

Estudos da atividade de extratos da familia Piperaceae foram utilizados para
o controle de espécies de larvas de Aedes em diversas partes do mundo (Bergeron
et al.,, 1996). Como na Argentina, a Bolivia, o Brasil e Peru, onde foi verificada a
atividade larvicida desse género contra A. aegypti (Chantraine, 1998).

Piper aduncum, da familia Piperaceae, € uma planta encontrada naturalmente
na Amazonia, cuja folha fornece extrato com atividade larvicida. Os constituintes
guimicos mais comuns do género Piper sdo as amidas, as isobutilamidas, piperidina
e pirrolidina (Segupta & Rai 1987). Outro grupo de compostos potencialmente ativos
e nao menos importantes, que estdo presentes neste género em proporgdes
consideraveis, sao os fenilpropanoides, incluindo-se os monolignolides como o apiol,
miristicina, eugenol, safrol, dimeros de fenilpropanoides e dilapiol (Bernard., et al
1995). Esses autores compararam o extrato alcodlico de folhas de dezesseis
espécies de Piper apontando o 6leo essencial dilapiol, extrato de P. aduncum, como
a de maior atividade inseticida em larvas de A. aegypti, com 92% de eficiéncia no
controle desses imaturos. O dilapiol (Figura 1) é um extrato metandlico que aparece
como principal constituinte no 6leo essencial de P. aduncum, variando de 58% a
88,4% (Smith & Kassim, 1979, Gottlieb. et al., 1981).

O dilapiol tem mostrado atividade larvicida fungicida e antimicrobiana de
interesse para a inddstria quimica e farmacéutica. Quando foi associado aos
piretroides sintéticos (cipermetrina e deltametrina) também mostrou efeito sinergético
positivo contra larvas de A. aegypti (Pohlit et al., 2004).

A falta de estudos do efeito genotdxico do dilapiol em A. aegypti nos levou a
estudar, pela primeira vez, o seu potencial genotéxico em larvas e pupas para
fornecer dados Uteis as estratégias de controle de A. aegypti, visando a melhoria da

gualidade de vida das popula¢gdes humanas, especialmente da Amazonia.

OCHj,

QCH;
Dilapiol

Figura 1. Férmula quimica do dilapiol (Souto,2006).



1.4 Teste do micronucleo (MNT)

Estudos para deteccdo de micronlcleos podem ser empregados para
determinar o potencial genotéxico de produtos quimicos sobre alguns organismos,
permitindo conhecer os efeitos em nivel genético desses agentes. A literatura relata
gue as anormalidades cromossdmicas sdo resultados de danos causados na
molécula de DNA. Perdas de cromossomos, ou partes deles sdo causados por
defeitos nas fibras do fuso, na regido centromérica ou em funcdo do grau de
condensagao cromossomica (Carrasco, 1990).

A avaliacdo de aberragdes cromossdmicas € uma parte essencial da Genética
Toxicologica, comumente observada por meio de métodos citogenéticos classicos.
Porém, em meados da década de 1960, a obtencdo e analise de metafases em
linfécitos humanos consumia muito tempo e requeria pessoal altamente treinado
para analise das mesmas. Com isso, surgiu a proposta do método do micronucleo,
por Carter (1967) em camundongo, in vivo, cujas células apresentavam sua
citocinese inibida pela citocalasina B sem que houvesse bloqueio da mitose. A
citocalasina B (CtB) é um inibidor da polimerizacdo da proteina actina requerida para
a formacdo do anel de microfilamentos que induzem a contracdo do citoplasma e
clivagem da célula em duas células filhas (Citocinese) (Carter, 1967). Leva ao
bloqueio da citocinese, em um tempo minimo de 6 horas, mas nédo da divisdo
nuclear, resultando no acumulo de células binucleada, a partir de células que
passaram apenas por um ciclo de divisdo. A citocalasina B passou a ser utilizada por
Fenech & Morley (1985), para marcar as células que passaram por um ciclo de

divisdo, o que veio a ser aplicado nos testes do micronucleo in vitro mais tarde.

1.4.1 Principio da deteccao de micronucleos (MN)

O micronucleo se constitui em uma pequena massa nuclear delimitada por
membrana e separado do nudcleo principal. Sdo formados durante a tel6fase da
mitose ou meiose, quando o material nuclear é reconstituido ao redor dos
cromossomos das células filhas (Albertini et al.,, 2000). S&o resultantes de
fragmentos cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram
incluidos no nucleo principal e permanecem no citoplasma. Os MNs representam a
perda de cromatina (fragmentos), normalmente muito pequenos, em consequiéncia

de dano cromossomico estrutural (Fenech et al., 1997).



Estudos demonstram os efeitos de substancias que provocam quebras
cromossOmicas ou afetam o fuso da regido centromeérica, causando o aparecimento
de micronucleos (Heddle et al., 1973). Esses sdo conhecidos como clastogénicos ou
aneugénicos. Os primeiros, referem-se a danos no cromossomo e Seus
componentes, especialmente no DNA. O segundo, refere-se a eventos que causam
danos no fuso e outros componentes envolvidos na separagdo dos cromossomos
(Albertini et al., 2000).

Os micronucleos tém sido amplamente utilizados na identificacdo de aumento
de frequéncia de mutacdes em células expostas a varios agentes genotdxicos
(Fenech et al., 1997). Em ratos foi analisada a correlacdo da frequéncia MNs e de
aberracbes cromossémicas a partir do composto Trenimon (Matter & Schmith,
1971). Em peixes, estudos em eritrécitos de Oreochromis niloticus (bagre)
determinaram o potencial genotédxico de diversos produtos resultantes das industrias
téxtis em rios do estado de S&o Paulo, mediante a analise da frequéncia de
microndcleos (Matsumoto et al., 1991). Diversos autores apontam a presenca de
micronucleos em peixes como biomarcadores cito-genotéxicos, causados por efeitos
guimicos em efluentes observados, principalmente, nos estagios iniciais de
desenvolvimento (Carrasco et al., 1990).

Estudos sobre a ocorréncia de micronucleos em insetos sdo escassos. Em
Melipona scutellaris (abelhas) foi estudada a freqiéncia de micronucleos ao expor
esse organismo ao Clorhidatro de Doxorrubicina, a fim de utilizar essa abelha como
bioindicador do grau de poluicdo ambiental, no municipio de Uberlandia, estado de
Minas Gerais, (Borges, 2006).

1.5 Abordagem citogenética

Aedes aegypti tem sido objeto de pesquisas no campo da citogenética. As
facilidades de manutencdo em condi¢cdes de laboratério, aliadas a importancia
epidemiolégica desse mosquito, tém contribuido para estimular tais estudos.

