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Estudo citogenotoéxico do biomarcador éter propil dilapiol em Aedes (Steg

Aegypti (Diptera: Culicidae) Manaus, Amazonas.

Resumo (250 a 400 palavras)

O Aedes aegypti ¢ um mosquito de grande importincia para sadde piblica, devido ao seu papel

vetor das enfermidades conhecidas como dengue, febre amarela, febre chikungunya e zika 1
Para o controle de mosquitos de importincia médica, como o A. aegypti sdo utiliz
principalmente inseticidas sintéticos, das classes piretréides e organofosforados. Entretanto, e
classes de inseticidas vém provocando resisténcia a diversas espécies de mosquitos veto.
Compostos naturais a base de plantas como o dilapiol e seus derivados semissintéticos como o é
propil dilapiol tém sido tteis como novas alternativas ao controle de insetos vetores. O objetivo des
estudo foi analisar os efeitos genotéxicos e mutagénicos do composto éter propil dilapiol em niclec
interfasicos e metafésicos de neuroblastos e ovdcitos de A. aegypti por duas geragdes consecutiva
(F1 e F,). Foram capturados larvas e ovos de 4. aegypti no bairro Sao José 3, Manaus, AM (S
03°08°33.5” W 060°01°13.5”). Os mosquitos foram submetidos a bioensaio com o0 semissintético
Eter propil dilapiol, para avaliar seu potencial genotéxico sobre larvas e adultos (geragoes F1 e F2).
As larvas de A. aegypti foram expostas a diferentes concentracoes de Eter propil dilapiol 20 pg/mL e
40 pg/mL(ensaio genotéxico), durante 4 horas. A genotoxicidade do Eter propil dilapiol foi analisada
em preparacOes citologicas de cérebros de larvas e de ovarios de fémeas adultas, ap6s exposi¢ao
machos e fémeas cruzaram, para formagao das geragoes (F1 e F2). No controle foi utilizado DMSO
0,05% em 4gua potavel. As analises das preparacdes citolégicas apresentaram efeitos genot6xicos
em nicleos interfasicos de neuroblastos e ovdcitos (formagao de micronicleo, brotamentos, células
poli nucleadas e outras mas-formagdes), e em células metafasicas (quebras cromossémicas), essas
anomalias mostraram resultados significativos quando comparado aos individuos, conforme o teste
estatistico Tukey (One-way ANOVA). O aumento significativo na frequéncia de anomalias nucleares
de A. aegypti mostrou, que o composto Eter propil dilapiol causou efeitos genotéxicos no genoma
desse mosquito. Novos estudos sdo essenciais para esclarecer os mecanismos especificos de acdo
desse composto, visando a sua aplicagdo diretamente no campo, para o combate a esse principal
vetor da Dengue no Brasil e no mundo.
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INTRODUCAO

A dengue € a principal virose transmitida por mosquitos, que acomete os humanos (Kuhn ef al.
2002; Ross, 2010). Esta arbovirose tem como vetores 0os mosquitos do género Aedes tais como o A.
aegypti e A. albopictus (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002). Ela ocorre e se
dissemina especialmente nos paises tropicais, onde as condi¢coes do meio ambiente favorecem o
desenvolvimento e a proliferacdo do mosquito vetor. A doenca é causada por um virus da familia
Flaviviridae, que apresenta quatro sorotipos virais: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4.

Os primeiros registros de dengue no mundo foram feitos no fim do século XVIII, no Sudoeste
Asiético, em Java, e Estados Unidos, na Filadélfia. Mas a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) s6
a reconheceu como doenga neste século (MS, 2002). No Brasil, a histéria do mosquito Aedes aegypti
provavelmente comeca com os navios negreiros. A partir de sua reintroducdo em 1976 sua expansao
toma dimensdes assustadoras, ao ponto de, no ano de 2002, ter sido relatada a presenca da doenca em
24 unidades federadas do pais (MS, 2002).

O mosquito 4. aegypti é originério da Africa, provavelmente da regido etiépica. Foi disseminado
por todo continente Americano pelo préprio homem, através do transporte dos seus ovos, larvas e até
do mosquito adulto em navios, avides e veiculos terrestres. No mundo moderno o 4. aegypti se
adaptou facilmente as 4reas urbanas e vive preferencialmente dentro das casas ou perto delas, uma
vez que 14 encontra melhores condi¢des para sua reproducdo: sangue humano e depésitos com édgua
(Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994).

