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RESUMO

DE-LIMA, Yuri Renan Alves. Analise histolégica do meséntero de Chrysodeixis
includens (WALKER, 1858) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE), exposta a Ricinus
communis L. 2019. 31 f. Trabalho de Concluséo de Curso - Graduacédo em Ciéncias
Biologicas, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2019.

Paralelo ao desenvolvimento agricola mundial percebe-se o0 aumento de aparecimento de insetos-
praga, destacando-se dentre esses a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae), que tem a soja como principal alvo, influenciando pontualmente na
rentabilidade de sua producéo. Como consequéncia, a sociedade cientifica vem buscando métodos
alternativos para o controle desta praga, destacando-se 0s extratos botanicos, visto que apresentam
menores impactos ambientais, e podem atuar causando alteragfes principalmente no intestino médio
(meséntero) do inseto, danificando sua fisiologia. Dessa maneira, o presente trabalho tem por objetivo
analisar histologicamente o intestino médio (meséntero) de C. includens exposta a extratos
hidroalcodlicos e fragdes purificadas de Ricinus communis. Foram coletadas trés lagartas de 2° instar
de C. includens, aleatoriamente em cada tratamento e testemunhas, sendo uma ao final de 24h, 48h
e 72h, as quais haviam sido expostas a CLso de fragBes purificadas de R. communis. A partir dai as
lagartas foram mortas e alocadas em solucéo fixadora por trés horas, sendo apds, mantidas em
alcool 70%. Seguidamente, estas foram desidratadas e passaram por um processo de infiltragdo em
historesina, posteriormente sendo inclusas em historesina e catalizador. Os blocos obtidos foram
cortados em microtomo rotativo manual EK MICRO 2.1 com espessura de 3 a 4 um. Os cortes foram
montados em |aminas histolégicas, corados em Hematoxilina-Eosina, e montados com laminula e
Bélsamo do Canada, analisados e fotografados sob fotomicroscépio Gptico Axiophot — Zeiss para
estudo morfolégico do meséntero. O presente estudo mostrou que o intestino médio de (meséntero)
de C. includens ndo apresentou alteragdes estruturais tanto para as testemunhas agua e &alcool
quanto para as fragbes purificadas de R. communis, Hexano, Acetato de Etila, Diclorometano e
Extrato Bruto avaliados em 24, 48 e 72 horas respectivamente, fazendo-se necessario novos estudos
investigativos.

Palavras-chave: Falsa medideira; tratamentos; Histologia; meséntero; efeitos subletais.



ABSTRACT

DE-LIMA, Yuri Renan Alves. Histological analysis of the mesenteric of Chrysodeixis
includens (WALKER, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae), exposed to Ricinus communis
L. 2019. 31 f. Graduation in Biological Sciences, Federal Technological University of
Parana. Dois Vizinhos, 2019.

Parallel to the world's agricultural development is the increase in the appearance of pest insects,
especially the false-moth caterpillar, Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae),
which has soybeans as the main target, influencing in the profitability of its production. As a
consequence, the scientific society has been searching for alternative methods to control this pest,
highlighting the botanical extracts, since they have lower environmental impacts, and can act causing
alterations mainly in the insect's midgut, damaging its physiology. In this way, the present work aims to
analyze histologically the middle intestine (mesenteric) of C. includens exposed to hydroalcoholic
extracts and purified fractions of Ricinus communis. Three caterpillars of C. includens were randomly
collected in each treatment and controls, one at the end of 24h, 48h and 72h, which had been
exposed to LC50 of purified fractions of R. communis. Thereafter, the caterpillars were killed and
allocated in fixative solution for three hours, after which 70% alcohol was maintained. Then, they were
dehydrated and underwent a historesin infiltration process, later being included in historesin and
catalyst. The obtained blocks were cut in a microtome rotating manual EK MICRO 2.1 with a thickness
of 3 to 4 um. The sections were mounted on histological slides, stained with Hematoxylin - Eosin, and
mounted with coverslips and balsam of Canada, analyzed and photographed under Axiophot - Zeiss
optical photomicroscope for morphological study of the mesenteric. The present study showed that the
middle intestine of C. includens did not present structural alterations for both the water and alcohol
controls and for the purified fractions of R. communis, Hexane, Ethyl Acetate, Dichloromethane and
Crude Extract evaluated in 24, 48 and 72 hours respectively, making further research necessary.