Em contraste com a maioria dos grupos de insetos, o cariétipo de
aproximadamente 2.500 espécies de mosquitos culicideos é bastante conservado,
consistindo de 2n=6 cromossomos, como em A. aegypti (Figura 2). Apresenta
cromossomos sexuais (par |), de menor tamanho e dois autossomos, sendo o par |l
formado por cromossomos metacéntricos, de maior tamanho, e o par Il de

s

cromossomos submetacéntricos, de tamanho intermediario € portador de uma
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constricdo secundaria no ter¢o distal do braco longo (Mc Donald & Rai, 1970). Estes
Cromossomos apresentam pareamento somatico, fenbmeno em que a associacao

entre os cromossomos homologos € intima, durante as divisbes mitéticas (Rai,

' W8 ¢

Par| Parll Par il

Figura 2. Cariétipo de A. aegypti (fonte: Hereira Rojas & Rafael, 2007)

Pesquisas sao realizadas em A. aegypti por sua alta importancia epidemioldgica
seu baixo numero cromoss6mico, ampla distribuicdo geogréafica e variabilidade
genética (Forattini, 2002). Considerando os estudos cromossdémicos em A. aegypti
0Ss seus nucleos politénicos que sdo extraidos de diferentes tecidos (glandulas
salivares, estdbmago, reto) foram observados por Gillham (1957). Devido a
interrupcdo em varios pontos de quebra nos bracos cromossémicos e dificuldade de
espalhamento, estes tiveram sua estrutura pouco analisada (Sharma, 1998).

O método de impregnacédo das regides organizadoras nucleolares com nitrato
de prata (Ag-NOR) tem sido utilizado para marcar as regides organizadoras do
nucléolo (RONSs), caracterizando regibes cromossémicas que contém genes
ribossomais (DNAr) em cluster. Essas regibes podem ser detectadas por métodos
citogenéticos tais com o método Ag-NOR e por hibridizacdo in situ fluorescente
(Fluorescense in situ hybridization- FISH). Além desse método, a RON tem sido
detectada em espécies do género Aedes (Lima-Catelani, 1994), e nos cromossomos
mitéticos e politénicos de Anopheles darlingi, Anopheles nuneztovari e do complexo
Anopheles albitarsis, com sonda de DNAr por meio da técnica de Rafael et al.(2003).

Estudos citogenéticos usando AG-NOR foram realizados em populacbes de
A. aegypti de Séo Paulo, revelando anomalias cromossémicas que foram atribuidas
ao uso de inseticidas (Lima-Catellani, 1994).

A genética toxicologica tem centrado suas investigacdes no uso de diferentes
bioensaios capazes de detectar mutacdes pontuais, aberracbes cromossémicas e
aneuploidias (Richard, 1994). Citam-se experimentos sobre alteracdes genéticas
para evitar a proliferacdo do virus da dengue nas glandulas salivares de Aedes

(Olson et al., 1996) e danos ao DNA (nucleolares e cromoss6micos) de espécies de



Drosophila, peixes e humanos (Carrasco et al., 1990). No presente estudo, o dilapiol
foi utilizado pela primeira vez, para avaliar o seu potencial em nivel do DNA

cromossomal em A. aegypti.
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1.6 Objetivos

Gerais

1 - Determinar o efeito cito-genotéxico do 6leo essencial dilapiol de Piper adundum
(dilapiol) em nudcleos e micronucleos de A. aegypti.
2 - Investigar a ocorréncia de danos nucleares em larvas e pupas de A. aegypti, de

trés bairros da cidade de Manaus (AM), utilizando o dilapiol.

Especificos

1 - Implantar no Laboratério de Malaria e Dengue do INPA o estudo de
genotoxicidade de extrato de 6leo natural em espécies de Aedes.

2 — Determinar o potencial larvicida do dilapiol em A. aegypti, em concentracdes de
200 pg/mL e 400 pg/mL nas geracdes F1, F2, F3, F4.

3 — Detectar o efeito do dilapiol sobre a oviposi¢do de fémeas expostas as
concentracdes de 200 pg/mL e 400 pg/mL de dilapiol.

4 - Investigar a frequéncia de anormalidades nucleares (NA).

5 - Avaliar a freqiiéncia de células com micronucleos em A. aegypti expostas as
concentracdes de 200 pg/mL e 400 pg/mL do dilapiol.

6 - Caracterizar anomalias em cromossomos de A. aegypti expostos ao dilapiol.
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2. Material e Métodos

2.1 Areas de estudo

A cidade de Manaus esté situada no encontro dos rios Negro e Amazonas, na
Amazonia central (3° 08°07” latitude sul, 60° 01°34” longitude oeste) numa éarea de
11.485 Km?, com uma populacéo estimada de 1.405.835 habitantes (IBGE, 2005).

Manaus tem crescido na sua periferia, por ocasido de invasdes, acarretando o
surgimento e o crescimento de areas urbanizadas em ambientes, até entdo,
naturais. Nestas areas, a falta de servicos de saneamento basico e a precariedade
das residéncias nas proximidades da mata propiciam o acumulo de artefatos de uso
humano no ambiente, contribuindo para proliferacdo de mosquitos aumentando,
assim, o contato homem-vetor, favorecendo a transmissdo de diversas doencas
(Tadei, 2001).

Em locais, com essas condi¢cdes na cidade de Manaus, foram obtidas larvas
e pupas para a realizacdo do presente estudo. Os imaturos foram coletados em dois
bairros da area urbana: Japiim, nos meses de julho a setembro de 2005; Cidade
Nova, de outubro a dezembro de 2005 e, em um bairro de area peri-urbana: lago

Puraquequara, de janeiro e fevereiro de 2006 e de fevereiro a marco de 2007.

10

Quildmetros

Figura 3. Mapa da cidade de Manaus por zona e bairros, com a localiza¢éo dos pontos de coletas.
Fonte: ASTEC/FVS/AM — INPA 2006.
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O bairro Japiim (S -03° 07°05" W -59° 58°37""), localiza-se na zona Sul de
Manaus, com uma populacdo de 56.669 habitantes (IBGE, 2001). O Igarapé do
Quarenta possui alto indice de poluicdo de suas aguas, por detritos organicos e
outros materiais descartados. Ao longo desse coérrego foram instaladas armadilhas
no intradomicilio de residéncias.

O bairro Cidade Nova (S -03° 01°00"" W -59° 58°13""), situa-se na zona Norte
de Manaus, com uma populacdo de 95.350 habitantes. Neste bairro as armadilhas
foram colocadas em residéncias localizadas em éareas distantes da mata. Entre as
areas do presente estudo, esse bairro € o mais populoso. Nele ocorrem os mais
altos indices de casos de dengue.