De acordo o Ministério da Saide (2017), até a Semana Epidemioldgica (SE) 19 (1/1/2017 a
13/05/2017) foi registrado 144.326 casos provaveis de dengue no Brasil. A gravidade dessa
- enfermidade est4 nas limitagGes para o seu tratamento, por auséncia de vacina contra o virus Dengue
e, principalmente, pela inefic4cia de controle do 4. aegypti, o seu principal vetor, que € realizado com

inseticidas sintéticos (Ross, 2010).

Para a identificacio taxondmica desta espécie, sdo utilizados os seguintes caracteres: torax
enegrecido, ornamentado com duas linhas retas no centro e duas linhas curvas nas laterais de cores
branco-prateadas, formando uma figura de lira (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994). O ciclo de
vida do mosquito sofre desenvolvimento holometdbolo com metamorfose completa, passando por
quatro fases distintas: ovo, larva, pupa e adultos (Forattini, 2002). Considerando dados da
citogenética desse mosquito, este apresenta cariétipo com dois pares de cromossomos autossomicos
e um par de cromossomos sexuais 2n=6 (Rafael et al, 2008).

No controle de mosquitos de importincia epidemiolégica, como o A. aegypti, sdo utilizados
especialmente inseticidas sintéticos, como os piretréides e organofosforados. No entanto, estas
classes de inseticidas vém provocando resisténcia a diversas espécies de mosquitos vetores, além de
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ambos causarem maleficios a0 meio ambiente, como desequilibrio ecolégico e danos aos seres vivos
(Polanczyk et al., 2003; Luna et al., 2004).

Nos dltimos anos, dentre as alternativas de controle de mosquitos, vérias pesquisas vém sendo
realizadas com compostos naturais a base de plantas, como 6leos essenciais e/ou seus derivados
(Pohlit et al. 2004, Rafael et al. 2008). Os estudos com derivados semissintéticos de 6leos essenciais
de plantas, com atividade biolégica, sdo de fundamental importéncia, como uma nova possibilidade
de controle de vetores de doencas de importancia médica (Pohlit ef al., 2004).

O ¢leo do dilapiol é um composto extraido da planta pimenta longa (Piper aduncum) (Figura 1).
Teve o seu potencial testado no controle de A. aegypti, onde verificou-se a mortalidade das larvas,

acompanhado de anomalias nucleares em nicleos mit6ticos e mei6ticos apds exposi¢do ao inseticida
(Rafael et al. 2008).

OCH;3
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N

Figura 1: Férmula quimica do Dilapiol (Oliveira et al., 2005).

Domingos et al. (2014) realizaram bioensaios em A4. aegypti de Manaus, Amazonas, com 0
semissintético éter etil dilapiol (1KL39-B) e éter n-butil dilapiol (1KLA43-C) extraidos do dilapiol
(Figura 2), em concentracdes diferentes daquelas utilizadas por Rafael et al. (2008), para analisar o
seu efeito téxico, genotéxico e de resisténcia a esses compostos. Os resultados encontrados em duas
geracoes (F1 e F2) de A. aegypti mostraram elevados indices de mortalidade e, também, efeitos
genotoxicos na forma de anomalias em nicleos interfasicos de neuroblastos e ovécitos, em relacao
aos individuos controle (larvas e adultos).

Figura 2: Eter etil dilapiol (1LK39B) Eter n-butil dilapiol (1KL43-C)

O semissintético E-isodilapiol 2KL.15 também foi extraido do dilapiol (Figura 3), como forma de
melhorar as propriedades quimicas e fisicas dessa substincia, para otimizar a sua eficiéncia no
controle de insetos (Belzile et al. 2000; Pinto, 2008). Sua atividade larvicida ja foi comprovada para
as espécies: 4. aegypti, Anopheles darlingi e Culex quiquefasciatus (Pinto, 2008).
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Figura 3: Eter propil dilapiol (Pinto, 2008)

Tendo em vista que ndo existem trabalhos publicados que comprovem seus efeitos
citogenot6xicos, nosso objetivo € determinar o efeito citogenotéxico deste composto éter propil
dilapiol em 4. aegypti, por duas geragdes consecutivas (F1 e F2).

MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, manutengiio dos espécimes

As coletas de 4. aegypti foram realizadas no bairro Sdo José 3, Manaus, AM (S 03°08°33.5” W
060°01°13.5”) (Figura 4).

Figura 4: Localizacdo do ponto de coleta de A. aegypti (Centro, Manaus-AM).