Keywords: False medideira; treatments; Histology; mesentero; sublethal effects.
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1 INTRODUCAO

Simultdneo ao crescimento agricola mundial nota-se um aumento
populacional de insetos-praga, sendo as culturas de feijdo, algodao, girassol, e
principalmente a soja as mais atingidas (CZEPAK; ALBERNAZ, 2015). Dentre os
insetos-praga dessas culturas, destaca-se a lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae), a qual tem capacidade
desfolhadora, influenciando diretamente a rentabilidade e qualidade da producéo,
desde a germinacdo até a colheita (CZEPAK; ALBERNAZ, 2015).

Seu hébito polifago e sua ampla distribuicdo geografica, atrelado as
aplicacbes calendarizadas e indiscriminadas de produtos fitossanitarios sintéticos,
bem como ao habito do inseto de permanecer na parte abaxial da folha, permitiram a
proliferacdo de populacdes resistentes e a eliminacdo de inimigos naturais,
acarretando perdas agricolas, tornando-a a principal praga desfolhadora da soja no
Brasil (CARVALHO; FERREIRA; BUENO, 2012; CZEPAK; ALBERNAZ, 2015).

Consequentemente, a sociedade cientifica, tendo em vista uma melhor
contencdo dessas ocorréncias, vem utilizando-se de métodos alternativos de
controle por meio de extratos botanicos e 6leos essenciais, 0s quais apresentam
menores impactos ao meio ambiente (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Tais extratos botanicos e 6leos essenciais possuem diferentes metabdlitos
secundarios, que expostos a organismos promovem a manifestacdo de efeitos
subletais, como efeitos comportamentais ou fisiolégicos, controlados por acdes
neuro-hormonais em individuos que sobrevivem a exposicdo de alguma substancia
deletéria comprometendo sua reproducéo, longevidade, e atuando na ma formacao
estrutural e alongamento ou diminuicdo de fases do desenvolvimento (SAITO et al.,
2004DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007; VIZZOTO; KROLOW; WEBER,
2010).

Entretanto, sdo escassos 0s relatos a respeito da interferéncia de extratos de
Ricinus communis sobre a histofisiologia do canal alimentar de C. includens. Sendo
este, a area de contato entre esses insetos e 0 meio ambiente o qual é foco de
diversas pesquisas para se controlar o ataque de insetos praga (CHAPMAN, 1998;
LEVY et al.; 2004), especialmente a regido do meséntero que tem como funcéo,

absorcdo e secrecdo de enzimas (células colunares), homeostase idnica (células
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caliciformes), funcdo enddcrina (células enddcrinas) e na renovagdo do epitélio
(células regenerativas) (CHIANG et al.; 1986).

Alteracdes no canal alimentar, principalmente na regido do meséntero, podem
afetar o crescimento e desenvolvimento dos insetos, bem como todos os eventos
fisiologicos dependentes da alimentacdo adequada, de sua absor¢cdo e
transformacao no sistema digestorio (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000), sendo a
histologia 0 modo mais empregado na identificacdo de tais anormalidades celulares
e teciduais.

Tal analise apresenta-se como uma ferramenta de grande utilidade em
diagnosticos de efeitos agudos e cronicos de agentes nocivos, sendo considerado
um importante biomarcador, permitindo constatar os efeitos da exposicéo a diversas
substancias/agentes, quimicos e bioldgicos, o que possibilita avaliar as alteracoes
patolégicas ocorridas no espécime (VAN DER OOST et al., 1996; AKAISHI et al.,
2004).

A enorme gama de possibilidades para utilizacdo da analise histologica na
identificacdo de impactos ambientais esta relacionada a sua colocacéo interposta no
espectro de complexidade biolégica bem como ao surgimento de variagdes no
espécime em curto e médio prazo dependente do tempo de exposicdo e
concentracdo do contaminante (ADAMS et al., 1989; HEATH, 1995)

Essa ferramenta também representa um método relativamente rapido para
apontar alteracbes em diferentes tecidos e 6rgdos (Johnson, et al.,, 1993),
especialmente Estomodeu, Proctodeu e Meséntero nos insetos, dando a
possibilidade de analise de efeitos letais, subletais e cronicos a agentes quimicos e
naturais como fitossanitarios sintéticos, 6leos e extratos naturais (CENGIZ; UNLU,
2003).