O bairro Puraquequara (S -03° 06" 08"~ W -059° 54" 59), localiza-se na Zona
Leste, a 30 quildometros do centro da cidade de Manaus. E considerada uma area de
atracao turistica, onde ocorrem atividades comerciais e de lazer. Tais atividades tém

acarretado a poluicdo do lago Puraguequara em toda a sua extenséao.

2.2 Coleta e manutencédo de A. aegypti

Durante as coletas, montou-se quatro armadilhas, sendo uma em cada
residéncia de cada area estudada, para captura das formas imaturas. As armadilhas
sdo pneus cortados, horizontalmente, e preenchidos com agua em 2/3 de sua
capacidade, em cuja superficie interna da parede ocorreu as desovas (SUCEN,
1997; Braga et al ., 2000) (Figura 4). Manteve-se entre as armadilhas uma distancia
minima de 220 metros, devidamente identificada. Foram instaladas a uma altura de
1 metro do solo préximas ao abrigo de A. aegypti (SUCEM, 1997).

Os imaturos capturados nos pneus foram coletados semanalmente com
peneira plastica de 10cm de didmetro e conta gotas, transferidos para frascos de
boca larga e transportados em uma caixa térmica de poliestireno ao Insetario do
Laboratério de Vetores de Malaria e Dengue, Coordenacdo de Pesquisas em
Ciéncias da Saude (CPCS), do INPA, Manaus-AM. Os imaturos foram mantidos em
cubas esmaltadas de 10 cm de diametro, por seis centimetros de altura, cobertas
com fil6 preso por um elastico, até a emergéncia dos adultos. Os mosquitos
coletados foram identificados com as chaves para a familia Culicidae (Forattini,
1962).

Os exemplares adultos (um macho e uma fémea) foram transferidos para um

copo parafinado coberto com filo, para cruzamento. Os machos se alimentaram com
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solucéo glicosada e as fémeas com sangue de hamster (Mesocricetus aureatus), até
a oviposicao. A obtencdo das desovas, larvas, pupas e adultos foi de acordo com
procedimentos previamente estabelecidos no Laboratério de Vetores da
Malaria/Dengue do INPA.

Figura 4. Armadilha de pneu para coleta dos imaturos de A. aegypti
2.3 Bioensaio toxicogenémico

Estudos com extrato de dilapiol em imaturos de A. aegypti ainda sdo escassos.
Os bioensaios foram realizados com um delineamento inteiramente aleatorio, para
registrar a mortalidade em ovos, larvas e pupas e danos genotoxicos em larvas e
pupas de A. aegypti. Durante quatro geracdes sucessivas (F1, F2, F3 e F4) foi
testado o potencial do dilapiol sobre a oviposicdo dos mosquitos fémeas. Utilizou-se
o extrato dilapiol, fornecido pelo Laboratério de Pesquisas em Produtos Naturais
(CPPN), do INPA, que foi obtido por Pimentel et al. (1998).

Todos o0s bioensaios foram realizados em condi¢des controladas no
Laboratério de Vetores da Malaria e Dengue do INPA a uma temperatura média de
26° a 30° graus centigrados. Apos a eclosdo dos ovos, as larvas foram alimentadas
a cada 48 horas com farinha de peixe e p6 de figado. Um macho e uma fémea foram
acondicionados em copos parafinados de 500 mL, formando casais da mesma
linhagem. A partir dos ovos postos pelas fémeas, estabeleceram-se as geragdes F1,
F2, F3 e F4.

Cerca de 3.000 ovos de A. aegypti, contados sob estereomicroscopio, de
cada localidade foram expostos a trés tratamentos. O primeiro com agua de poco
artesiano (controle negativo), o segundo com dilapiol a 400ug/mL, uma

concentracdo letal 50 (CLso), segundo Pohlit et al. (2004) e o terceiro na
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concentracdo de 200ug/mL. Um total de 40 ovos foram adicionados em copo de 40
mL, perfazendo um total de cinco réplicas para cada geracdo. A mortalidade dos
ovos e das larvas expostos ao 6leo dilapiol foi registrada nos intervalos de 24, 36,
48, e 72 horas. Também, registrou-se o numero de ovos postos pelas fémeas
expostas e seus controles negativos.

Cerca de 2.400 ovos eclodiram e em torno de sete e dez dias atingiram 0s
estagios de pupa e adulto, respectivamente. Em cada geracao foram utilizados cerca
de 120 ovos expostos ao dilapiol nas concentragbes de 200ug/mL e 400ug/mL. No
teste com individuos controle, utilizou-se igual quantidade de ovos em copos

contendo agua de poco artesiano.

2.4 Preparac®es citolégicas

As preparacdes citologicas foram obtidas a partir de ganglios cerebrais de
larvas de 4° estadio, e ovarios de pupas geracdes das F1, F2, F3 e F4, segundo as
técnicas de esmagamento (French et al.,1962; Kumar & Collins,1994; Rafael, 2001,
com modificacdes).

As larvas e pupas foram removidas das bandejas, colocadas em &agua
destilada e transferidas para uma lamina de vidro, sob estereomicroscopio. Com a
ajuda de dois micro-estiletes os 6rgaos foram dissecados em uma gota de fixador |
(Carnoy e agua destilada 1:5), durante 30 segundos. Em seguida foi adicionado o
fixador Il (carnoy e agua destilada 1:1), por um minuto e o fixador Il (acido acético,
acido latico e 4gua destilada 1: 1: 1), por 5 minutos. As preparagdes citoldgicas
foram, entdo, cobertas com laminula e esmagadas. As laminas destinadas a técnica
de impregnacéo pelo nitrato de prata (Ag-NOR) foram secas ao ar e armazenadas
em refrigerador a 4° C.

O método de coloragédo convencional com orceina lacto-acética, que evidencia
a organizacdo da cromatina, € uma ferramenta util para identificar cromossomos
normais e anomalias cromossdmicas associadas a algum problema patoldgico, ou
mesmo para fins comparativos em estudos evolutivos. Ja a impregnagéao pelo nitrato
de prata € um método que detecta proteinas ribossémicas especificas presentes nas
regibes organizadoras nucleolares (RONs), que estiveram ativas na intérfase
precedente e a mecanismos relacionados a expressdo génica (Goodpasture &
Boom, 1975; Howell & Black, 1980).
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Neste trabalho, utilizou-se a coloracédo convencional e impregnacao por nitrato
de prata em A. aegypti ndo como métodos comparativos, mas para avaliar os danos
ocasionados no DNA pelo dilapiol, empregando-se metodologias complementares,

as quais foram utilizadas com sucesso em A. aegypti.

