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RESUMO

A Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae) ocorre em abundancia no nordeste
brasileiro e tem intenso uso popular no tratamento de infecc¢des, inflamacdes e
outros processos, sem relatos de efeitos colaterais nocivos ao ser humano. Diversas
atividades biologicas sdo comprovadas como: antiinflamatoria, anticancer,
antitumoral, protetor do figado e baixa toxicidade séo relatadas para esta planta. Foi
demonstrado que o extrato aquoso de folhas de |. suffruticosa (EAFIS) inibem o
desenvolvimento da eclosé&o dos ovos, a ecdise das larvas e o efeito deterrente na
oviposicdo de mosquitos de Aedes aegypti. Com base nisso, o objetivo do estudo foi
investigar a fragilidade osmotica, propriedade citotoxica e avaliar a biologia
reprodutiva dos machos de Ae. aegypti expostos ao EAFIs. Para assegurar que o
EAFIs n&do possui toxicidade foi realizado dois experimentos preliminares: o ensaio
de fragilidade osmotica com sangue de carneiro e efeito citotoxico no ensaio Allium
cepa. Para o experimento da biologia reprodutiva de Ae. aegypti foi investigado o
desenvolvimento reprodutivo utilizando larvas de dltimo instar (L4) que foram
expostas a diferentes concentracbes do EAFIs (50pg/mL, 250ug/mL, 500ug/mL,
1000ug/mL), tendo &gua destilada como controle, apds a emergéncia foi retirado o
aparelho reprodutor para realizar medicdes. Para o experimento do comportamento
reprodutivo foram utilizados adultos machos virgens, onde foram separados em trés
grupos: grupo A — machos sem exposicao do EAFIs; grupo B — machos apos a
exposicdo de 24h do EAFIs foi realizado a copula - grupo C — machos apés a
exposicdo de 24h do EAFIs + presenca do EAFIs na gaiola durante a copula, a
concentracao utilizada foi a de 500ug/mL. ApoOs completar a exposi¢ao, um macho e
seis fémeas foram colocados na gaiola durante vinte minutos para observar o tempo
e numero de cépula. O resultado dos experimentos preliminares para a fragilidade
osmoética eritrocitaria apresentou baixo nivel de hemodlise e para a avaliacdo
citotoxica frente a Allum cepa ndo foram identificadas anormalidades
cromossOmicas. O desenvolvimento reprodutivo dos testiculos e glandulas do Ae.
Aegypti em a presenca EAFIs quando comparado ao controle ndo apresentaram
diferenca significativa. O comportamento reprodutivo dos machos de Ae. Aegypti do
grupo C apresentou aumento significativo no nimero de copulas, porém, resultou em
uma drastica diminuicdo no numero de ovos colocados pelas fémeas. Os grupos A e

B ndo apresentaram alteragcBes na coépula e oviposicdo. Diante disso, o EAFIs



demonstrou baixo nivel de toxicidade. No estudo da biologia reprodutiva de Ae.
aegypti em presenca dos volateis do EAFIs, ndo foram encontradas alteracdes
morfologicas no aparelho reprodutor, porém, afetou 0 comportamento Nno processo

de copulas.

Palavras-chave: Copulas. Aparelho reprodutor. Machos. Oviposigéao.



ABSTRACT

The Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae) occurs in abundance in northeastern
Brazil and has intense popular use in the treatment of infections, inflamation and
other processes, without reports of harmful side effects to the human being. Several
biological activities are proven as: anti-inflammatory, anticancer, antitumoral, liver
protector and low toxicity are reported for this plant. It was demonstrated that the
agueous extract of Leaves of I. suffruticosa (AELIS) inhibit the development of egg
hatching, the larvae ecdysis and the deterrent effect on oviposition of Aedes aegypti
mosquitoes. Based on this, the objective of this study was to investigate the osmotic
fragility, cytotoxic property and to evaluate the reproductive biology of Ae. Aegypti
exposed to AELIs. To ensure that the AELIs has no toxicity, two preliminary
experiments were performed: The osmotic fragility assay with lamb blood and
cytotoxic effect in the Allium cepa assay. For the experiment of the reproductive
biology of Ae. aegypti was investigated the reproductive development using larvae of
last urge (L4) that were exposed to different concentrations of AELIs (50 M g/ml, 250
g g/ml, 500 p g/ml, 1000 M g/ml), having distilled water as control, after the
emergence was removed the The reproductive apparatus to perform measurements.
For the reproductive behavior experiment, virgin male adults were used, where they
were separated into three groups: Group A — males without eafis exposure; Group B-
Males after 24h exposure of the AELIs was performed the copula-group C-males
after the exposure of 24h of the AELIs + presence of the AELIs in the cage during
copula, the concentration used was of 500 M g/ML. After completing the exposure, a
male and six females were placed in the cage for twenty minutes to observe the time
and number of copula. The results of the preliminary experiments for erythrocyte
osmotic fragility showed low levels of hemolysis and for cytotoxic evaluation against
Allium cepa no chromosomal abnormalities were identified. The reproductive
development of the testes and glands of the Ae. aegypti in the presence of AELIs
when compared to the control showed no significant difference. The reproductive
behavior of Ae. aegypti in group C showed a significant increase in the number of
copulas, but resulted in a drastic decrease in the number of eggs placed by females.
Groups A and B did not present alterations in the copulation and oviposition.

Therefore, the Eafis showed a low level of toxicity. In the study of the reproductive



biology of Ae. Aegypti in the presence of volatile AELIs, no morphological alterations
were found in the reproductive tract, however, it affected the behavior in the process

of copulas.

Keywords: Copulas. Reproductive system. Males. Oviposition.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a forma mais difundida de controle do Aedes aegypti, presente nos
programas de controle de vetores, € por meio do uso de inseticidas sintéticos.
Porém, esses apontam algumas desvantagens: baixa seletividade, danos ecoldgicos
e a selecao de populacdes de insetos resistentes (GARCEZ et al., 2013).

Para contornar estes problemas, € fundamental detectar novas alternativas de
controle com diferentes formas de acado a fim de ampliar as opcfes disponiveis de
inseticidas de uso na saude publica. O inseticida ideal deve ser eficaz, correto
ecologicamente, sustentavel e rentavel e apresentar baixa toxicidade aos mamiferos.
Além disso, ndo deverdo alterar consideravelmente as caracteristicas da dgua (DIAS
e MORAES, 2014).

Dessa forma, segundo Isman e Grieneisen (2014), pesquisas referentes ao
desenvolvimento de inseticidas botanicos, como uma alternativa de controle de
vetores, sdo indispensaveis. Plantas nativas e invasoras podem ser utilizadas na
reducdo da fecundidade, repeléncia e mortalidade de diferentes artropodes, com
resultados promissores.

A planta arbustiva Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae) ocorre em
abundéncia no nordeste brasileiro e tem intenso uso popular no tratamento de
infecgdes, inflamacdes e outros processos, sem relatos de efeitos colaterais nocivos
ao ser humano. Os estudos farmacoldgicos mostraram que extrato aquoso de folhas
de |. suffruticosa apresentam atividades: anti-inflamatéria (LEITE et al., 2003),
embriotoxica sobre embrides de camundongos (LEITE et al., 2004), antimicrobiana
(LEITE et al., 2006), antitumoral e citotoxica (VIEIRA et al., 2007) embriotoxica sobre
ovos e larvas de Ae. aegypti e atuante na oviposicao e efeitos repelente nos
mosquitos de Ae. aegypti (VIEIRA et al., 2012).