As coletas foram realizadas com o auxilio de ovitrampas, contendo solucio atrativa de capim. As
amostras de 4. aegypti coletadas em campo foram levadas ao Insetério da Coordenacio de Sociedade
Ambiente e Saide — CSAS, onde tiveram seu desenvolvimento acompanhado até a fase adulta para
identificagdo, segundo a chave taxonémica para mosquitos de Consoli e Lourenco-de-Oliveira,
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(1994). Os mosquitos identificados foram transferidos em casais para gaiolas, para cruzamento e
obtencdo da geracao F1, submetidas a bioensaio com o semissintético éter propil dilapiol.

2. Obtengédo da Colonia F,

Ap6s identificagdo, as formas imaturas capturadas em campo foram colocadas em vasilhas
esmaltadas preenchida com 1/3 de seu volume com &4gua potidvel. A alimentagdo das larvas foi
realizada com racdo comercial para peixe, dosada de acordo com padronizacido do laboratério de
malaria e dengue no INPA. As larvas ao atingirem o estagio de pupas foram separadas em bandejas
plésticas apenas com 4gua e cobertas com tela. Os mosquitos adultos (machos e fémeas) que
emergiram foram transferidos para gaiolas para cruzamento, onde os machos foram alimentados com
solugdo agucarada (10%) e a as fémeas com sangue de hamster (Mesocricetus aureatus),
previamente. As fémeas depositaram seus ovos em copos plasticos revestidos internamente com
papel filtro e preenchidos com 4gua em 1/3 de seu volume. Desses ovos (geragdo F;) eclodiram

larvas, que ao atingirem o 3° estddio foram submetidas a bioensaio com a substancia éter propil

dilapiol.

Bioensaio

No bioensaio com a colonia F; foram utilizadas duas concentragdes do semissintético éter
propil dilapiol em 4. aegypti, previamente padronizadas (Santos, 2016). Um total de 160 larvas (3°
estddio) de A. aegypti com cinco réplicas, contendo dez larvas em cada uma foram expostas nas
concentragdes de éter propil dilapiol (20 pg/mL e 40 pg/mL) em DMSO, além das amostras controle
negativo em 4gua potével e DMSO (5%), por quatro horas. Apds o bioensaio, cérebros de 20 larvas
de 3° estddio de cada concentragio e de 20 larvas de cada amostra controle foram utilizados nas
preparagdes de cromossomos mit6ticos. As demais larvas sobreviventes foram transferidas para

vasilhas esmaltadas com agua potével e alimento.

O restante das larvas completou o seu desenvolvimento em agua potével até a fase adulta, que

foram utilizadas nas confecgdes de ldminas (cromossomos meiéticos).
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2.4 Preparacdes citolégicas da geracio F,

Foram realizadas as preparagoes de cromossomos mit6ticos, a partir de cérebros de larvas de

3° estddio (n=10) e fémeas adultas (n=10) de cada bioensaio, e dos individuos controle, segundo
Imai et al. (1988).

Para os cromossomos meiéticos, um total de 10 fémeas adultas (do bioensaio) e 10 fémeas

(controle) tiveram abdomen dissecado, para a preparagao de laminas de ovario.

2.5 Obtencio da colonia F,

ApGs as preparagdes citolégicas, com os adultos que restaram do bioensaio (3.3) formaram
casais e foram transferidos para gaiolas, para cruzamento e oviposigdo. Os adultos (machos) foram
alimentados com solugdo acucarada (10%) e as fémeas, com sangue de hamster (Mesocricetus
aureatus). Copos plésticos foram preenchidos com 4gua em 1/3 de seu volume e revestidos
internamente com papel filtro, para deposicio dos ovos pelas fémeas. Os resultados dos cruzamentos
geraram ovos, que foram depositados em papel filtro originando a geragdo 2 (F,). A partir desses

individuos foi realizado o bioensaio éter propil dilapiol, conforme o item 2.3 (acima citado).

2.6 Avaliagido da genotoxicidade

A avaliagdo da genotoxicidade foi feita a partir das frequéncias de anomalias nucleares
(interfasicos e metafésicos) encontradas em niicleos de neuroblastos e de ovécitos. A observagio dos
nicleos foi realizada em microscépio de luz Axioplan Zeizz, por meio de objetiva de imersdo de

100X, e as microfotografias serdo realizadas pela AxioCam MRc.

RESULTADOS E DISCUSSAO
5
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Em neuroblastos de larvas em 3° estddio e ovécitos de fémeas adultas expostos ao Eter propil dilapiol
nas concentragdes 20ug/mL e 40pg/mL foi detectada a presenca de nicleos interfasicos normais,

brotamento celular, células com formacdo de microndcleo, niicleos segmentados e células

polinucleadas (Figura: 2).