2.4.1 Coloragéo convencional

As laminas contendo material celular preparadas, previamente, foram
utilizadas para coloracdo convencional. Adicionou-se uma gota de orceina lacto-
acética (2%), onde permaneceram por um minuto. O material foi coberto com
laminula e esmagado. As laminulas foram vedadas com esmalte incolor e as l[aminas

foram armazenadas a -20°C.

2.4.2 Impregnacdo por nitrato de prata

As preparag0des citologicas obtidas previamente foram submetidas ao método
de Ag-NOR (Howell & Black, 1980), com modificagbes (Rafael, 2003). Utilizou-se
uma gota da solucdo reveladora coloidal A (1 g de gelatina 50 ml de agua milli-Q e
acido férmico 1%) e duas gotas da solucdo B (1 g de Ag NO3 e 2ml de agua milli-Q).
A lamina foi coberta com laminula, transferida para camara Umida e esta colocada
em estufa a 58°C, por 8 minutos. Foram imediatamente lavadas em agua milli-Q,

coradas com Giemsa 2% em tampao fosfato (pH 6,8), e secas ao ar.

2.5 Analise de alteracfes nucleares, freqiéncia de micronucleos e anomalias

cromossdmicas

A andlise da freqtiéncia de microndcleos foi a partir de 1.000 células em cada
preparacao citolégica, sob microscépio de luz. Utilizou-se sete individuos para as
concentracdes de 200 pg/mL, 400 pg/mL de dilapiol e grupos controle, totalizando 84
amostras durante quatro geragdes, em cada localidade estudada.

A freqiiéncia de anormalidades nucleares (células polinucleadas e com broto) e
de anomalias cromossémicas (pontes anafasicas e falhas e quebras
cromossOmicas), foram analisadas a partir de 600 preparacdes citoldgicas entre

células de ganglios cerebrais e ovarios, respectivamente.

2.6 Microfotografias
Os nucleos, micronucleos e cromossomos foram analisados e fotografados

em microscopio de contraste de fase Axioplan Zeiss. As microfotografias foram
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obtidas com objetiva de imersdo 100x e optovar 1x, 1,25x e 1,6x. As peliculas foram
reveladas com revelador Kodak Dektol e os negativos copiados em papel

Kodabromide Print.

2.7 Analise estatistica

A mortalidade das larvas assim como a oviposicao pelas fémeas expostas ao
dilapiol e daquelas pertencentes aos grupos controle foram analisadas
estatisticamente, por meio do teste ANOVA fatorial (3x4x3), para determinar a
interacdo entre os fatores analisados: local de coleta, geracdes F1, F2, F3, F4 e
tratamento. Esse teste consiste na combinacdo de varios fatores ou conjuntos de
tratamentos com as respectivas interagdes. Neste caso, refere-se aos fatores A (3) B
(4) e C(3) testados de modo isolado e combinados.

A andlise estatistica das alteracdes nucleares, frequéncia de microndcleos e
anomalias cromossdmicas em A. aegypti foi realizada, usando o teste néao
paramétrico de Kruskal Wallis (1993), considerando as interacdes onde foi realizada
a variavel tratamento (dilapiol a 200pg/mL e 400ug/mL).

Os tratamentos que apresentaram diferencas significativas foram submetidos
ao teste p6s-ANOVA de Tukey, a 5% de significancia. Valores de frequéncia foram
transformados em Arco-seno (raiz quadrada de x) (x=frequéncia), e foram

considerados normais pelo teste de Levine.

17



3. Resultados

3.1 Efeito do dilapiol na mortalidade de A. aegypti

O efeito dos tratamentos com dilapiol nas concentracdes de 200 pg/mL e 400
pHg/mL sobre a mortalidade das larvas de A. aegypti ocorreu em intervalos de 24, 36,
48, e 72 horas, em cada uma das quatro geragdes, dos bairros Japiim, Cidade Nova
e Puraquequara.

Na mortalidade das larvas expostas ao dilapiol foi observada diferenca
estatisticamente significativa quando estas foram comparadas aqueles individuos
controles negativo (8%), segundo o teste X? (p<0,05), em cada uma das localidades.
O maior indice de mortalidade de A. aegypti exposto ao dilapiol a 200 pg/mL e 400
pg/mL foi de 38% e 44%, respectivamente, no periodo de 36 horas, ao longo das
quatro geracdes (Figura 5).

O indice de mortalidade ndo apresentou diferenga significativa quando os
individuos expostos a concentracdo de 200 pg/mL foram comparados com aqueles
tratados com dilapiol a 400 pg/mL, %* (p>0,05), nem quando estes foram
comparados entre as trés localidades (Cidade Nova, Japiim, Puraguequara). Ainda,
os valores estatisticos para mortalidade obtidos nas quatro geracdes (F1, F2, F3, F4)
ndo apresentaram diferenca significativa, segundo o teste y? (p>0,05).

Quanto a longevidade dos individuos adultos (n=2.426), que sobreviveram
aos experimentos (56,3%) nao foi registrada diferenca significativa, segundo o teste
v? (p>0,05) dos individuos expostos ao dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL, das trés

localidades.

Mortalidade larval

50.00
40.00 - O24h
30.00 m36h
20.00 - 0O48h
10.00 - O72h

0.00

Porcentagem de
mortalidade

controle 200 pg/mL  400pg/mL

trtatamentos

Figura 5. Mortalidade de larvas de A. aegypti expostas ao dilapiol (Controle, 200 pg/mL e 400 pg/mL),
nos intervalos de 24, 36, 48 e 72 horas.
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3.2 Efeito do Dilapiol na oviposicdo de A. aegypti

Registrou-se o numero de ovos de fémeas de A. aegypti expostas as
concentracbes de dilapiol (200 pg/mL e 400 pg/mL), n= 5867 e n= 6238
respectivamente. A taxa de oviposicao foi comparada com o niumero de ovos postos
pelas fémeas do grupo controle (n= 12158) tratada com agua de poc¢o artesiano,
durante as geracdes F1, F2, F3, F4. Observa-se na Figura 6, que apenas nos
grupos expostos ao dilapiol ocorreu diminuicao estatisticamente
significativa,segundo o teste ANOVA (p< 0.05). Mas, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos expostos a esse 6leo essencial (200 pg/mL e 400
pg/mL), segundo o teste ANOVA, (p>0,05), nos individuos estudados das trés
localidades.