O estudo da biologia reprodutiva de machos de Ae. aegypti € fundamental para
0 estabelecimento e aprimoramento de técnicas de esterilizagdo para o controle
populacional do inseto em regides que sofrem epidemias (OLIVA et al., 2014),
especialmente utilizando produtos naturais bioativos que possuam propriedades
esterilizantes (ISMAN, 2006), como alternativa a resisténcia fisiologica e
comportamental que inameros vetores tém desenvolvido ao longo do tempo
(CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2013).
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Com base nisso, 0 objetivo do estudo foi avaliar a biologia reprodutiva dos

machos de Aedes aegypti expostos ao extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do extrato aquoso de Indigofera suffruticosa na biologia

reprodutiva de machos de Aedes aegypti.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Investigar a fragilidade osmatica e propriedade citotoxica do extrato aquoso
de folhas de I. suffruticosa,

e Elucidar os efeitos de I. suffruticosa no desenvolvimento fisico do aparelho
reprodutor de machos de Ae. aegypti;

e Avaliar a acao de |. suffruticosa no comportamento reprodutivo de machos de
Ae. aegypti expostos ao extrato;

e Verificar o efeito de I. suffruticosa na oviposicdo de fémeas copuladas com

machos expostos ao extrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O Brasil € detentor da maior diversidade do mundo, com cerca de 60 mil
espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e possui imensa
tradicdo do uso das plantas medicinais ligada ao conhecimento popular transmitido
entre geracdes. O numero de informagdes sobre plantas medicinais tem crescido
apenas 8% anualmente, nos ultimos 20 anos, mesmo com toda riqueza da flora
brasileira (FONSECA, 2012).

Planta Medicinal de acordo com a ANVISA é toda planta ou partes dela que
possuam as substancias ou classes de substancias responsaveis pela atividade
terapéutica (BRASIL, 2010).

De acordo com Ferreira et al. (2016), a utilizacdo de plantas medicinais para
fins terapéuticos perdura como uma das mais antigas formas utilizadas pela
humanidade na prevencao, tratamento e cura de doencas, e, sendo assim, 0s
recursos oferecidos pela natureza persistiram sob um carater popular, disseminados
milenarmente com propriedades terapéuticas. Logo, esses organismos vegetais com
propriedades terapéuticas sédo importantes na comunidade tradicional, mesmo nao
tendo uma informacédo sélida/cientifica das peculiaridades quimicas na maioria das
vezes, € o principal meio obtencdo de cura de determinada doenca.

Contudo, com as melhorias ocorridas no ambito da ciéncia, novas formas de
tratar e curar as doencas foram aparecendo, como o uso dos medicamentos
industrializados, gradualmente introduzidos no cotidiano das pessoas que prometiam
curar as mais diversas doengcas. Mesmo com o progresso dos farmacos sintéticos,
as plantas medicinais permaneceram como alternativa de tratamento em diversas
partes do mundo, considerando nas ultimas décadas a valorizacdo de preparacdes
a base de plantas para varias finalidades terapéuticas (TUROLLA e NASCIMENTO,
2006). Destaca-se, dentre as que apresentam grande potencial em seus metabdlitos,
representantes da Familia Fabaceae.
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2.1.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae é uma grande familia, com mais de 14.000 sp. E a terceira
familia mais numerosa dentre as angiospermas. A espécie dessa mesma familia
possui habitos variados, como arbustos, subarbustos, lianas e arvores, que habitam
diferentes ambientes. Destaca-se por apresentar folhnas normalmente compostas,
podendo ocorrer folhas simples, pinadas, bipinadas, trifoliares ou digitadas, com
estipulas que ocasionalmente se transformam em espinhos, alternas e poucas vezes
opostas (AGUIAR, 2013).

A espécie foi introduzida no Brasil e cultivada para a extracdo do corante anil
natural, utilizado na industria téxtil, considerado o mais importante corante azul para
a humanidade desde a época pré-historica. Na década de 80 foi substituido pelo anil
produzido artificialmente (SALVADOR et al., 2010).

Familia com maior diversidade de espécies dentre as angiospermas ocorrentes
no Brasil, apresentando taxa de endemismo de 54,1%, no bioma Mata Atlantica é a
segunda familia com maior diversidade, atras somente de Orchidaceae (FORZZA et
al., 2010). Nas espécies da familia Fabaceae que ocorrem na Caatinga, & dorméncia
tegumentar aparece como o tipo de dorméncia mais observada das sementes que
sdo produzidas nesse ecossistema semiarido, possuindo tegumento impermeavel
em suas sementes (MEIADO et al., 2012). Recentemente, muitos estudos tem dado
destaque ao potencial de acdo nos compostos presentes na espécie Indigefora

suffruticosa.

2.2 Indigofera suffruticosa MILL

O género Indigofera, pertence a familia Fabaceae, primeiramente descrito por
Linnaeus em 1737, apresenta cerca de 700 espécies distribuidas em regides tropical
e subtropical. No Brasil ha 15 espécies de Indigofera, podendo ser encontradas nos
estados de Pernambuco, Ceara, Rio Grande do Norte, Bahia, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Parana e algumas espécies sao achadas
em todo territério brasileiro (MOURA, VILEGAS e SANTOS, 2011). A planta
arbustiva da espécie Indigofera suffruticosa Mill, popularmente conhecida "anil" -
nome dado a coloracdo azul extraida das suas folhas — oriunda das Antilhas e

América Central, pertence a familia Fabaceae e possui facilidade de adaptacdo em
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diferentes solos, inclusive em solos pedregosos (SALVADOR et al., 2010), quer
dizer, podem se adaptar em locais de baixa produtividades e, além disso, sao
caracterizadas como organismos invasores e durante o periodo de intensa chuva,
essa planta se reproduz rapidamente, permanecendo verde durante toda a estagao
(FIGUEIREDO et al., 2012). A espécie se destaca pelo seu intenso uso popular em

processos infecciosos e inflamatérios.

2.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE Indigofera suffruticosa

A comunidade cientifica tem demonstrado grande interesse em validar as
propriedades farmacolégicas das plantas utilizadas na medicina popular,
principalmente para producdo de novos farmacos que trazem beneficios para a
industria e a populacéo brasileira.

De acordo com estudos desenvolvidos por Figueiredo et al. (2012), o extrato
aguoso de Indigofera suffruticosa, apresentou atividade hemolitica que consiste no
rompimento da hemacia e como consequéncia a liberagdo da hemoglobina no
plasma sanguineo. O estudo demonstrou que o extrato provoca anemia hemolitica e
hemoglobindria em bovinos e, experimentalmente, anemia sem hemoglobinadria em
cobaias. Sendo um resultado positivo, levantou-se a hipdtese de o pigmento
responsavel pelo principio ativo da hemdlise seja a anilina ou algum metabdlito
dessa substancia e que a anilina seja o principio ativo responsavel pela hemolise
causada por Indigofera suffruticosa.

