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RESUMO: As arboviroses ainda s&o um
problema de salde publica, e o principal
vetor é o Aedes aegypti A Cannabis
sativa L. (Moraceae) € uma planta que
apresenta grande potencial terapéutico,
apesar de suas propriedades psicotrépicas.
A proposta deste estudo foi

durante na morfogénese embrionaria os
aspectos morfolégicos das larvas de Aedes
Aegypti oriunda da Cannabis Sativa. As
analises fisico-quimicas foram realizadas
por cromatografia em camada delgada

(CCD) e o bioensaio com extrato metanolico
de inflorescéncias da C annabis s ativa L
(EMICs), em diferentes concentracdes
(250, 500, 750 e 1000 pg/mL) foram
observadas as alteragdes morfologicas nas
larvas do 4° estagio (L4) em montagem total
do mosquito A. Aegypti. Os resultados por
CCD do EMICs foi detectada a presenca de:
Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol
e auséncia de Alcaloides e Saponina. As
observacdes das larvas controlem de A.
aegypti apresentaram aspecto morfolégico
externo alongado e vermiforme. As que
foram tratadas com o EMICs apresentaram
aspecto morfologico externo semelhante ao
das larvas controle, porém, apés 72 horas
de tratamento foi observado que as larvas
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do estagio L4 expulsaram do tubo digestério para o meio externo, a membrana peritrofica
contendo o alimento. Neste trabalho, a matriz peritréfica das larvas tratadas apresentou-se
menos espessa do que a das larvas controle. Isso se deve ao fato de que a extrusdo desta
membrana foi um fato marcante neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, Cannabis sativa L., Embriotoxicidade, ovos, Larvas.

11 INTRODUGAO

O mosquito Aedes aegypti Linnaeus é um vetor e promove a disseminacao de quatro
sorotipos de virus da dengue. No entanto, uma diminuigcdo no controle efetivo do vetor tem
sido descrita devido a tolerancia das larvas. De acordo com a origem embrionaria e funcéo
fisiolbgica do A. aegypti, o trato digestivo é dividido em trés regides principais: intestino
anterior, intestino médio e intestino posterior (GODOY 2015). Na grande maioria dos
insetos, as células do intestino médio produzem uma matriz extracelular denominada matriz
peritréfica (MP), que consiste em uma estrutura saculiforme composta por microfibrilas de
quitina, com varias proteinas que suprem a MP sdo denominadas peritrofinas e precursores
de quitina sdo secretados por células digestivas do intestino médio, e a MP se organiza
por intercalacao de fibrilas de quitina e peritrofinas (HEGEDUS et al, 2009). Plantas foram
avaliadas como fonte de inseticidas naturais de A. aegypti e ensaios larvicidas foram
conduzidos usando terceiro (L3) e quarto (L4) estagio ou comparando o efeito de extrato
vegetal de plantas no desenvolvimento larval de L1 — L4 (MURUGAN; NOORTHEEN 2007)

Varios estudos abordaram a possibilidade de usar a técnica de cultura de embrides
como um ensaio para o potencial atdxico embrionario de compostos xenobibéticos (ARROIO
et al 2004). Leite et al (2004) em seus estudos com embriotoxicidade in vitro demonstrou o
potencial de baixo nivel de toxicidade de plantas medicinais. Ensaio embriotoxico utilizando
extrato aquoso de folhas Indigofera suffruticosa demonstrou inibicdo na ecloséo de ovos e
ecdise das larvas do mosquito A planta apresenta baixo nivel de toxicidade, com viabilidade
de 98% das larvas de A eagypti (VIEIRA et al, 2012). O efeito do extrato aquoso de folhas
de I. suffruticosa na fase larval (L4) nao interfere no desenvolvimento do tamanho dos
orgaos reprodutores como testiculo e glandulas acessorias do A. Aegypti. (SILVA et al,
2018).