50 0400ug/mL
®200ug/mL
Ocontrole

N° médio de ovos

F1 F2 F3 F4

Figura 6. Oviposicao (nimero médio de ovos) das fémeas expostas as concentracdes de dilapiol
(200pg/mL e 400ug/mL) e grupos controle, durante as quatro geragfes sucessivas, nas trés
localidades.
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3.3 Potencial genotoxico do dilapiol em A. aegypti

Analisou-se preparacdes citolégicas de géanglios cerebrais de larvas e de
ovarios de pupas de A. aegypti, das trés localidades, com os métodos de coloracéo

convencional e de impregnacédo por nitrato de prata (Tabela 1).

Tabela 1. Preparag®es citoldgicas dos individuos submetidos aos métodos de coloracdo convencional
e de Ag-NOR, das trés localidades.

Técnica de coloracéao

Bairros Orgao Orceina Nitrato de Prata
Controle 200pg/mL 400ug/mL  Controle 200pug/mL 400ug/mL
Japiim Cérebro 21 35 27 11 9 11
Gobnada 28 31 35 9 3 5
Total 49 66 62 19 12 16
Cidade Nova Cérebro 12 17 13 13 12 17
Gonada 13 14 17 16 13 14
Total 31 31 30 28 25 31
Puraguequara Cérebro 15 16 26 17 17 15
Gonada 12 19 20 16 21 20
Total 27 35 46 33 38 35

3.3.1 Anormalidades nucleares em A. aegypti

Os ganglios cerebrais de larvas de 4° estadio dos individuos expostos ao
dilapiol a 200pg/mL e 400pg/mL e seus controles negativo foram analisados quanto
a frequéncia de anormalidades nucleares (Figura 7). Registrou-se a presenca de
células mononucleada (Figura 7A), binucleada e polinucleada expostas ao dilapiol a
200ug/ml (Figura 7B,C) e com broto expostas ao dilapiol a 400ug/mL (Figura 7D).

A freqiiéncia de anormalidades nucleares de larvas expostas ao dilapiol a
200pg/mL e 400pg/mL e seus controles negativo foi analisada pelo teste de Kruskal
Wallis (1993). A Figura 8 mostra diferenca significativa (p<0,05) nas frequéncias de
células com anormalidades nucleares. Porém, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa na frequéncia dessas alteracdes (p>0,05) quando os grupos expostos as
concentracdes de 200ug/mL e 400ug/mL das quatro geracdes foram comparados
entre si, nas trés localidades. O resultado foi similar para a presenca de células com

brotos.
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Figura 7. Larvas de A.aegypti. Impregnacao por nitrato de prata. Célula interfasica mononucleada de
individuo controle (A). Célula binucleada exposta a 200ug/mL de dilapiol (B). Célula polinucleada
exposta a 400ug/mL de dilapiol (C). Célula com broto exposta a 400ug/mL de dilapiol (D). x.1,600.

Larva Poli & Broto
hédia e Desvio Padrio

0.10

0.08

0.06

0.04 |

0.02

0.00

o FrZPol
1 2 3 + FrCBr
Tratarmento

Figura 8. Média e desvio padrao da freqiiéncia de células polinucleadas e com broto em larvas de A.
aegypti. 1= controle, 2= 200ug/mL, 3= 400ug/mL. FrCPoli: Freqiiéncia de células polinucleadas.
FrCBr: Freqiiéncia de células com brotos.
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Em pupas foi detectada a presenca de células binucleadas (Figura 9A),
polinucleadas (Figura 9B) e com brotos (Figura 9C, D) expostas ao dilapiol a
200pg/mL e 400ug/mL.

Aumento estatisticamente significativo nas anormalidades nucleares de A.
aegypti (p<0,05) foi observado, mediante o teste de Kruskal Wallis quando os
individuos expostos ao dilapiol (200pug/mL e 400pg/mL) foram comparados aos
grupos controle. Porém, quando apenas os individuos expostos ao dilapiol foram
comparados entre si ndo houve diferenca significativa nas frequéncias das

alteracdes nucleares. O resultado foi similar para a presenca de células com brotos.

Figura 9. Impregnacéao por nitrato de prata. Pupas de A. aegypti. Células binucleadas e polinucleadas
de ovario expostas ao dilapiol 200pg/mL, bairro Japiim (A,B). Coloracdo convencional em A. aegypti,
mostrando célula com broto em ovério de pupa exposta a 400pg/mL de dilapiol, Puraquequara (C).
Impregnacdo por nitrato de prata em A. aegypti, mostrando célula de ovario com broto em pupa
exposta ao dilapiol na concentracao de 400ug/mL, Cidade Nova (D). x1,600.
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Figura 10. Média e desvio padrdo da freqiiéncia de células polinucleadas e células com broto em
pupas de A. aegypti. 1= controle; 2= 200ug/mL; 3= 400ug/mL. FrCPoli: Freqiéncia de células
polinucleadas. FrCBr: Freqiiéncia de células com brotos.

3.2.2 Frequéncia de micronucleos em A. aegypti

Em células de ganglios cerebrais de larvas de A. aegypti analisou-se a
presenca, de micronucleos em ndcleos interfasicos de individuos expostos a 200
pg/mL de dilapiol (Figura 11A). Verificou-se, também, micronicleos em metafases
mitoticas dipléides e tetrapldides (Figura 11B,C), respectivamente.

Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na frequéncia de
micronudcleos de larvas foi registrada por meio do teste de Kruskal Wallis (1993), a
5% de significAncia em individuos expostos ao dilapiol a 200ug/mL (0,016) e
400ug/mL (0,017), quando estes foram comparados com seus controles negativo
(0,004). Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre esses

tratamentos (Figura 12).
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Figura 11. Coloracdo convencional em larva de A. aegypti. Célula interfasica com micronicleo
exposta a 200 pg/mL de dilapiol (A). Metéfases de células dipl6ide e tetrapléide com microntcleo em
individuo exposto ao dilapiol 400 pg/mL (B,C), respectivamente. Célula com alterac@o morfolégica de
amostra exposta ao dilapiol a 200 pg/mL (D).x.1,600.
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Figura 12. Média e desvio padrdo das freqiéncias de células com presenca de micronicleos e
alteracBes nucleares em larvas expostas ao dilapiol e seus controles negativos. 1= controle; 2=
200pg/mL; 3= 400ug/mL. FrCAl: Frequéncia de células com alteracdo nuclear. FrMN: Freqiiéncia de
células com micronucleos.

Em pupas foram observados micronucleos de células em intérfase (Figura 13
A, B), metafase (Figura 13C) e telofase (Figura 13D). Em individuos expostos ao
dilapiol a 200ug/mL e 400upg/mL, a frequéncia estatistica foi significativa para
alteracdes nucleares (0,091 e 0,092) e micronucleos (0,025 e 0,027)
respectivamente, ao ser comparados com seus controles negativo (0,045 e 0,018),
por meio do teste de Kruskal Wallis (1993), a 5% de significancia (Figura 14).