Outra propriedade bastante importante € a anti-inflamatéria, que em plantas
medicinais sao frequentemente confirmadas na pesquisa cientifica. Esse processo é
resultante da defesa do organismo contra a invasao de "corpos estranhos" em uma
lesdo tecidual. Tanto o extrato aquoso como o extrato etandlico de Indigofera
suffruticosa demonstrou ter uma forte propriedade anti-inflamatoéria, j& que
diminuiram as expressfes dos mediadores pro-inflamatérios diminuindo a ativacéo
de NF-kB induzida por LPS (lipopolissacarideo) e inducédo da expressédo de HO-1 em
macrofagos (CHEN et al., 2013).

As relevancias dos fitoterapicos se inserem ndo somente no desenvolvimento
de drogas, fonte natural farmacolégica, mas também como fontes de matérias-

primas para base e sintese de produtos farmacoldgicos eficazes.
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Novos farmacos fitoterapicos estdo sendo bastante estudados no meio
cientifico, apresentando resultados positivos e promissores. Pesquisas com a
Indigofera suffruticosa mostraram que a fracdo alcaldide isolada das folhas na dose
de 25 mg/kg, obtida do extrato aquoso apresentou atividade protetora no figado
através de andlise histomorfolégica de animais que foram submetidos a
quimioterapia com o extrato aquoso das folhas da Indigofera suffruticosa (grupo que
possuia sarcoma e foi tratado com a fragdo), mostrando que nédo houve alteracdes
na estrutura do figado e capilares dos animais (LIMA et al., 2014).

Além do ja exposto, também se estudou a atividade de protecéo renal, e foi
comprovada através de estudo realizado por Santana et al. (2015), apds a analise
histomorfométrica dos tecidos renais de camundongos com sarcoma 180
submetidos ao tratamento diario no periodo de sete dias com extrato aquoso das
folhas, apresentou que a arquitetura renal foi preservada, sugerindo uma acéo
antitumoral do extrato.

Gracas aos resultados promissores sobre a acdo repelente ou inseticida de
Indigofera suffruticosa (VIEIRA et al., 2011), estudos voltados para testar seus
efeitos em espécies de insetos de ampla importdncia na saude publica sao
desejosos, em especial ao combate de espécies vetoras de doencas, como Aedes

aegypti.

2.4 Aedes aegypti BIOLOGIA E REPRODUCAO

O Ae. aegypti pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera,
familia Culicidae, género Aedes e tribo Aedini. Os mosquitos apresentam 0 corpo
revestido com exoesqueleto e visivelmente dividido em cabeca, térax e abdémen. A
cabeca tem formato ovoide, sendo a maior parte coberta por olhos compostos,
consistindo de um conjunto de 350 a 500 omatideos. Ainda na cabeca, encontram-se
cinco apéndices, sendo duas antenas, dois palpos maxilares e uma proboscide
(conjunto de pecas bucais, que sdo do tipo sugador) (ALMEIDA, 2011), os machos e
fémeas sdo semelhantes em aparéncia, diferenciam-se no tamanho e forma das
antenas (os machos tém antenas plumosas), palpos maxilares (fémeas tém palpos
mais curtos), abdome, garras e marcacgoes de escala (BAR e ANDREW, 2013).

Diferentemente do adulto, a larva, nas regifes do térax e abdémen, é composta

de tecidos moles e membranosos e apresenta na regido da cabeca placas
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esclerotizadas. Esses tecidos moles permitem o movimento das larvas (RUEDA,
2008). As larvas passam por quatro instares (I, IlI, Ill e IV, respectivamente) com
crescimento e mudancas de forma e tamanho ocorrendo durante o seu
desenvolvimento. O primeiro instar a larva tem cerca de 1 mm de comprimento, no
guarto estadio atinge um comprimento de aproximadamente 8 mm (SCHAPER e
HERNANDEZ-CHAVARRIA, 2006; BAR e ANDREW, 2013). O crescimento e o
desenvolvimento das larvas sdo dependentes da temperatura, no entanto, interacées
complexas com outros fatores, como disponibilidade de recursos e densidade,
também contribuem para a variagcdo na taxa de desenvolvimento (COURET e
BENEDICT, 2014). Em temperaturas frias (cerca de 15°C), as larvas de Ae. aegypti
podem permanecer em um instar por meses, desde que o suprimento de agua seja
suficiente (BRADY et al., 2013).

Os mosquitos para produzir novas geracdes utilizam a reproducédo sexual. Em
cerca de 2-3 dias apGs emergéncia, ja pode ocorrer o acasalamento, posteriormente
as fémeas fazem uma refeicdo de sangue que € necessaria para desenvolvimento
de ovos (LEHANE, 1991). As duas atividades frequentemente ocorrem e forma
simultdnea, os machos séo atraidos tanto pelo hospedeiro vertebrado quanto pelas
fémeas, facilitando acasalamento (NELSON, 1986).

Durante o acasalamento, 0 macho segura a ponta do abdémen da fémea com
sua terminalia e insere seu edeago na camara genital (bursa copulatrix). A camara é
preenchida pelo ejaculado, que por sua vez é transmitido via espermatoforo. Os
espermatozoides sdo alojados na espermateca, onde eles ficardo armazenados até
a fertilizacdo dos ovos (NELSON, 1986).

As fémeas de Ae. aegypti geralmente acasalam apenas uma vez, ja que um
unico evento de inseminacao possibilita esperma suficiente para ser armazenado
dentro do espermatoforo e a fertilizagcdo de todos os ovos que uma fémea ir4
desenvolver durante a sua vida. Além disso, as proteinas do fluido seminal do
macho durante o acasalamento tornam as fémeas nao receptivas e refratarias a
copula (SIROT et al., 2008; AVILA et al., 2011). Dessa forma, uma vez acasalada, as
fémeas de Ae. aegypti geralmente ndo sdo responsivas a acasalamentos adicionais
durante a um ou mais ciclos de postura (CATOR et al., 2009).

No entanto, resultados dos estudos de laboratério revelaram que 14% das

fémeas estdo envolvidas em multiplos acasalamentos (poliandria) dentro de um
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periodo de 48 horas (HELINSKI et al., 2012), se o espermatoforo ndo é preenchido
adequadamente.

Do ponto de vista biologico, a condicao fisiologica e 0 tempo necessario para
as fémeas realizam a digestdo de uma refeicdo de sangue, a maturacdo dos
foliculos e a subsequente oviposicdo constitui uma estratégia de competicdo
reprodutiva entre as fémeas pelos recursos necessarios para a reproducao
(WHEELER, 1996).

O ciclo gonotréfico inclui a busca pelo hospedeiro, a ingestdo de uma refeicéo
de sangue, a digestdo do sangue, a maturacdo dos ovarios. E completado com a
colocacao de ovos, uma vez que as fémeas encontraram um local de oviposicao
apropriado (BEKLEMISHEV, 1940).

2.5 EFEITO DE EXTRATOS VEGETAIS SOBRE A MORFOLOGIA DO SISTEMA
REPRODUTOR E COMPORTAMENTO REPRODUTIVO EM INSETOS

Pela busca de alternativas seguras para o controle de pragas de insetos, varios
estudos estdao sendo desenvolvidos com extratos vegetais para verificar a
capacidade dos mesmos de interferir nos processos de desenvolvimento e
reproducdo em insetos-alvo, que irdo possivelmente ajudar a descobrir substancias
promissoras no controle de pragas de insetos.