A Cannabis sativa L. (Figura 1) € um arbusto da familia Moraceae, conhecido
pelo nome de “canhamo da india”, que cresce livremente em varias partes do mundo,
principalmente nas regifes tropicais e temperadas. E uma planta didica, pois tem
espécimes masculinos e femininos (Mechoulam, 1973). A potencialidade medicinal da
Cannabis esta ligada ao grande nimero de substancias quimicas que ja foi encontrado em
amostras desta planta, sendo a principal classe a dos canabinéides. O termo canabinéides
foi atribuido ao grupo de compostos com 21 atomos de carbono presentes na C. sativa L. ,
além dos respectivos acidos carboxilicos, analogos e possiveis produtos de transformacéo.
Os compostos canabindides podem ser classificados como terpenofendis e ndo foram
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isolados de qualquer outra espécie vegetal ou animal (Mechoulam, 1973). Segundo
Pereira (2019), a anlise fitoquimica de extratos hidroalcoolicos da C. sativa L. revelou a
presenca de terpenos, compostos fenolicos e, em particular, os canabindides. Atualmente
vem se desenvolvendo varios estudos com o uso da C. sativa L. na terapéutica de varias
patologias no campo da medicina e também na medicina veterinaria para o controle da
dor neuroptica inflamatéria e osteoartrose em animais com foco em felinos e caninos.
No entanto é de suma importancia a busca por novos meios de tratamento e sabendo
da diversidade terapéutica de uma uUnica planta é primordial que exploremos todo seu
potencial. (PRADO et al., 2021). Considerando que o material biolégico é de facil manuseio
e 0 processo de execucao da embriotoxicidade é rapido e eficaz. A proposta deste estudo
foi analise fitoquimica dos Canabinoides e observar durante na morfogénese embrionaria
os aspectos morfologicos das larvas de Aedes Aegypti frente a Cannabis Sativa.

Figura 1- Cannabis sativa L.

21 MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e autenticacao — O material vegetal (A Inflorescéncias da Cannabis
sativa L.) foi coletado na associacdo de Cannabis medicinal sob a responsabilidade do
HABEAS CORPUS CRIMINAL (0816688-22.2021.4.05.8300), no periodo de julho de 2022
na cidade de Paulista, Estado de Pernambuco, Brasil. A amostra autenticada pela Bitloga
Marlene Barbosa do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) encontra-se catalogada sob o numero 89.911 no Herbario do Centro de Ciéncias
Biologicas da UFPE.

Mosquitos - Ovos de A. aegypti da linhagem Rockefeller, foram cedidos pelo
Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes e Vetores (LAFICAVE) da Fundacao
Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro. Os ovos desses mosquitos foram contados usando um
microscopio estereoscopio. As lavas geradas foram alimentadas com ragédo comercial de
gatos. As larvas de 1° estagio foram usadas no experimento.

Las ciencias bioldgicas y la construccion de nuevos paradigmas de conocimiento Capitulo 4

49



Preparacdo do Extrato. As inflorescéncias da Cannabis sativa L. (800g)
foram lavadas em agua corrente, colocados em estufa de fluxo de ar forcado a 40°C
para secagem. Posteriormente foram trituradas e pesadas. Em seguida, o produto foi
realizado uma maceracdo com metanol a temperatura ambiente. O material vegetal foi
extraido com metanol por 48h em temperatura ambiente. Ap6és a maceragao o filtrado
foi recolhido e concentrado em evaporador rotativo. O extrato bruto metanolico (EMICs)
obtido foi transferido para placas de vidro e dessecado em uma capela de exaustao, com
o auxilio de jato de ar quente até a completa evaporagéo do solvente e, posteriormente,
armazenado em dessecador até a utilizacdo nos testes de embriotoxicidade. Utilizou-se
concentracdo maxima de 1000 pg/mL. Para tanto, foi feita pesagem de 0,04g do extrato em
balanca analitica de preciséo e, em seguida, foi dissolvido em 400 mL de agua destilada.
A concentracgéo foi, posteriormente, diluida em concentragdes menores de 250, 500, 750
e 1000 pg/mL. Essas solugdes foram colocadas em frascos de 25 mL e em cada frasco
foram colocadas 20 larvas para o experimento, foram utilizadas larvas de primeiro estadio,
imediatamente apés as eclosdes dos ovos (Vieira et al 2012).