Os dados estatisticos comparativos entre os individuos expostos as duas
concentracbes de dilapiol (200pg/mL e 400ug/mL) ndo mostraram diferenca

significativa na frequéncia de alteragfes nucleares e freqiéncia de micronucleos.
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Figura 13. Coloracao convencional em pupas de A. aegypti. Microntcleo em ovario de pupa controle
exposta a 200 pg/mL de dilapiol, bairro Cidade Nova (A, B). Micronlcleo em célula de ovario exposta
ao dilapiol em concentragdo de 400 pg/mL, bairro Japiim (C). Microntcleo de célula de ovario exposta
ao dilapiol a 200 pg/mL, bairro Japiim (D). x1,600.
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Figura 14. Média e desvio padrao das freqiiéncias de células com presenca de microndcleos e
alteracBes nucleares em pupas expostas ao dilapiol e seus controles negativos. 1 (controle); 2
(200pg/mL); 3 (400pg/mL).

3.4 Anomalias cromossOmicas em A. aegypti

Analisou-se 30 células em divisdo de cada larva e pupa de A. aegypti dos
bairros Japiim, Cidade Nova e Puraquequara. A Tabela 2 mostra as anomalias
cromossOmicas (quebras e atrasos cromossdémicos e pontes anafasicas) e 0 nimero
de individuos, de cada geracdo estudada.

Os dados comparativos das anomalias cromossémicas dos individuos das
trés localidades por ndo terem apresentado diferenca estatistica foram agrupados

entre si.
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Tabela 2. Anomalias cromossémicas em celulas de larvas e pupas de A. aegypti, dos bairros Japiim,
Cidade nova e Puraquequara, submetidas aos métodos de coloragéo convencional e de impregnagéo
pelo nitrato de prata, durante quatro geracoes.

Estagio Tratamento Geragcdo N° Ind

Cel/divisdo

Quebras

Atraso

Ponte

Cromossdmicas Cromossdmico Anafasica

Controle 1 16 480 0 0 0
2 18 508 2 0 1
3 18 546 4 0 1
4 16 480 0 0 2
Subtotal 68 2014 6 0 4
Freq (%) 0.30 0.00 0.20
200pg/ml 1 16 496 2 0 1
2 18 537 7 0 3
3 18 535 10 1 6
Larva 4 18 536 9 2 8
Subtotal 70 2104 28 3 18
Freq (%) 1.33 0.14 0.86
400ug/ml 1 18 534 3 0 0
2 17 517 9 0 6
3 19 569 12 0 7
4 18 547 11 4 14
Subtotal 72 2167 35 4 27
Freq (%) 1.62 0.18 1.25
Controle 1 19 564 0 0 0
2 18 529 2 0 1
3 16 487 2 0 2
4 14 431 0 0 0
Subtotal 67 2011 4 0 3
Freq (%) 0.20 0.00 0.15
200pg/ml 1 16 490 2 0 2
2 20 600 11 0 5
3 19 591 12 1 10
4 16 482 10 2 8
Pupa Subtotal 71 2163 35 3 25
Freq (%) 1.62 0.14 1.16
400pg/ml 1 16 482 3 0 4
2 18 551 15 0 5
3 22 923 18 2 15
4 20 613 17 3 10
Subtotal 76 2569 53 5 34
Freq (%) 2.06 0.19 1.32
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3.4.1 Anomalias cromossdmicas em larvas de A. aegypti
A analise dos neuroblastos de larvas de quarto estadio de A. aegypti

(individuo controle) mostrou anafase normal (Figura 15A). Nos individuos
submetidos ao dilapiol a 200 pg/mL, registrou-se ponte anafasica e falha
cromossémica (Figura 15B, C), respectivamente. Nos individuos tratados com
dilapiol a 400 pg/mL, observou-se anafase com atraso cromossdémico (Figura 15D) e
guebras cromossomicas (Figura 15E, F).

As aberracdes cromossdmicas em larvas de A. aegypti foram analisadas pelo
teste de Kruskal Wallis ao nivel de significancia a 5%. Registrou-se diferenca
estatisticamente significativa no nuamero de pontes anafasicas e quebras
cromossOmicas (p<0,05) nos individuos expostos ao dilapiol a 200 pg/mL e 400
pg/mL em comparagcdo aos grupos controle (Tabela 3). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na frequiéncia de atrasos cromossémicos (p>0,05) entre
os individuos expostos ao dilapiol.

29



Figura 15. Coloragédo convencional em larvas de A. aegypti. Anafase normal em larva controle (A).
Ponte anafasica (B) e quebra cromossémica (C) em células de individuos expostos a dilapiol 200
pg/mL. Anafase com atraso cromossdmico em individuo exposto a 400 pg/mL de dilapiol (D). Quebra
cromossdmica, durante a anafase de larva exposta a 400 pg/mL (E). Quebra cromossémica durante a
metafase em individuo exposto ao dilapiol 400 pg/mL (F). Aumento: x1,600.
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Tabela 3. Frequéncia de anomalias cromossdmicas (ponte anafasica, atraso cromossémico, quebras
cromossbémicas) em ganglios cerebrais de larvas analisadas pelo teste de Kruskal Wallis (1993), a
5% de significancia. As letras (*e ) na mesma linha indicam diferenga significativa para o Teste de
Kruskal-Wallis (1933).

) o Tratamentos
Anomalias cromossdmicas
Controle 200pg/mL 400pg/mL
Ponte anafasica 5122,5 2 6392,5° 7013° 0,001
Atraso cromossOmico 59842 6271,5° 6272,5° 0,214
Quebras cromossomicas 4890° 6423.5° 7214,5° 0,000

3.4.2 Anomalias cromossdmicas em pupas de A. aegypti

Observou-se em pupas pontes anafasicas (Figura 16B, C) entre os
individuos expostos ao dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL e seus controles negativo
(Figura 16A). Atraso cromossémico em anéafase (Figura 16D) e presenca de
quebra cromoss6mica em paquiteno de ovario exposto ao dilapiol (Figura 16E, F)
foram registrados.

A deteccdo de diferencas na frequéncia de anormalidades cromoss6micas
em individuos de A. aegypti expostos ao dilapiol e seus controles negativo foi
detectada pelo teste de Kruskal Wallis, que mostrou diferenca estatisticamente

significativa (p< 0,05), conforme a Tabela 4.
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Figura 16. Coloragéo convencional em células ovarianas de pupas de A. aegypti. Anafase normal em
individuo controle, bairro Cidade Nova (A). Pontes anafédsicas em pupas expostas ao dilapiol a
200pg/mL e 400ug/mL, bairro Japiim (B,C). Atraso cromossdmico anafasico de individuo exposto ao
dilapiol a 400 pg/mL (D). Paquiteno de célula de ovario com quebra no cromossomo 3, tratado com
dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL (E, F), respectivamente, bairro Japiim). x2,000.