Extratos e volateis de plantas podem ter um efeito comportamental ou
diretamente sobre o potencial reprodutivo de insetos. Receptores odoriferos
presentes nas antenas também se encontram associados a mobilidade espermatica,
e contribuem ativamente na funcionalidade do sistema reprodutor masculino, em
Anopheles (mosquito-prego) (PITTS et al., 2014). Em Aedes, a coOpula induz a
producdo acelerada de proteinas especificas, através de RNA mensageiro
transferidas diretamente pelos machos (AFFONSO-PARRA et al., 2016).

Extratos de folhas e sementes de Azadirachta indica (conhecida popularmente
por nim) e Catharanthus roseus (vinca) demostraram forte atividade perturbadora
no desenvolvimento de Spodoptera litura (lagarta da folha do algodao), causando
uma deformacdo na genitdlia externa tanto em machos como em fémeas
(SUMMARWAR, 2016).

Extratos de Zingiber officianalis (gengibre) e Aframonum malegueta (grao-do-

paraiso) apresentou atividade inibitoria da reproducédo do Aphis craccivora (pulgao-
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preto) (OFUYA e OKUKU, 1994). Assim como o extrato de Acorus calamus resultou
em diminuicdo do potencial reprodutivo em Tribolium castaneum (besouro
castanho) (JOSEPH et al., 1994). Callosobruchus chinensis (besouro) apresentou
inibicdo de oviposicdo tratados com Andrographis paniculata (HERMAWAN et al.,
1993).

Concentragfes subletais de extratos de 6leo de Thevetia peruvine (chapéu-de-
napoledo), Datura strmonium (zabumba) e Acacia sp. causam alteracées no ovario
de Culex pipiens (pernilongo), potencial reprodutivo reduzido, alteragcbes na
fecundidade, vitelogénese, sintese protéica e conteudo de carboidratos e lipidios
comprometidos (HUSSEIN, 1999).

Estudo sugere que o extrato de folhas de Annona squamosa (fruta-do-conde)
interfere na reproducdo da fémea adulta Oryctes rhinoceros (besouro-rinoceronte),
desenvolvimento anormal de odcitos e vitelogénese pode levar a anormalidades
reprodutivas incluindo esterilidade. Maturagdo oocitaria retardada, vitelogénese,
coriogénese e desenvolvimento defeituoso de tecidos somaticos ovarianos (que tém
papel significativo vitelogénese) designam a eficiéncia quimioesterilizante das
plantas (SREELATHA et al., 2008).

Pesquisas durante a ultima década trouxe a luz, propriedades repelentes, anti-
alimentantes, inibidoras do crescimento e inibitorias reprodutivas de extrato de
sementes de Azadiractha indica. Os efeitos cumulativos do extrato de nim em
insetos levaram ao surgimento de um novo inseticida potencial. Mais de 150
espécies de insetos mostram efeito deterrente, 30 espécies apresentou inibicdo na
oviposi¢do, 70 inibicdo de crescimento e reproducdo quando submetidos a a
extratos alcoodlicos/aquosos de Azadiractina (KARNAVAR, 1987).

Dessa forma, extratos de origem vegetal, se apresentam como alternativa no

controle de insetos, principalmente atuando na biologia reprodutiva.

2.6 PLANTAS MEDICINAIS SOB Aedes aegypti

Na expectativa de desenvolver produtos no controle de pragas, especialmente
gue transmitam doencas, o0 uso de plantas com atividade inseticida e larvicida tem se
mostrado promissor, devido a serem ricas em substancias bioativas, principalmente
oriundas do metabolismo secundario, que sdo exclusivas para cada espécie, ou

seja, ndo apresentam distribuicdo generalizada (RODRIGUES, 2012).



25

As caracteristicas dos grupamentos quimicos estruturais dessas substancias
ou a combinacdo entre eles podem acarretar aumento ou reducdo da atividade
larvicida. Essa area de pesquisa vem crescendo e despertando interesse de muitos
pesquisadores, considerando-se que é necessario produzir inseticidas eficazes e
seguros para a populacdo e para o meio ambiente (SANTOS et al.,, 2010). Vale
destacar que esses novos compostos devem apresentar além de efeito larvicida,
devem demonstrar um efeito residual prolongado nos depdsitos/locais onde sao
aplicados. De acordo com Santos et al., (2011), essa caracteristica € importante
para a adocdo de um determinado composto em atividades de campanha de saude
publica.

Dentre os estudos realizados com espécies pertencentes a familia Fabaceae,
verificou que a Amburana cearenses (imburana-de-cheiro) (FARIAS et al., 2010) e
Bauhinia cheilantha (pata de vaca) (LUNA et al.,, 2005) apresentou expressiva
atividade larvicida sobre o Ae. aegypti. Valloto et al. (2011) ao avaliarem a acdo do
diterpeno labdano isolado da Copaifera reticulata (copaiba-branca) em larvas do Ae.
aegypti, observaram significativas alteracbes na regidao do intestino meédio, grande
vacuolizacdo citoplasmatica, desorganizacdo e degeneracao celular.

A |. suffruticosa apresentou efeito deterrente ou repelente, onde reduziu
significativamente a postura de ovos em fémeas que tinha o seu substrato embebido
com extrato aquoso da espécie em questdo, como também embriotoxicidade
causando um retardo de desenvolvimento em Ae. aegypti no meio contendo extrato
aquoso de folhas de I. suffruticosa (VIEIRA et al., 2012).

Se o papel do macho, além de transferir espermatozoides, € de acionar
fisiologicamente modificacbes fundamentais no trato reprodutivo feminino, a
descoberta de um extrato que venha a tornar deficiente a producdo de
espermatozoides ou de produtos das glandulas acessorias torna-se uma alternativa
viavel e eficiente de esterilizagdo de adultos.

Assim como extrato de |. suffruticosa tem o efeito repelente sob as fémeas de
Aedes aegypti, resultando em baixa oviposicdo, acredita-se que este mesmo extrato
possa ter efeito sobre a producdo espermatica em machos, morfologia testicular e
possivelmente efeitos adversos no comportamento reprodutivo. Esta dissertacao vai
testar as hipéteses de que 1) machos que se desenvolveram em meio com extratos e
I. suffruticosa apresentam deformacBes morfolégicas nos testiculos e glandulas

acessorias, 2) que machos expostos aos volateis de |. suffruticosa apresentam
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alteracdes comportamentais na reducdo da duracdo de copula, e 3) fémeas

copuladas com machos expostos a I. suffruticosa tem sua fecundidade reduzida.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DE Indigofera suffruticosa

A espécie Indigofera suffruticosa foi coletada em um terreno baldio no Bairro da
Varzea na cidade do Recife, em mar¢o de 2018 (Figura 1). A coleta foi realizada no
periodo da tarde, numa temperatura e umidade média de 28°C e 65%,
respectivamente. Foi catalogada no Herbario UFP — Geraldo Mariz da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE) sob o nimero 83424 no Centro de Biociéncias
UFPE.

Figura 1. Espécime Indigofera suffruticosa.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DE Indigofera suffruticosa (EAFISs)

A obtencao do extrato foi realizada através do método de maceracéo descrito
por Leite et al. (2003). As folhas secas recém-coletadas (300 g) foram reduzidas a
pequenos fragmentos. O processo de extragdo ocorreu em temperatura ambiente

por 72 horas com agua destilada numa proporcdo 1:100, e apds esse periodo o



28

extrato foi filtrado e submetido & liofilizacdo a -18 °C a 13,3 Pa para obtencdo do
liofilizado (2,389 = 0,79%).