Cromatografia de camada delgada (CCD). Cerca de 15g da influorescencia da
Cannabis sativa L. foram trituradas e submetidas a infusdo com 3ml de metanol (70%)
sob agitacdo durante 30 minutos. O extrato da influorescencia da C. sativa L. obtidos
por infusdo passou por filtracdo, simples em papel de filtro e posteriormente, analisados
por cromatografia em camada delgada (CCD), empregando-se diversos sistemas de
desenvolvimento e reveladores adequados (WANER et al 1984). Foi investigada a presenca
de alcaloides, flavonoides, cumarina, terpenos, saponina e Fenol.

Ensaio da Embriotoxicidade. O Aedes aegypti, cujo nome popular € mosquito da
dengue, pertence ao Arthropoda Filo, Classe Hexapoda, Ordem Diptera e familia Culicidae.
O efeito do extrato metandlico da EMICs sobre o desenvolvimento larval, foi testado como
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (PITTET; DIDIER et al, 2009). As larvas
foram expostas ao extrato em concentragdes 250, 500, 750 e 1000 pg/ml. O bioensaio foi
realizado com larvas (n = 20), 1° estagio em triplicata para cada concentragéo e grupos
controle com agua destilada. As larvas foram colocadas em recipientes plasticos de 100mL
contendo 50mL da solugéo teste e incubados a 27°C. As fases de desenvolvimento das
larvas foram observadas durante o todo o processo a partir de 0, 12, 24, 36, 48,60 e 72 h
com o auxilio de microscépio DM500 acoplado com camera ICC50W (LeicaF).

Estudo morfolégico das larvas do A. aegypti. As larvas do mosquito do A. aegypti
grupo controle e exposto ao EMICs foram fixados com formaldeido (2,5%), apds completa
fixacdo, foi desidratada em série de etan6is em concentracbes crescentes (70 a 100%)
para avaliacdo morfoldgica, a captura das imagens das preparacdes histolégicas foram
realizadas utilizando uma camera digital DM500 conectada a um microscépio DM500.

(ampliacéo de 40x e 100x).
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31 RESULTADO

Analise fitoquimica

O resultado da Cromatografia em camada delgada (CCD) a partir de extrato
metandlico da inflorescéncia da C. sativa L. esta detalhado na tabela 2. O Extrato foi
investigado com base técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) e caracteriza¢ao
que revela a auséncia e presenca das classes de compostos quimicos. No extrato
metandlico foi detectado a presenca de: Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol e
auséncia de Alcaloides e Saponina.

Material testado Rendimento (mg) Testes positivos Testes negativos
Extrato metanédlico 3.90mg Flavonoides, Cumarina, Alcaloides e Saponina.
Por infusao Terpenos e Fenol

Tabela 1 — Cromatografia em camada delgada (CCD) do Extrato Metonélico da inflorescéncia de
Cannabis sativa L.

Estudo Morfoldgico de Larvas de A. aegypti

Ampliagio de 40x Ampliagio de 40x

(a) (b)

Figura 2- Aspecto morfologico de larvas de A. aegypti na concentragéo de 1000 pug/mL ap6s o periodo
de 72 horas de incubacéo. (a) Controle L4 (b) L4 tratada em extrato metandlico de Cannabis sativa L.
(A) Antena; (AB) Abdome; (C) Cabeca; (CT) Cerdas do térax; (T) Torax; (S) Seguimentos; (P) Ponte;
(SA) Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Pdlipos branquiais; (PC) Pectem. - Membrana peritrofica (seta)
(40x).

Descricdo Morfologica de Larvas de A. Aegypti L4 vivas controle em agua destilada
(Figura 2 (a)) e L4 vivas tratadas em extrato metanolico de inflorescencia de C. Sativa
(EMICs) (Figura 2(b)) ap6s 72 h de incubacgéo foram avaliadas usando microscopia éptica
invertida. A Figura 2 (a; b) mostram os aspectos morfolégicos das larvas de Culicidae é
formado por trés regides distintas, denominadas de anterior, mediana e posterior: regidao
anterior a cabeca foi identificado a antenas (A), o térax um segmento mais amplo com
cerdas; a mediana o abdémen constituido de 8 segmentos em cada segmento apresentado
cerdas, regiao posterior e possivel observar o Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Polipos
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branquiais; (PC) Pectem das larvas. Foi possivel observar um aumento do desenvolvimento
embrionario das larvas de acordo com as diferentes concentra¢des em relacéo ao controle
com agua destilada com aparéncia um pouco reduzida. Contudo as larvas expostas ao
controle com Temephos nédo apresentaram forma viaveis com 100% de mortalidade.