Além disto, pode-se constatar o tempo de exposicdo e em que condicdes
ecossistémicas os organismos foram expostos através de propriedades histologicas
dos 6rgaos alvos, que apresentarao danos teciduais como resposta a esses agentes
quimicos e naturais considerados estressores subletais (JOHNSON et al., 1993;
SCHMALZ et al.,, 2002;), logo, objetivou-se analisar histologicamente o intestino
médio (meséntero) de C. includens exposto a extratos hidroalcodlicos e fracdes

purificadas de R. communis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os lepidopteros constituem uma das ordens mais diversas de insetos, dentre
a qual a familia Noctuidae destaca-se por sua grande diversidade (GARDINER,
1995). Esta familia é considerada o maior grupo de macrolepidopteros constituido
por espécies de importancia econdmica, devido a sua fase larval se alimentar
principalmente de culturas anuais, sendo considerados insetos-praga (SILVA et al.,
1968; HEPPNER, 1991; HOLLOWAY et al., 1992; GALLO et al., 2002; PASTRANA,
2004; DUARTE et al., 2012).

Noctuidae agrupa 48 subfamilias, com 34 registros confirmados no Brasil,
tendo a subfamilia Plusiinae, conhecidas como falsas medideira ou mede-palmos,
recente visibilidade, pela importancia econdmica atribuida a C. includens (Walker,
1857) (MORAES et al., 1991; SOSA-GOMEZ et al., 2010).

C. includens possui ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia em todo o
continente americano, e em todas as regides brasileiras produtoras (ALFORD;
HAMOND, 1982; MARSARO JUNIOR et al., 2010). Essa espécie possui habito
polifago, alimentando-se de diversas espécies vegetais de importancia agricola e
econbmica, como soja, algodao, feijao, girassol e algumas hortalicas (BUENO et al.,
2007).

2.1 BIOLOGIA DE Chrysodeixis includens

Mariposas da familia Noctuidae, possuem diferentes tipos de coloracdo, como
parda, cinza, amarelas e com manchas. Apresentam também ocelos visiveis,
antenas filiformes, serreadas e por vezes pectinadas e probdscida desenvolvidas
(FUJIHARA et al., 2011).

As lagartas da subfamilia Plusiinae, a qual pertence C. includens, apresentam
dois pares de pernas abdominais e um par anal. Além disso, as fémeas de
lepidopteros dessa subfamilia realizam a postura individualmente em varios pontos
da planta hospedeira (MELO et al., 2012).

Chrysodeixis includens era nomeada como Pseudoplusia includens, no
entanto em 2003 foi reavaliada, e atualmente é classificada dentro do género
Chrysodeixis, classificacao valida atualmente (GOATER et al., 2003; MOSCARDI et

al., 2012). Tal espécie apresenta ciclo de vida com duragédo de aproximadamente 46
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dias, entre esses, trés a cinco dias na fase de ovo; 13 a 20 dias na fase larval; sete
dias na fase de pupa e 14 dias na fase adulta (Figura 1). (VAZQUEZ, 1988).

Fﬂura 1: Ciclo de desenvolvimento de Chrysodeixis includens, Moscardi et al. (2012).

Ovos
3 dias

Adulto

Pré-pupa
4,5 dias

7Adias

A oviposicdo é noturna, apresentando ovos com cores que variam do creme
claro ao amarelo brilhante, dificeis de perceber por serem pequenos. Entretanto, os
ovos adquirem uma coloracdo mais escura, marrom claro, proximo ao periodo de
ecloséo (GALLO et al., 2002; GRIGOLLI, 2015).

A lagarta falsa-medideira possui cor verde claro, contendo varias linhas
brancas longitudinais espalhadas sobre o dorso e pontuacdes pretas, atingindo
comprimento aproximado de 40 a 45 mm em seu ultimo estadio larval (Figura 1)
(SOSA-GOMEZ et al., 2010). Ao final da fase larval, as lagartas iniciam o estadio de
pré-pupa, onde observa-se mudancas da coloracdo para verde amarela uniforme,
bem como transformacdes no sistema hormonal, acarretando parada na
alimentacgao, eliminacao do ultimo “pellet” fecal, inicio da confecgdo do casulo, perda
na movimentacao e transformacéo para pupa (VAZQUEZ, 1988).