3.3 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

3.3.1 Ensaio de fragilidade osmética

A técnica de fragilidade osmoética seguiu os procedimentos metodoldgicos
descritos por Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue de carneiro comercial foram
adquiridas da empresa Laborclin® (25 pL). Foi distribuido 5mL de solucédo salina
NaCl 0,9% em 7 tubos. No tubo O, foi adicionado 25 pL de sangue de carneiro e
encubado por 30'. Os tubos seguintes, de 1 a 6 receberam as respectivas
concentracfes do extrato aquoso em andlise: 50ug/mL, 100ug/mL, 250ug/mL, 500
pug/ mL, 750 pg/ mL, e 1000 pg/ mL. Em seguida, cada tubo recebeu 25 pL de
sangue de carneiro e forma encubados por 30’. Apds esse periodo, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a forca de 3 500 G durante 15 (Figura 2). Em
seguida, o sobrenadante foi lido no espectrofotbmetro Bioplus com comprimento de

onda 540nm, para obter a absorbancia resultante. O percentual de hemolise baseou-

Ab. . 100%

se na formula: % =
1,49

Figura 2. Avaliacdo qualitativa de hemdlise, tratamentos apds
centrifugacéo.

Para controle negativo utilizou-se solucéo isoténica de cloreto de sodio 0,9% e
0 controle positivo com agua destilada, os quais foram submetidos aos mesmos

procedimentos empregados nas amostras testes. O ensaio foi realizado em triplicata
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e o percentual hemolitico foi definido com controle positivo sendo designado como
100%. O grau de hemdlise foi avaliado, qualitativamente, pela tonalidade
avermelhada (hemdlise) no sobrenadante obtido apos a centrifugacdo. Foram
atribuidas em relagéo a intensidade de hemodlise, onde uma cruz (+) indica ligeira
hemodlise, duas cruzes (++) hemodlise significativa e trés cruzes (+++) indicam

hemolise intensa.

3.3.2 Ensaio Allium cepa

O experimento foi realizado seguindo os procedimentos metodologicos de
(Guerra & Souza, 2002) com adaptacdes. Bulbos de cebola foram obtidos em um
mercado local e escolhidos de acordo com seu tamanho (aproximadamente 3,5
didmetro cm) e aparéncia. Os catéfilos externos e raizes antigas foram removidas
com cuidado, e os bulbos foram lavados, secos e mantidos em geladeira a 4 °C até
a inicio do experimento. O tratamento foi simultdneo, para cada concentracéo,
incluindo o controle positivo, cinco bulbos foram usados. Eles foram colocados em
frascos cheios com solucdo de EAFIs nas concentracdes de 50 pug/ml, 500 pg/ml,
1000 pg/ml, com 5 repeticdes cada, o controle negativo foi realizado com &gua
destilada (Figura 3). Avaliacdo do comprimento das raizes foi realizada durante
96hs. Trés maiores raizes foram medidas por bulbo com auxilio de um paquimetro,
coletadas, lavadas em agua destilada, hidrolisadas com HCI a 1mol/L por 10
minutos. Elas foram entdo esmagadas e colocadas em laminas com uma gota de
acido acético a 45% durante 5 min. As raizes eram depois coradas com 15% de
hematoxilina por 15 min para cada concentracdo do extrato e controle, dez
preparacoes foram analisadas (1000 células por concentracdo e controle) um teste
‘cego” com ampliagdo de x1000. O calculo de indice mitético (IM), que foi
estabelecido relagdo entre o numero de células em divisdo e 0 numero total de

células analisadas. Para o IM foi realizada a seguinte equacao:

IM=NCM/NTC X 100
NCM: nimero de células em mitose
NTC: namero total de células contabilizadas
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A partir dos valores obtidos na equacdo acima, € possivel avaliar o potencial

citotoxico das amostras, em inibir ou aumentar a proliferacdo celular.

Figura 3. Espécimes expostas as concentracdes do extrato e grupo controle.

3.4 ESTUDO DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Aedes aegypti

3.4.1 Efeitos de I. suffruticosa no desenvolvimento fisico do aparelho
reprodutor de machos de Ae. aegypti

Para a realizacdo dos ensaios biologicos utilizaram-se larvas no quarto instar
do Ae. aegypti, provenientes de uma colbnia estabelecida no Laboratorio de
Cancerologia Experimental, da Universidade Federal de Pernambuco, a partir de
ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artropodes e Vetores (LAFICAVE), da Fundagdo Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro.
Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada com média temperatura de
27°C e umidade média de 70%.

Larvas de instar L4 foram individualizadas em recipientes de 10 mL, com
solugcdo aquosa em diferentes concentracées do EAFIs (50ug/mL, 250 pg/mL, 500
pg/mL, 1000 pg/mL), tendo agua destilada como controle (Figura 4). Foram
utilizadas 30 repeticbes para cada concentracdo do extrato, da mesma forma no

grupo controle.
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Figura 4. Larvas L4 expostas a concentracdes do EAFIs (50ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pg/mL) e grupo controle (dgua destilada).

— — e

Apbs 36 a 48 horas da emergéncia, os machos foram individualizados e
dissecados com auxilio de uma lupa para retirada de seu aparelho reprodutor. Os
testiculos e as glandulas acessorias foram realizados micrografias com microscopio
Optico com camera acoplada ZEISS Axio Imager 2 for Materials Research Your
Motorized Microscope Platform, do Laboratério de Microscopia Eletronica (ME), no
LIKA, Fiocruz-PE. As medidas de comprimento e largura das glandulas e testiculos
foram feitas utilizando-se o software ImageJ com a escala 1,29um, padronizada para
todos os grupos analisados. Considerou-se como comprimento a maior distancia
entre a extremidade do testiculo e sua ligacdo com o vaso deferente, e largura a
maior distancia entre as extremidades perpendiculares ao comprimento (Fig. 5).
Quando a posicao do testiculo e/ou glandula ndo estava linear, foram realizadas
mais de uma medida para obtengdo de um valor mais preciso. Para se calcular o

volume dos testiculos e glandulas, foi assumido que suas formas espaciais sdo a de
um elipsoide. A formula original do volume de um elipsoide é dada por gnabc, sendo
a=comprimento, b=largura e c=altura. Nas medi¢cdes realizadas, assumiu-se que as
distancias para a largura (b) e a altura (c) sdo as mesmas, de forma que
consideramos b = c. Entdo, a férmula foi adaptada para gnab2 .

Para avaliar o impacto das concentragfes do extrato sobre o desenvolvimento
testicular de Ae. aegypti, utilizou-se os dados de volume de cada um dos testiculos e
calculou-se a assimetria entre eles, com base na diferenca de volume do maior para

o menor. Neste célculo, a auséncia de assimetria entre os testiculos € igual a zero, e

0 aumento da assimetria é representada por nUmeros crescentes.
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Figura 5. Esquema das medi¢des do aparelho reprodutor de Ae. aegypti.

As setas que indicam a medida de comprimento estdo representadas pela letra “A”. As setas que
indicam a medida de largura estao representadas pela letra “B”.