Magnitude da imagem: 100 x : - Magnitude da imagem: 100 x

sg M

(c) (d)

Figura 3 - Aspecto morfolégico do intestino posterior da larva de Aedes aegypti na concentragdo de

1000 pg/mL apés o periodo de 72 horas de incubacéo. (c) Controle L4 (d) L4 tratada em EMICs (P)

Ponte; (SA) Seguimento anal; (SF) sifao; (PB) Pdlipos branquiais; (PC) Pectem. - (MP) Membrana
peritrofica (seta) (100x)

O aspecto morfolégico do intestino posterior das larvas controle de A. aegypti
apresentaram aspecto morfoldégico externo alongado e vermiforme (Figura 3 (c)). As que
foram tratadas com o EMICs apresentaram aspecto morfol6gico externo semelhante ao
das larvas controle, porém, ap6s 72 horas de tratamento foi observada na regido posterior
do seguimento anal (SF) que as larvas do estagio L4 expulsaram do tubo digestoério para o
meio externo, a membrana peritrofica (MP) contendo o alimento (Figura 3 (d)). A observacao
morfoldgica da regido posterior do intestino no seguimento anal (SF) de larvas de A. aegypti
em desenvolvimento embrionario tratadas com EMICs (Fig. 3 (d)) mostrou continuidade na
estrutura do envelope peritrofico (PE), resultando epitélio subjacente delgado, aumento
do lumen intestinal e segmentos com aspecto hipertrofico em comparagcéo com as larvas
controle.

As alteracoes no desenvolvimento estdo diretamente dependentes de mudancas
morfologicas que ocorrem quando as larvas estdo crescendo em contato com diferentes
substancias de extrato.

41 DISCUSSAO

O uso medicinal da Cannabis hoje é permitido em alguns estados americanos e em

paises como Holanda e Bélgica, para aliviar sintomas relacionados ao tratamento de cancer,
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AIDS, esclerose multipla e sindrome de Tourette (que causa movimentos involuntarios)
(ROBSON 2001; IVERSEN, 2003). No Brasil, o uso medicinal da Cannabis sativa L. ou
de seus derivados ainda é limitado. Em 2015, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) liberou o uso medicinal de CBD ap6s anélise de diversos estudos clinicos, o0s
quais demonstraram a possibilidade do uso terapéutico da substancia (ANVISA, 2018)

A proposta deste estudo foi analise fitoquimica dos canabinoides e investigacédo
durante o processo na morfogénese embrionario observando os aspectos morfologico das
larvas de Aedes Aegypti submetida a exposicao do extrato metandlico de inflorescéncias
da Cannabis sativa L (EMICs). O resultado da Cromatografia em camada delgada (CCD) a
partir de extrato metanoélico da inflorescéncia da C. sativa L. foi detectado a presenca de:
Flavonoides, Cumarina, Terpenos, Fenol e auséncia de Alcaloides e Saponina. Segundo
Pereira et al. 2019 a andlise fitoquimica de extratos da Cannabis sativa L. revelou a presenca
de terpenos, compostos fendélicos e, em particular, os canabinoide. A presenca de terpenos
e fenois obtidos no CCD corrobora com estudo relatado por Mechoulam, (1973) que os
compostos canabindides podem ser classificados como terpenofendis e nao foram isolados
de qualquer outra espécie vegetal ou animal.