Apds o periodo pupal emergem o0s adultos que sdo mariposas que
apresentam 35 mm de envergadura, as quais, quando em repouso, se encontram
dispostas de forma inclinada, tendo as asas anteriores coloragcdo escura com dois

desenhos prateados brilhantes dispostos na parte central de cada asa. As asas
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posteriores possuem coloracdo marrom (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al.,
2010).

2.2 CONTROLE DE Chrysodeixis includens

O uso de inseticidas quimicos sintéticos € muito aplicado no controle dos
insetos-praga visando minimizar a ocorréncia de danos na cultura (Martins;
Tomquelski, 2015). Todavia, a utilizacdo exacerbada desses quimicos, pode
acarretar sérios problemas como a diminuicdo ou eliminacdo de inimigos naturais,
desequilibrio ambiental, contaminacdo e empobrecimento do solo, poluicdo dos
lencdis fredticos e rios levando consequentemente a problemas de salde (BERLITZ;
FIUZA, 2005; PAPA; CELOTO, 2007; WIT et al., 2009; KORBES et al., 2010).

Em vista disso esta técnica ndo tem sido tao eficiente para o controle de C.
includens, por esta ser mais tolerante aos inseticidas, e ficar menos exposta as
pulverizacdes, devido ao habito de permanecer na parte inferior da folha (DE
GRANDE; VIVAN, 2008). Dessa maneira, a utilizacdo de produtos considerados
seletivos € de extrema necessidade a fim de realizar um manejo racional dos
organismos-praga, minimizando os danos a cultura, de forma econémica (MOURA,
ROCHA, 2006). A utilizacdo de produtos seletivos também possibilita a manutencéo
e 0 reaparecimento dos inimigos naturais como predadores e parasitoides nos
agroecossistemas, 0s quais sdo essenciais na manutencao do equilibrio ecoldgico
(AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

Desta maneira, tem se investigado cada vez mais, métodos alternativos no
controle de pragas agricolas que venham de encontro com os métodos de manejo
organico e integrado os quais visam otimizar 0 uso de recursos naturais e
socioecondémicos disponiveis, objetivando o desenvolvimento sustentavel econémico
e ecolbégico, empregando meétodos mecanicos, de controle biologicos e culturais,
mas principalmente utilizando produtos naturais a base de plantas em contraste a
utilizacdo de materiais sintéticos (BRASIL, 2003). Pois esses compostos vegetais
podem inibir diferentes funcdes fisioldgicas, como reproducdo, crescimento e
alimentacdo, e dependendo da concentracdo podem levar a morte (RODRIGUEZ,
1995; ROEL, 2001). Porém, ha poucos estudos sobre a possivel acéo fitossanitaria

da maior parte das plantas, fato que ocasiona a necessidade de novas pesquisas
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buscando encontrar alternativas de controle natural aos insetos-praga (MACHADO;
SILVA; OLIVEIRA, 2007).

Nesse sentido, estudos de Pacheco; Lopez-Olguin (1994) avaliando efeitos
fitossanitarios do pdé de R. communis sobre Sitotroga cereallela verificou a
mortalidade de 56% dos adultos e reducdo na emergéncia dos mesmos,
comprovando os efeitos positivos de R. communis, também encontrados por
Warmling (2018), ao aplicar onze extratos de plantas diferentes sobre a capsula
cefalica de C. includens observando que R. communis obteve o maior percentual de
mortalidade corroborando com o encontrado na literatura, que aponta a R.
communis como uma planta eficaz no controle de um grande numero de pragas,
como virus e fungos causadores de doencas na agricultura, formigas, cupins,
moluscos, e lagartas desfolhadoras (HENRIQUES, 2011).

2.3 ESTUDO HISTOLOGICO DO MESENTERO

Diversos estudos realizados em diferentes ordens de insetos, demostram a
importancia do meséntero nesses grupos para a absorcao alimentar, trocas ionicas,
bem como na entrada de fitossanitarios, microrganismos, toxinas e na liberacédo
hormbénios reguladores de processos fisiologicos (DOW, 1986; LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996).