3.4.2 Acéo de I. suffruticosa no comportamento reprodutivo de machos de Ae.
aegypti

Para a realizacdo do comportamento reprodutivo utilizaram-se adultos virgens
(machos/fémeas) Ae. aegypti. Foi testada na concentracdo de 500ug/mL e utilizou-
se gaiola experimentais para observacdo das coOpulas. Para cada tratamento foram
utilizados 40 adultos (entre 6 e 10 dias de idade) de Ae. aegypti (20 machos e 20
fémeas) (Figura 6). Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada com
média temperatura de 27°C e umidade média de 70%. Vinte (20) machos foram
separados para cada tratamento: grupo A — machos sem exposi¢cédo do EAFIS; grupo
B — Machos, apés a exposicédo de 24hs do EAFIs foi realizado a copula - grupo C —
Machos, apos a exposicdo de 24hs do EAFIS + presenca do EAFIs na gaiola
durante a cépula.

Foram observados durante 20 minutos o comportamento das cépulas de um
macho e seis fémeas. Na sequéncia do tratamento apds o tempo determinado cada
macho foi substituido, totalizando 6 substituicbes, em seguida seis fémeas foram
substituidas com réplica do tratamento. Todas as observacfes foram realizadas
entre 12:00h e 16:00h, horario de maior atividade do mosquito. O experimento de
observacéo ocorreu a partir da colocagcdo do macho na gaiola, o inicio das copulas e
0 numero de copulas foram registrados. As fémeas foram separadas e colocadas em

uma gaiola por tratamento com um pequeno funil de papel filtro no fundo com um
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pouco de 4gua, como sitio de oviposi¢do. Os ovos das fémeas de cada tratamento

foram contados.

Figura 6. Gaiola contendo machos expostos a solucdo aguosa, e fémea sem exposicdo ao extrato.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Ensaios preliminares:
A analise estatistica foi realizada pelo teste de ANOVA, seguido de teste T,
com nivel de probabilidade <0.05 foi considerado significativo estatisticamente,

utilizando o software estatistico GraphPad Prism 5.

Analise do desenvolvimento fisico do aparelho reprodutor:

Os dados foram testados para normalidade com o teste de Shapiro-Wilks e
homogeneidade da variancia. Na hipétese que nenhum desses dois parametros
fossem contemplados foram utilizados testes ndo paramétricos. Nesta situacdo, as
andlises foram feitas utilizando Modelos Lineares Generalizados (GLM). Nos casos
gue houve sobre dispersdo dos dados, novos modelos foram criados com a devida
correcdo. Para dados de contagem (numero de ovos) assumiu-se a distribuicdo de
Poisson.

Para o desenvolvimento do sistema reprodutor foi calculado a média do volume
e assimetria dos testiculos e volume das glandulas acessoérias em relagcdo aos

tratamentos.

Andlise do comportamento reprodutivo:
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Para os dados de comportamento foi calculada a média do tempo de copulas, a
média do numero de coOpulas, e a funcdo da média do numero de cépulas pelo
tempo de copulas. Foi avaliada a relacdo entre o numero de copulas com o tempo
médio de copulas, em funcdo dos machos virgens sem exposi¢do ao EAFIs, machos
virgens com exposicdo ao EAFIs 24 horas antes dos testes comportamentais e
machos virgens com exposicdo ao EAFIs 24 horas antes e durante os testes

comportamentais.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

4.1.1 Ensaio de fragilidade osmotica

A tabela 1 representa o efeito do EAFIs nas diferentes concentracfes
(50ug/mL, 100pg/mL, 250pug/mL, 500ug/mL, 750ug/mL, 1000pg/mL), submetido ao
ensaio da fragilidade osmdtica frente a sangue de carneiro. O resultado do efeito do
EAFIs nas concentracOes repetidas sobre sangue de carneiro foi avaliado
gualitativamente, a acdo hemolitica no sobrenadante que permaneceu transparente
enquanto que no precipitado ndo apresentou hemdlise das células, caracterizando
integridade das hemaéacias, sendo similar ao controle negativo. Em relagcdo ao
controle positivo, sobrenadante apresentou tonalidade avermelhada caracterizando

acao hemolitica.

Tabela 1: Avaliagdo da acao hemolitica do EAFIs.

Tratamento Concentragdes (ug/mL) | Hemodlise
EAFIs 1000 pg/mL -
EAFIs 750 pg/mL -
EAFIs 500 pg/mL -
EAFIs 250 pg/mL -
EAFIs 100 pg/mL -
EAFIs 50 pg/mL -
Controle (+) Agua destilada ++
Controle (-) Cloreto de sédio 0,9 % -

Legenda (-) auséncia de hemdlise, (+) ligeira hemdlise, (++) hemélise significativa,
(+++) hemolise intensa.

A figura 7 expressa a curva resposta nas diferentes concentragdes (50ug/mL,
100pg/mL, 250pug/mL, 500ug/mL, 750ug/mL, 1000ug/mL) do EAFIs na leitura do
espectrofotdbmetro onde o sobrenadante permaneceu entre 9-10% apresentando
baixas porcentagens de hemodlise. Caracterizando que nao houve diferenca

significativa entre as concentragdes utilizadas.
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Figura 7. Curva dose-resposta mostrando porcentagens hemoliticas de eritrocitos em
presenca do EAFIs.
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4.1.2 Ensaio Allium cepa

Além dos parametros da citologia comum, tais como indice mitotico e
anormalidade dos cromossomos, 0 parametro macroscopico do crescimento
radicular de Allium cepa foi também investigado. A Tabela 2 mostra os resultados do
indice mitotico, atividade mitotica e anormalidades cromossémicas que ndo foram
encontradas no meristema de Allium cepa sobre os diferentes tratamentos. A analise
estatistica ndo indicou nenhuma mudanca na atividade mitética. O efeito citologico
examinado do grupo controle durante o processo da divisao celular apresentou
percentuais: préfase (8,8%), metafase (1,8%), anafase (1,9%), tel6fase 0,8%), em
relacdo as concentracdes de 50 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pug/mL do EAFIs nas
durante a diviséo celular: préfase (13,5%;19,8; 16,3); metafase (2,4 %; 1,4%; 1,0%)
anéafase (0,9%; 09 %; 0,2%) e telofase (0.7; % 0,6%; 03%) respectivamente. Por sua
vez o indice mitético ndo apresentou diferenca entre os percentuais dos tratamentos:
controle (13,3%) e EAFIs nas concentracdes de 50 pg/mL (17,2%), 500 pg/mL
(22,7%) e 1000pg/mL (17,8%).
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Tabela 2 - Efeito citolégico do EAFIs durante o processo de divisdo celular da raiz de Allium cepa.

Tratamento Total de Total Ml % | Profas | Metafase | Anéfas | Teléfase | Total
células mitose e% % e % % de
examinadas interfas
e
Controle 1000 113 13,3 8,8 1,8 1,9 0,8 877
50 pug/mL 1000 175 17,5 13,5 2,4 0,9 0,7 878
500 pg/mL 1000 227 22,7 19,8 1.4 0,9 0,6 806
1000pg/mL 1000 188 17,8 16,3 1,0 0,2 0,3 804

Observacdes citolégicas das células durante as fases de divisdo celular
(interfase, préfase, metafase, anafase e teldfase) das raizes de Allium cepa do
controle em relagéo as diferentes concentracdes do EAFIs foram similares. N&o foi
encontrada nenhuma anormalidade cromossdémica ou alteracdo nas fases das

divisbes celulares (Figura 8).