32



Tabela 4. Frequéncia de anomalias cromossdmicas (ponte anafasica, atraso cromossémico, quebras
cromossémicas) em ovarios de pupas analisadas, pelo teste de Kruskal Wallis (1993) a 5% do nivel
de significancia. As letras (*e b) na mesma linha indicam diferenca significativa para o referido teste.

. A Tratamentos
Anomalias cromossbémicas p
Controle 200pg/mL 400pg/mL
Ponte anafésica 36682 5109,5° 5418,5° 0,000
Atraso cromossdmico 45082 4760,5° 492752 0,084
Quebra cromossdémica 34862 52292 54812 0,000
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4. Discussao

A toxicidade de extratos de plantas é uma fonte de atividade larvicida natural
gue vem sendo testada para o controle de espécies de mosquitos do género Aedes
em diversas partes do mundo (Sharma & Faruqi, 1998). A cafeina (Caffeine (CAFF —
1,3,7 — trimethylxanthina; Cg H;:N40O2), um componente natural do café, cha, guarana
e chocolate foi estudada para conhecer o seu efeito em aspectos biolégicos e seu
possivel uso como alternativa de controle de A. aegypti de Sao José do Rio Preto,
Sao Paulo (Laranja et al., 2003). Registraram-se que a cafeina bloqueia o
desenvolvimento de A. aegypti na fase larval, inibindo a producdo de adultos.
Laranja et al. (2006) testaram, novamente, a cafeina para mostrar o seu potencial na
mortalidade de larvas e pupas e na oviposi¢cao ao longo de 9 geracdes sucessivas
de A. aegypti, de Sdo José do Rio Preto. Em atividade larvicida ocorreu reducéo
crescente da producdo de adultos nas concentragfes de 200ug/mL e 500ug/mL,
mas os dados foram estatisticamente significativos no experimento a 200ug/mL, cujo
resultado foi interpretado como auséncia de resisténcia a esse produto ao longo das
geracoes.

Consoli et al. (1989) estudaram a influéncia de 25 extratos vegetais brutos,
etandlicos, hexanicos, liofilizados, tais como Allium sativum, Jatropha curcas,
Mikania schenkii, Poinciana regia, Spatodea campanulata sobre o comportamento
de oviposicdo das fémeas de Aedes fluviatilis (Lutz) (Diptera: Culicidae) em
laboratério. Os extratos tiveram efeito repelente (p<0,05) para as fémeas na
concentracdo de 100 ppm. Componentes naturais de plantas das familias
Piperaceae e Menispermaceae, da Argentina, Bolivia, Brasil e Peru foram testados
para verificar a sua atividade inseticida e larvicida sobre A. aegypti, sendo os
extratos de plantas da familia Piperaceae, com grupos monoterpénicos na sua
composicdo, 0s que apresentaram maior atividade larvicida (95%) (Chantraine,
1998).

Outros extratos de plantas da familia Piperaceae, tais como, P. divaricatum,
Piper aduncum, P. marginatum variedade anisatum, P. callosum, P. marginatum
variedade marginatum, foram utilizados em testes de letalidade em larvas de A.
aegypti e do vetor da malaria Anopheles marajoara (Souto, 2006), que mostraram
atividade larvicida com Piper aduncum de 73% e 75% nos intervalos de 24 e 48
horas, respectivamente. Em nosso trabalho, a mortalidade de A. aegypti, segundo o

teste do X® (p>0,05) ndo mostrou diferenca significativa ao longo das quatro
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geracoes (F1, F2, F3 e F4) quanto ao seu grau de longevidade e nem quando foram
comparados os individuos (p>0,05) dos bairros Japiim, Cidade Nova e
Puraquequara.

Estudos para determinar a genotoxicidade de extratos de plantas sao
escassos. O efeito do 6leo essencial de Piper aduncum foi testado para avaliar a
mortalidade de adultos de Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera:
Chrysomelidae), por Fazolin et al. (2005). Esse extrato nas concentragées ClLso=
0,06ml de 6leo/cm? e DLsp= 0,02ml de 6leo/cm?mg foi letal para esse besouro.
Esposito et al. (2005) realizaram testes para determinar se o extrato etandlico de
Hypericum brasiliense, uma planta amplamente utilizada na area de medicina tem
atividade genotdxica, utilizando a analise da frequéncia de micronucleos e
aberracdes cromossémicas em mamiferos roedores, nas concentragdes de 50, 150
e 300 mg/Kg de peso corporal. Esse estudo mostrou auséncia de atividade
genotoxica desse extrato nesses organismos.

No presente estudo, utilizou-se o extrato dilapiol para detectar o seu nivel
de toxicidade e genotoxicidade em A. aegypti das trés localidades estudadas. A
mortalidade dos individuos de A. aegypti expostos as concentracdes de dilapiol
(200ug/mL e 400ug/mL) e seus controles negativo foi significativa (p<0,05) nas
localidades quando estas foram comparadas entre si. Porém, os dados nao foram
significativos entre as concentragdes (200pg/mL e 400 pg/mL) nas trés localidades.
Esses resultados suportam os de Pohlit et al. (2004), que registraram efeito
sinergistico positivo do 6leo dilapiol em larvas de A. aegypti. A toxicidade do dilapiol
estd provavelmente relacionada a sua composicéo rica em safrol, lignina e sarisan
(Huang & Ho, 1999), cujos compostos agem inibindo a monooxigenase dependente
de citocromo P450, ocasionando acumulacdo de metabdlitos toéxicos nesse mosquito
(Bernard, 1990).

Os dados de oviposicdo em fémeas de A. aegypti do presente estudo,
mostraram efeito do dilapiol como agente redutor da sobrevivéncia e no nimero de
ovos, cujo maior indice de mortalidade ocorreu durante o periodo de 36 horas. Esse
resultado suporta a premissa de Souto (2006), que observou uma maior atividade
larvicida do dilapiol (73% e 75%) nos intervalos de 24 e 48 horas, em larvas de A.
aegypti e Anopheles marajoara, respectivamente. Em nossos resultados, a
diminuicdo do indice de mortalidade observado, imediatamente apds 36 horas,

prolongando-se até 48 horas nao suportam os dados de Fazolin et al. (2005), os
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guais observaram que pequenas mudancas na concentracdo do dilapiol produzem
grandes diferencas no indice de mortalidade. O 6leo de Piper aduncum é rico em
lignina, cuja acdo possui uma vida média curta e, pelo seu carater volatil, este sofre
rapida degradacdo em presenca de luz, calor, umidade (Simdes et al., 1999). As
caracteristicas proprias desse extrato, podem ter causado o decréscimo da sua
atividade em A. aegypti apds 36 horas de exposicao.