Nos insetos em geral, 0 meséntero é constituido por uma camada epitelial
colunar subjacente internamente a uma camada de fibras musculares estriadas
circulares e outra camada de fibras longitudinais na parte externa (CHAPMAN,
1998). O epitélio do meséntero é revestido internamente pela membrana peritrofica
na maior parte dos insetos (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; TERRA, 2001). Nos
Lepidopteros, tal membrana é separada ao longo do meséntero por células
colunares, impedindo que a borda estriada destas, esteja em contato direto com o
alimento, permitindo apenas a passagem de enzimas digestivas em dire¢cdo ao
limen do meséntero, possibilitando a absor¢cdo de compostos oriundos da digestéo
(DE PRIESTER, 1971; TERRA, 1988; HOPKINS; HARPER, 2001).

Na maior parte dos insetos, o epitélio se apresenta com quatro tipos celulares:
o enddcrino, regenerativo, colunar e o célice (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996). As
células colunares (as mais abundantes no meséntero) tem funcdo de producao

enzimatica bem como absorcdo de produtos digestivos e metabdlitos, este ultimo
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realizado em conjunto as células caliciformes (assim denominadas por apresentarem
uma invaginacdo da membrana plasmatica apical, formando um calice), também
envolvidas no processo de homeostase ibnica (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996;
CHAPMAN, 1998; TERRA et al., 2006).

As células regenerativas podem ser observadas em grupos (nidi), pares ou
até mesmo isoladas, as quais repéem as células epiteliais estando situadas na base
do epitélio, da mesma forma que as células enddcrinas, mas diferentemente, estas
possuem uma enorme quantidade de granulos citoplasmaticos e fazem o controle
hormonal do peristaltismo e digestdo bem como do desenvolvimento e reproducao
(ENDO et al.,, 1983; DOW, 1986; CRUZ-LANDIMet al., 1996; LEHANE;
BILLINGSLEY, 1996; SERRAO; CRUZ-LANDIM, 1996; SEHNAL; ZITNAN, 1996;
CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999).

Diferentes estudos relacionados a descricdo estrutural do meséntero de
insetos Lepidopteros como: Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lep.: Pyralidae),
Manduca sexta L. (Lep.: Sphingidae), Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae) (J. E.
Smith) e Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) indicam que a
morfologia e o arranjo epitelial pode ser desigual por toda a extensdo do meséntero
(PINHEIRO et al. 2003, LEVY et al. 2004, PINHEIRO et al. 2006). Sabe-se também
que o desenvolvimento e crescimento bem como as diferentes fungdes fisioldgicas
do inseto podem sofrer alteracdes dependendo de sua alimentacdo, assimilacdo e
transformacao desta no sistema digestorio (MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000).

3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte de um projeto de mestrado do Programa de Pés
Graduacdo em Agroecossistemas (PPGSIS) da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana — Dois Vizinhos (UTFPR-DV), intitulado “Efeitos letais e subletais de
extratos vegetais alcoodlicos sobre C. includens (WALKER, 1858) (Lepidoptera:
Noctuidae)”, o qual em um 1° experimento testou o efeito letal de extratos de onze
espécies vegetais diferentes a 10%, sobre C. includens, visando identificar a planta
com maior indice de mortalidade. Tendo o extrato da espécie R. communis
apresentado o maior nivel de letalidade. O mesmo foi selecionado e fracionado com
diferentes solventes extratores (hexano, diclorometano e acetato de etila), e testados

nas concentracdes 10; 5; 2,5; 1,25 e 0,625%, sendo aplicado sobre a capsula
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cefélica de lagartas de 2° instar de C. includens, com o auxilio de uma micropipeta
de 1 a 10 y, apresentando um percentual de mortalidade de 56,66%. A partir dos
resultados encontrados determinou-se a Concentracao Letal Média (CLso) para cada
solvente, apresentando o0s respectivos resultados: Hexano (ClLso - 2,0%);
Diclorometano (CLso - 5,8%); Acetato de etila (CLso - 4,7%); Extrato bruto (CLso -
5,0%). Em um 3° experimento, a partir da Concentracdo Letal Média de cada
solvente foram preparadas as respectivas concentracdes, sendo estas aplicadas
sobre a capsula cefélica de lagartas de 2° instar de C. includens com o auxilio de
uma micropipeta de 1 a 10 p, sendo utilizadas para cada tratamento e testemunhas,
43 repeticdes (WARMLING, 2018).