Figura 2: Preparagdes citoldgicas de neuroblastos (B e C) e de ovécito (A e D) corados com Giemsa (pH 5,8) e orceina-

lacto-acética (2%). A — Niicleos segmentados (seta); B — microndcleo; C — célula com ma-formagdo; D — brotamento
(seta). Aumento: 1000 e 1600x.

Nos nicleos em divisio de neuroblastos e ovdcitos, foi registrado a presenca de nicleos
metafésicos normais nos individuos controle. Em contrapartida, os individuos expostos ao Eter propil
dilapiol nas concentracdes 20 pug/mL e 40 pg/mL foi observado quebras cromossomicas e pontes
anafésicas. (Figura: 3).
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Figura 5: Nicleos em divisdo celular de neuroblastos (A, B e C) de Aedes aegypi corados com Giemsa (pH 5,8) e

orceina-lacto-acética (2%). A — niicleo metafasicos (normais); B e C — quebra cromoss6mica (seta). Aumento: 1000 e
1600x.

O gréfico (A- neuroblastos e B- ovdcitos) mostra a frequéncia de anormalidades nucleares (%)
para os nicleos analisados por lamina (n=1000). As letras diferentes a, b e ¢ mostram variagdo
significativa dos tratamentos 20pg/mL e 40ug/mL do Eter propil dilapiol + DMSO em relacao ao
controle negativo (dgua + DMSO). As letras que se repetem (letras iguais), indicam variagdo nao
significativa segundo ANOVA e teste de Tukey (p > 0,05). A frequéncia média de anomalias variou

significativamente quando comparada ao controle negativo e entre os individuos tratados e as geragoes.

Neuroblastos Ovécitos
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Rafael et al. (2008) evidenciaram em larvas e pupas de 4. aegypti a agio genotéxica do
dilapiol, um composto basico da sintese do Eter propil dilapiol, em nicleos de neuroblastos e
ovocitos. Os autores também registraram um actimulo dos efeitos genotéxicos em niicleos
interfésicos (micronicleo e brotamento) e nicleos em metifase (quebras cromossémicas e outras
més formagdes) nas geracoes F1, F2, F3 e F4 de 4. aegypti, por tratamentos com o dilapiol a 200 e
400 pug/mL por 72 horas. Essas caracteristicas, também, foram observadas em A. aegypti tratado
com o Eter propil dilapiol, o qual no presente foram mais expressivas em relacio aos resultados
com o dilapiol (400 e 200 ug/mL).

A acdo genotéxica dos derivados do dilapiol, o 1KL39-B (50, 70 e 80 pg/mL) e 1KI43-C
(20, 25 e 30 pg/mL) também foi testada em larvas e fémeas adultas do 4. aegypti, de Manaus, AM,
por quatro geragoes consecutivas (Domingos et al., 2014). Esses autores registraram a presenca de
anormalidades nucleares interfasicas e metafdsicas em 4. aegypti e relacionaram o aumento na
frequéncia de anomalias a0 aumento das concentragdes dos produtos testados em larvas, por 4 horas.
Além disso, verificaram que os danos gerados ao genoma do mosquito se acumulavam ao longo de

vérias geracoes de exposi¢do a0 mesmo tratamento.

No presente estudo, o aumento das anomalias genot6xicas em A. aegypti foi observado entre
os tratamentos e nao entre as geragoes. Considerando que todas as geragdes receberam tratamentos
do Eter propil dilapiol (20 pg/mL e 40 ug/mL), durante 0 mesmo tempo de exposi¢do (4 horas),
essas anomalias podem estar associadas ao alto nivel de toxicidade das concentracdes testadas nas
larvas, ocasionando més-formacdes e morte celular, especialmente em ovécitos de fémeas adultas

tratadas com 40 ug/mL, pois apresentaram maior nivel de mé4s-formacdes nucleares.

CONCLUSAO
Foi observado em 4. aegypti tratado com o composto Eter propil dilapiol efeitos citogenotéxicos
como: micronicleos, brotamentos, células mono e polinucleadas e outras mas-formacoes, evidenciando

que este mosquito € susceptivel a esse composto.
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Estudos especificos acerca dos mecanismos de agdo desse composto fazem-se necessirios
para compreensdo diretamente no campo considerando a importincia de combate do 4. aegypti,

principal transmissor de dengue, febres amarelas e chikungunya e zika virus.
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