Figura 8. Fotomicrografias das células das radiculas de Allium cepa em presenca do EAFIs.

[ea

Controle negativo (A), EAFIS nas concentra¢fes de 50 pg/ml (B), 500 pg/ml (C) e 1000 pg/ml (D). P-
Profase; M-Metafase; A-Anéfase; T-Teldfase; |- Interfase. Ampliacdo - 1000X.

A tabela 3 mostra os resultados do efeito do EAFIs no crescimento das raizes
de Allium cepa. A andlise estatistica indicou que houve diferenca entre 0s grupos
tratados e controle. O crescimento das raizes do controle negativo (4,06+0,85),

guando comparado com o0 extrato na concentracdo de 50 pg/mL(4,68+1,85) néo
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apresentou diferenca significativa. Contudo em relacdo as concentragées de 500
pug/mL (1,23+0,37) e 1000 pg/mL (0,7£0,33) apresentou inibicdo do crescimento
(p>0,05). Por outro lado a de 50 pg/mL(4,68+1,85) apresentou crescimento similar
ao controle (4,06+0,85) sugerindo baixo nivel de citotoxicidade. Contudo o extrato na
concentracdo de 50 pg/mL em relacao as 500 pg/mL e 1000 pg/mL apresentou um

desenvolvimento radicular.

Tabela 3. Efeitos do EAFIs sobre o crescimento das raizes de Allium cepa.

Tratamento Comprimento médio da raiz
(+ SD) no tempo:96 hs

Controle 4,06+0,85
50 pg/mL 4,68+1,85
500 pg/mL 1,23+0,37
1000 pg/mL 0,7+0,33

4.2 ESTUDO DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE AEDES AEGYPTI

4.2.1 Efeitos de I. suffruticosa no desenvolvimento fisico do aparelho
reprodutor de machos de Ae. aegypti

O resultado do desenvolvimento dos testiculos durante a fase larval de Ae.
aegypti em presenca do EAFIs nas diferentes concentragdes (50ug/mL, 250 pg/mL,
500 pg/mL, 1000 pug/mL) encontram-se expressos na figura 9 e 10.

O volume dos testiculos na fase larval de Ae. aegypti em a presenca do EAFIs
(0,046£0,003; 0,059+0,006; 0,076+0,009; 0,057+0,004, respectivamente) quando
comparado ao controle (0,058+0,007) ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, p>0,05. A assimetria dos testiculos na fase larval de Ae. aegypti em
presenca do EAFIs (0,021+0,004; 0,029+0,008; 0,033+0,009; 0,022+0,005,
respectivamente) quando comparado ao controle (0,026+0,09) ndo houve diferenca

significativa entre os tratamentos, p>0,05.
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Figura 9. Efeito do EAFIs durante o desenvolvimento dos testiculos nas larvas L4 de Ae. aegypti.
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Figura 10. Assimetria dos testiculos durante a fase larval de Ae. aegypti submetidos a diferentes
concentragbes do EAFIs.
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O resultado do desenvolvimento das glandulas durante a fase larval de Ae.
aegypti em presenca do EAFIs nas diferentes concentragdes (50ug/mL, 250 pg/mL,
500 pg/mL, 1000 pg/mL) encontram-se expressos na figura 11. O volume das
glandulas durante a fase larval de Ae. aegypti em presenca do EAFIs (0,019+0,002;
0,024+0,001; 0,018+0,001; 0,020+0,001, respectivamente) em relacdo ao controle
(0,019+0,001) nado apresentaram diferenca significativa no volume entre os

tratamentos, p>0,05.
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Figura 11. Volume das glandulas acessoérias direita e esquerda de durante a fase larval Ae. aegypti
submetidos a diferentes concentracées do EAFIs.
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4.2.2 Acéo de |. suffruticosa no comportamento reprodutivo de machos de Ae.
aegypti

Os resultados do comportamento reprodutivo do Ae. aegypti em presenca do
EAFIs na concentracdo de 500 pg/mL com diferentes formas de tratamentos estao
expressos na figura 12 1 e 2. Grupo A — machos sem exposicdo do EAFIs; grupo B
— Machos, ap6s a exposicdo de 24hs do EAFIs foi realizado a cépula - grupo C —
Machos, apds a exposicdo de 24hs do EAFIS + presenca do EAFIs na gaiola
durante a cépula.

A presenca dos volateis do extrato (Grupo B e C) gerou aumento significativo
no namero de copulas (Figura 12.1) nos tratamentos onde os machos foram
expostos ao extrato antes e durante dos eventos copulatérios (p= 0,0004). Contudo,
a exposicao ao extrato, no Grupo B e C, néo alterou o tempo de duracéo de cépula,
em comparacao com o Grupo A (p=0,9) (Figura 12.2).

O aumento significativo do niumero de copulas no grupo C resultou em uma
dréstica diminuicdo no niumero de ovos colocados pelas fémeas (12.2). A quantidade
de ovos totais colocados pelo Grupo A, Grupo B e Grupo C foi de 696, 245 e 46

respectivamente (Figura 12.2).
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Figura 12 (1,2). Comportamento reprodutivo do Ae. Aegypti exposto aos voléateis do EAFIs.
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tempo de copula. (*) Indica diferenca significativa (p<0.05).
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5 DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES: ENSAIO DE FRAGILIDADE OSMOTICA E
ENSAIO Allium cepa

O resultado do efeito do EAFIs nas concentracdes repetidas sobre o sangue de
carneiro foi avaliado qualitativamente sua acdo hemolitica, com relacdo ao
sobrenadante os valores ficaram entre 9-10%, com baixo indice de hemolise,
enquanto no precipitado ndo apresentou hemolise das células, caracterizando
integridade das hemacias, sendo similar ao controle. De acordo com Rangel et al.,
(1997), o percentual de hemdlise entre 0-40% € caracterizado como baixo, entre 40-
80% considerado moderado e acima de 80% considerado como alto. No presente
estudo a porcentagem de hemdlise foi considerada baixa, visto que, ndo passou de
10%, sugerindo integridade da membrana celular.

Inimeros testes toxicolégicos sao utilizados para avaliar as concentracdes e 0
tempo de exposicao necessario para que 0s agentes toxicos possam produzir efeitos
adversos sobre os organismos (BRAGA et al., 2015). E comumente utilizado o teste
Allium cepa em ensaios toxicologicos, em estudos utilizando extratos vegetais, para
avaliacdo de parametros macroscépicos como alteracdao da cor, formato, tamanho
da raiz como também parametros microscépicos como alteracbes durante o

processo de divisdo das células meristeméticas de cebola (LONGHIN, 2008).

Os parametros como o indice mitético e anormalidade dos cromossomos das
células durante o processo de divisdo celular das radiculas do Allium cepa néo
indicou nenhuma mudanca na atividade mitética em relagdo aos grupos controle e o
tratato com o extrato. Como também nado apresentou diferenca signficativa entre o
indice mitotico. Nao foi encontrada nenhuma anormalidade cromossémica ou
alteracdo nas fases das divisdes celulares. O parametro macroscopico do
crescimento radicular de Allium cepa, nas maiores concentracdes (500 pg/mL e
1000 pg/mL) do extrato apresentou inibicdo do desenvolvimento das raizes, quando
comparado com a menor concentragao (50 pg/mL) que apresentou crescimento das
radiculas similar ao do controle. Sugerindo um desenvolvimento radicular com baixo
nivel de toxicidade.