Para a elaboracdo de presente estudo, dentre essas 43 repeticbes de cada
tratamento, foram coletadas trés lagartas de 2° instar de C. includens
aleatoriamente, sendo uma ao final de 24h, 48h e 72h de exposicdo a R. communis.
Apods, as lagartas foram mortas com o auxilio de uma agulha de seringa descartavel
sendo feito um furo na parte anterior e posterior das mesmas. Seguidamente, estas
foram postas em um recipiente com tampa contendo 2 mL de solucéo fixadora
paraformoldeido 4% em tampao fosfato a 0,1 M, onde permaneceram por 3 horas.
Decorrido o tempo necessario, os espécimes foram alocados em novo recipiente
com alcool 70%, para conservacdo (MORISHITA, 2003).

Em continuidade, os espécimes foram desidratados em série crescentes de
alcool etilico 70%, 80%, 90%, 100% com trocas de 10 minutos em cada
concentracdo. A seguir, o material foi infiltrado em solucdo de Historesina JB-4
(Polysciences) e alcool etilico 100%, na propor¢cdo 1:1 overnight em geladeira,
sendo posteriormente colocadas em Historesina 100% a 4°C, por uma semana. Ao
término desse tempo a incluséo foi realizada em moldes plasticos com Historesina e
endurecedor para que ocorresse a polimerizagdo (MORISHITA, 2003).

Os blocos de historesina foram montados em suportes de madeira, trimados e
cortados em micrétomo rotativo manual EK MICRO 2.1, com cortes de 3 a 4 um de
espessura. Os cortes foram colocados em laminas histologicas, previamente limpas,
gelatinizadas e secas, sobre gotas de agua destilada em placa aquecida a 35 C°.
Para observacao morfolégica, os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina,
montados em Balsamo do Canada, com observacdo e registro fotografico em
fotomicroscopio 6ptico Axiophot — Zeiss, buscando avaliar, possiveis alteracdes

morfoléogicas no meséntero, como formato celular irregular, rompimento da
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membrana peritréfica, alta vacuolizacdo citoplasmatica, alongamento de células e

microvilosidades bem como sua degradacgéo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cortes histologicos semifinos do meséntero de larvas de segundo instar de C.
includens revelaram que sao formados por um epitélio simples sustentado em duas
camadas musculares, sendo a externa disposta longitudinalmente e a interna
circularmente (Figs. 1A, e 3C). No epitélio foram identificados apenas trés tipos
celulares: células regenerativas (CR — Figs. 2C e 3B), colunares (CC — Fig. 2A) e
caliciformes (CCa — Fig. 2A) distribuidas por toda sua estrutura. O que corrobora
com os estudos de Jordao et al. (1999), Cristofoletti et al. (2001), Pinheiro et al.
(2003); Levy et al. (2004) e Sousa (2009), que relatam que a camada epitelial para
insetos da Ordem Lepidoptera podem mostrar-se simples ou pseudo-estratificado,
composto por quatro tipos de células, sendo as colunares as mais presentes, as
quais possuem uma borda em escova (BE — Fig. 3A), bastante caracteristica, com
seu nucleo variando o posicionamento de central a apical. Entretanto, para o
presente trabalho, a ndo visualizacdo de células endécrinas no meséntero de C.
includens nas analises em microscopia de luz, estd em conformidade com os
estudos de Montuenga et al. (1989), Jimenez; Gilliam (1990) e Pinheiro et al. (2008)
que demonstraram que tais células ndo sdo visualmente identificadas na
microscopia de luz pelas técnicas rotineiras, havendo a necessidade de analises

ultra estruturais e imunohistoquimicas.
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Figura 2: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na regido do
meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Testemunhas alcool (TA), 24, 48 e 72 h
respectivamente. CC — célula colunar, CG — camara globosa de célula caliciforme, CCa — célula
caliciforme, Ep — epitélio, Retangulo tracejado (A) — musculo longitudinal, Ponta de seta (C) — célula
regenerativa.