Apesar dos nossos resultados terem sido obtidos em condi¢des laboratoriais,
a possibilidade de o dilapiol promover incremento na resisténcia de A. aegypti
expostos a esse produto ndo deve ser descartada. Esses dados indicam que o
dilapiol é uma fonte alternativa promissora no controle de A. aegypti, que carece da
continuidade do seu estudo.

Considerando os cromossomos de mosquitos do género Aedes, estes
possuem caridtipo 2n=6 cromossomos. S&o Uteis para o estudo de aberracdes
cromossbmicas, pois apresentam baixo nimero e pequeno tamanho (Mc Donald &
Rai, 1970). Na literatura existem poucos estudos utilizando microndcleos e
aberracdes cromossdmicas no campo da genética toxicolégica, como mecanismos
avaliadores de genotoxicidade em insetos.

Os microndcleos, também chamados de “satélites” ou elementos
cromossOmicos extras, tém sido bastante estudados em roedores e peixes. Em
eritrécitos jovens de roedores foram observadas correlagbes entre o aparecimento
de microndcleos (MNs) e de aberracbes cromossémicas, quando foram tratados com
0 composto Trenimon, para teste de mutagenicidade (Matter & Schmid, 1971).
Relataram-se o efeito mutagénico do mercurio em eritrocitos de Prochilodus
nigricans (detritivoro), Mylossoma duriventris (omnivoro) e Hoplias malabaricus
(piscivoro) dos rios Madeira e Solimdes, da bacia amazbnica, pelo teste do
micronucleo (MNT) (Porto et al., 2005). Os resultados mostraram alta frequiéncia de
microndcleos em peixes do rio Madeira em comparacdo a uma baixa freqiéncia
encontrada nas mesmas espécies do rio Solimfes. Para os autores, o MNT pode ser
atil para indicar a genotoxicidade do mercuario nesses peixes em rios da Amazonia.

Matsumoto et al. (2006) avaliou a genotoxicidae e mutagenicidade de agua
contaminada com crémio, utilizando o teste de micronucleo em peixe (Oreochromis
niloticus) e raiz de cebola, em corrego de Bagres, em Franca, estado de Sao Paulo.
Os autores registraram forte efeito genotoxico desse metal em células eritrociticas

de Oreochromis niloticus e em raiz de cebola expostos com altos niveis de crémio
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(0.01mgL™). Foram encontradas aberragdes cromossdmicas, microntcleos,
irregularidades anafasicas e células binucleadas.

Por meio de estudos de citogenética classica, micronucleos foram registrados
em mosquitos dos grupos Orthopodomyia e Toxorhynchites (Breland,1961;
Kitzmiller, 1963), Aedes atropalpus (Rai, 1963), Aedes vittatus (Rai, 1966),
Psorophora signipennis (Mukherjee et al., 1970), A. aegypti (Lima-Catelani &
Bicudo,1994) e Aedes fluviatilis (Lima-Catelani & Bicudo, 1995). Breland (1961)
inferiu que os micronucleos desapareceriam apés a préfase, devido a condensacao
dos cromossomos em metafase. Porém, os micronucleos foram encontrados em
telofase de A. aegypti, por Lima-Catelani & Bicudo (1994).

No presente estudo, em A. aegypti detectou-se micronuicleos em células
interfasicas, metafésicas dipléide e tetrapldide e em anafase. Observou-se, também,
um ou mais nucleos (cromatina condensada), anormalidades nucleares,
cromossomos fragmentados e retardatarios, pontes anafasicas, quebras
cromossOmicas. O dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL pode ter causado dano
cromossoémico estrutural (fragmento) ou no aparelho mitético de A. aegypti,
evidenciado pela diferencas significativas na frequéncia de microndcleos,
anormalidades nucleares, células polinucleadas, pontes anafasicas, atraso
cromossbmico em anafase e quebras cromossdmicas (p<0,05) entre os individuos
expostos ao Dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL comparados aos individuos controle.
N&o foi encontrado na literatura o nimero de MNs que possa ocorrer por acao
induzida de agentes genotoxicos derivados de plantas neste inseto.

Quebras cromossdmicas observadas em A. aegypti aparentemente estdo
associadas a constricdo secundéaria do cromossomo 3 (Bianchi et al., 1972; Lima-
Catelani & Bicudo, 1994), cujo sitio € considerado fragil. Mesmo com a falta de
estudos do extrato de dilapiol em abordagem citogenética em mosquitos, infere-se
gue o seu potencial genotéxico pode ter ocorrido por diferentes causas nesses
individuos, levando a desespiralizacdo e quebras da molécula de DNA nuclear,
evidenciadas na producédo de fragmentos acéntricos (micronucleos), anormalidades
nucleares e aberracdes cromossdémicas estruturais.

Os nossos resultados suportam essa premissa ja que nas concentragdes de
dilapiol a 200 pg/mL e 400 pg/mL foram mantidos os padrbes de anormalidades

nucleares, freqiéncia de micronucleos e anomalias cromossdmicas. Esse resultado

37



foi interpretado como auséncia de resisténcia de A. aegypti exposto a esse produto
ao longo de quatro geracdes.

Além da continuidade, sugere-se o aprofundamento de estudos do dilapiol
em A. aegypti por meio de ferramentas da biologia molecular, para entender melhor

o0 seu efeito genotdxico, nesse mosquito transmissor do virus dengue.
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5. Conclusdes

A mortalidade de A. aegypti (geracdes F1, F2, F3, F4) nas concentragtes de
dilapiol 400pg/mL e 200ug/mL, foi de 44% e 42%, respectivamente.

Determinou-se que o dilapiol reduziu a oviposicdo em A. aegypti nas

concentracdes de 200ug/mL e 400ug/mL em relagcéo aos individuos controle.

Detectou-se 0 potencial genotoxico do dilapiol como agente indutor de
micronucleos, anormalidades nucleares e anomalias cromoss6micas (quebras
cromossbmicas, pontes anafasicas, atrasos anafasicos) em células de

cérebro de larva e ovario de pupa de A. aegypti.

O teste do micronucleo mostrou-se util para indicar a genotoxicidade do

dilapiol em A. aegypiti.

Auséncia de resisténcia ao dilapiol foi observada em A. aegypti ao longo de

quatro geracoes.
O efeito do dilapiol em A. aegypti mostrou que esse mosquito € um

bioindicador util, para estudos da genotoxicidade e biomonitoramento

ambiental, considerando a sua importancia como vetor do virus dengue.
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