Em estudo relatado na literatura sobre a toxicidade aguda com camundongos
albinos swiss utilizando extrato aquoso de folhas de I. suffruticosa, demonstrou baixa
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ordem de toxicidade (Leite et al., 2003). Embrides de camundongos cultivados na
presenca de 5mg/mL de extrato apresentaram desenvolvimento do estagio de
morula e blastocisto representando 73,03% de formas viaveis, quando comparado
com de 10mg/mL, os quais ndo apresentaram desenvolvimento embrionario a partir
de dois blastdmeros (Leite et al., 2004). Camundongos portadores de sarcoma 180
apresentaram inibicdo tumoral com baixa ordem de toxicidade quando tratados com
0 extrato na dose de 50 mg/kg (ip) por infusdo (64,53%) e maceracdo (62,62%)
(Vieira et al., 2007).

5.2 ESTUDO DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Aedes aegypti

O estudo do efeito do EAFIs nas diferentes concentracdes quando expostos na
fase larval (L4) dos mosquitos de Ae. aegypti ndo apresentou alteracdes
morfologicas no aparelho reprodutor. Foi constado que o volume e assimetria dos
testiculos, como também o volume das glandulas acessorias ndo apresentou
diferenca significativa em relagéo ao controle (p>0,05).

Extratos vegetais podem apresentar efeitos esterilizantes em insetos,
especialmente afetando a morfologia e volume testicular (NAIR e THOMAS 2001,
ARORA e DIMAN, 2018). Extratos de |. suffruticosa apresentaram efeitos sobre a
oviposicdo de fémeas de Ae. aegypti, e as principais causas sdo atribuidas a seu
efeito em interrupgdo da divisdo celular (VIEIRA et at., 2012). Testiculos afetados
por extratos vegetais, como O nim, apresentam-se reduzidos em fungdo do
crescimento desorganizado do conteudo celular, com a consequente reducdo de
espermatocitos e espermatogdnias (GHAZAWI et al., 2007). Apesar do efeito que I.
suffruticosa apresenta no desenvolvimento ovariano em fémeas, o extrato nado
influencia o crescimento testicular ou do crescimento das glandulas acessorias, uma
vez que ndo houve diferencas no volume ou crescimento assimétrico em larvas L4
expostas aos extratos brutos.

Os volateis do extrato sdo capazes de afetar o comportamento reprodutivo e a
oviposicdo de Ae. aegypti. Os machos adultos expostos aos volateis do extrato por
24h e durante a coOpula apresentaram um numero significativamente maior de
cbpulas do que o grupo controle e do que adultos que foram expostos ao extrato por
24h antes da copula. Os volateis produzidos pelo extrato nédo influenciam no

comportamento se ele ndo esta presente no momento da copula. O aumento do
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namero de copulas na presenca dos volateis pode ter induzido um comportamento
atipico, onde o macho aumenta sua frequéncia de copulas diante de um ambiente
adverso (presenca de volateis do extrato), de forma a tentar otimizar seu sucesso
reprodutivo. Esse fenémeno, onde h& estimulagdo da “performance” de um
organismo por pequenas exposicdes a agentes que seriam prejudiciais ou toxicos a
niveis altos de exposicao, é conhecido como hormese (FORBES, 2000). A hormese
€ baseada no Principio de Alocacao (SIBLY e CALOW, 1986). Esse principio diz que
h& trocas na alocacdo de fontes entre diferentes processos fisioldgicos, ou seja, 0
incremento de algum processo € contraposto a uma diminuicdo da alocacdo de
recursos energeéticos de outro.

Quando casais estiveram expostos ao extrato de |. suffruticosa, houve drastica
reducdo na oviposicdo. Ha duas hipéteses para explicar este resultado, uma
baseada nos efeitos do volatil sobre o macho, e outra sobre a fémea. Se o efeito do
volatil afetou o macho, entdo pode-se supor que o volatil afetou a transferéncia de
espermatozoides no ejaculado durante a copula. Proteinas produzidas nas glandulas
acessorias (MRGPs para proteinas de glandulas reprodutivas masculinas) de Ae.
aegypti e transferido para fémeas durante o acasalamento, influenciam o
comportamento reprodutivo e alimentar (KLOWDEN, 1999). Estas proteinas podem
induzir refratariedade, aumento na taxa de producdo de ovos, e alteragdo no
comportamento de alimentacdo e longevidade de fémea de Drosophila (WIGBY e
CHAPMAN, 2005; CARVALHO et al., 2006); estimular a ovulacdo (HEIFETZ et al.,
2000); ou comprometer a qualidade do armazenamento de espermatozoides
(MUELLER et al., 2007). Os volateis do extrato também podem ter influenciado os
produtos da glandula acessoria, afetando a producédo das proteinas do fluido seminal
masculino que auxiliam no deslocamento do espermatozoéide (FIUMERA, DUMONT
e CLARK, 2007; MUELLER, 2008).

Se os volateis afetaram as fémeas, pode ter comprometido a escolha da
fémea em utilizar os espermatozoides transferidos para fecundacéo, resultando em
uma menor taxa de oviposicdo. As proteinas sintetizadas no trato reprodutor
masculino desempenham um papel na regulacdo da fisiologia pos-acasalamento
das fémeas em outros artropodes, incluindo moscas, mariposas e carrapatos
(NELSON et al., 1969; WEISS e KAUFMAN, 2004). Oleos essenciais de plantas
aromaticas e medicinais sdo capazes de interferir na fecundidade e fertilidade das

fémeas, reduzindo a eclosédo de ovos e a oviposi¢cdo (BENELLI, 2015). O efeito do
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volatil na fecundidade da fémea permaneceu mesmo depois da exposi¢cdo, e seus
efeitos ainda se mantiveram mesmo depois do repasto sanguineo, visto que, a
oviposicao foi dada em ambiente onde ndo havia extrato disponivel.

Estes conhecimentos poderdo auxiliar no emprego de téticas de controle,
reduzindo os custos de producdo e o impacto negativo de taticas de controle
agressivas ao meio ambiente e ao homem. Estudos a respeito das estruturas
reprodutoras e do processo de reproducdo podem contribuir para ampliacdo dos
conhecimentos sobre biologia, comportamento e técnicas de manejo de uma praga
(PARRA, 2000).
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6 CONCLUSOES

Concluindo-se que o EAFIs demonstrou baixo indice de hemolise e auséncia
de anormalidade cromossdmica ou alteracdo nas fases das divisbes celular,
sugerindo integridade da membrana celular e baixo nivel de toxicidade.

O estudo do efeito do EAFIs nas diferentes concentracdes quando expostos
na fase larval (L4) dos mosquitos de Ae. aegypti ndo apresentou alteracdes
morfologicas no aparelho reprodutor.

Com relacdo ao comportamento as exposicdes do EAFIs aos machos os
afetam, de forma que, as fémeas copuladas com ele tem sua fecundidade reduzida.
Quando adultos estdo expostos aos volateis do extrato, h4 uma maior frequéncia de
copula por parte dos machos, mas que se traduz numa baixa fecundidade nas

fémeas.
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