20

Figura 3: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na regido do
meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Testemunhas agua (TH), 24, 48 e 72 h
respectivamente. BE- Borda em escova, CC — célula colunar, CCa — Célula caliciforme, Ep —
Epitélio, Circulo tracejado — Conjunto de célula regenerativas, Retangulo tracejado — Camada de
musculo circular.
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Figura 4: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na
regido do meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Hexano (HE), 24, 48 e 72 h
respectivamente.
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Figura 5: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na regido do
meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Diclorometano (DM), 24, 48 e 72 h
respectivamente.




23

Figura 6: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na regido do
meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Extrato Bruto (EB), 24, 48 e 72 h
respectivamente.




24

Figura 7: Cortes transversais de C. includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) na regido do
meséntero, coradas com Hematoxilina-Eosina. A, B e C — Acetato de Etila (AE), 24, 48 e 72 h
respectivamente.
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Possiveis varia¢des histologicas no meséntero das lagartas, promovidas pela
aplicacao dos extratos Hexano, Acetato de Etila, Diclorometano e Extrato Bruto nos
respectivos tempos de 24, 48 e 72 horas alimentadas com dieta artificial Greene et
al. (1976), modificada por Hoffmann-Campo et al. (1985), ndo foram observadas, o
que difere de Baldo (2018) que realizou andlise histopatoldgica do intestino médio
(IM) de lagartas C. includens, as quais foram alimentadas com dieta artificial e
inoculadas em virus de poliedrose nuclear, apresentando alteracdes epiteliais, como
aumento na espessura celular quando comparada ao grupo controle, bem como
proliferacdo de células colunares, borda estriada mais extensa e rompimento da
membrana peritrofica e camada muscular (musculo longitudinal + circular).

Ja as lagartas alimentadas com folhas de algodéo e soja, apds a inoculacao
com o virus, apresentaram uma total desorganizacdo da camada epitelial e camada
muscular, ndo permitindo a correta identificagdo celular bem como o adensamento
da membrana peritréfica.

Do mesmo modo, Correia et al. (2009) analisando o0 meséntero de lagartas de
3° instar de Spodoptera frugiperda (J E Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), pertencente
a mesma familia, alimentadas com folhas de milho tratadas com nim (formulacéo
comercial Neemseto®) por submersdo, encontrou alteracbes morfoldgicas que
variaram de acordo com o tempo de exposi¢cdo como células delgadas e alongadas,
nao sendo possivel distinguir os tipos celulares, auséncia da borda em escova ou
projecdes para o limen.

Tal resposta pode estar ligada ao fato dos extratos atingirem outros locais do
canal alimentar do inseto como o estomodeu e proctodeu, 0s quais 0 presente
estudo ndo abrangeu. Outra justificativa que pode estar vinculada a essa resposta é
a metodologia empregada no presente trabalho, na qual aplicou-se o extrato sobre a
capsula cefalica da lagarta de C. includens sem a ingestéo, diferentemente de Baldo
(2018), que pulverizou ChinNPV (virus entomopatogénicos) em dieta artificial, folhas
de algodédo e soja disponibilizadas para lagartas de C. includens, ou Correia et al.
(2009), que utilizou folhas de milho tratadas com nim (formulacdo comercial
Neemseto®) por submersao oferecidas a lagartas de da mesma familia, tendo os

dois estudos apresentado anormalidades estruturais no meséntero.
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5 CONCLUSAO

O intestino médio (meséntero) de C. includens ndo apresentou alteracdes
estruturais tanto para as testemunhas agua e alcool quanto para as fracdes
purificadas de R. communis, Hexano, Acetato de Etila, Diclorometano e Extrato
Bruto avaliados em 24, 48 e 72 horas respectivamente, podendo isto estar atrelado a
metodologia utilizada na qual se aplicou extratos e fracdes purificadas sobre a
capsula cefalica da lagarta, sem a ingestao.

Outra hipotese esta relacionada a absorcdo dos solventes organicos pelos
poros do exoesqueleto da prépria C. includens, ndo atuando diretamente sistema
digestorio da lagarta, mas sim em seu sistema nervoso central que controla todas as
funcdes do inseto.

Com isso, faz-se necessario mais estudos investigativos como analises
histoquimicas do estomodeu, proctodeu e sistema nevo central por meio de
diferentes andlises e metodologias como o PAS (Periodic acid-Schiff) para analise
histol6gica e Ensaio Cometa (EC - “Single Cell Gel Electro- phoresis”), para analise

genetica.
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