O uso terapéutico da Cannabis sativa L. (maconha) esta associado aos efeitos
dos seus fitocanabindides, principalmente o Canabidiol (CBD) (PETROCELLIS, CASCIO
& MARZO, 2004). Devido ao grande interesse pelos efeitos causados pelos compostos
presentes na Cannabis, varios trabalhos vém sendo desenvolvidos com intuito de
compreender melhor as relagGes entre estrutura quimica dos canabindides e atividade
biolégica apresentada por esses compostos (MECHOULAM 1973; RAZDAN 1986; TARZIA
et al 2003; ARROIO et al 2004). Estudo similar reportando o processo da morfogénese
embrionario observando os aspectos morfologicos das larvas de A. aegypti expostos a
inflorescéncia da Cannabis sativa L. ndo foi encontrado na literatura. Isto dificultar fazer
estudo comparativo. Relatos com Embrides de zebrafish foram tratados com CBD a
partir da fertilizacdo até completarem 5 dias p6s fertilizagdo (dpf), ao completarem 24
horas pos fertilizacdo (hpf) o corion foi retirado e em seguida realizada a microinjecao
intracerebroventricular de B-amiléide (10p¢M), tendo como controles animais injetados com
DMSO (1%) e animais nao injetados. Aos 5dpf estes animais foram retirados do tratamento
e avaliados o comportamento, durante todo o periodo de tratamento foi realizada uma
andlise de embriotoxicidade. N&o foi observado nenhum efeito na morfologia dos animais
injetados comparados ao controle. (CORADINI et al, 2012). Anélises da embriotoxicidade
realizadas no periodo de 24hpf a 10dpf ndo demonstraram alteracbes nas taxas de
sobrevivéncia, eclosdo ou malformagdes no sistema nervoso entre os grupos tratados com
CBD em relacao aos controles. (CORADINI et al, 2012).

Nesse estudo as larvas utilizadas no experimento na morfogénese embrionario foram
geradas a partir da eclosao dos ovos de A. aegypti do experimento preliminar. Elas foram
expostas nas diferentes concentragdes sob o EMICs e apresentaram 100% desenvolvimento
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de larvas do 1?2 estagio até 42 estagio em relagéo ao controle de forma similar. Contudo no
processo na morfogénese embrionario das larvas onde as mudancas de larvas do 12 até 42
estagio de A. Aegypti, destacando que nas concentracdes de 250 yg/mL a 1000 pyg/mL seu
potencial embriotdxico € insignificante visto que o desenvolvimento larval acontece no seu
processo natural, isto sugere que os compostos quimicos presente na espécie C. sativa
L. ndo inibe o desenvolvimento das larvas nas mudancas estagios, durante o processo
natural de crescimento larval caracterizando auséncia de embriotoxicidade. Observacao
morfo-histolégica € importantes ferramentas para detectar alteragdes nos tecidos e células
provocadas por compostos xenobioticos (LEITE 2003). Nas analises microscopicas foram
observados os aspectos morfologicos de larvas de 4% estagio do A. aegypti exposto em
diferentes concentracdes do EMICs.

O resultado do efeito do EMICs no desenvolvimento do tamanho e formas das larvas
no 4% estagio ndo mostraram alteracbes em relacdo ao controle. Embora a morfologia
externa das larvas do grupo teste tenham apresentado caracteristicas semelhantes as do
grupo controle, a extrusédo da matriz peritrofica apés 72 horas de tratamento do EMICs
na concentragcdo 1000 pg/mL, mostra 0 mecanismo de defesa da larva de A. aegypti
que elimina todo o alimento contaminado com a substancia larvicida. No caso do EMICs
ingerido pelas larvas de A. aegypti junto com o alimento, a extrusdo da matriz peritréfica
nédo foi possivel identificar a destruicdo do epitélio intestinal e nem mortalidade das larvas.

A extrusdo da matriz serviu para comprovar a a¢ao toxica da substancia, o que esta
de acordo com outros autores (VIEIRA et al 2012). As principais alteracbes morfologica
observadas foram: elevada vacuolizac¢ao citoplasmatica, aumento do espaco subperitrofico
com acumulo de material no seu interior, aumento no nimero de camadas do epitélio,
aumento da espessura da matriz peritréfica e hipertrofia das células. Contudo em relacao as
larvas no 42 estagio tratada EMICs na concentragdo 1000 pyg/mL, apresentaram alteragdes
na regiao posterior, e expulsaram do tubo digestorio para o meio externo, a membrana
peritrofica contendo o alimento. Por conseguinte, esses dados caracterizaram alteragcbes
morfoldgicas ou embriotoxicas e ou teratogénicas, uma vez que as larvas L4 apresentaram
aspecto morfologias nao similares em relagédo ao controle. A matriz peritrofica é extracelular
e secretada pelo epitélio do mesentério em alguns artropodes. Esta membrana age como
uma barreira protetora contra varias substancias quimicas, agentes microbianos e até
mesmo contra agressoes fisicas causadas pelos alimentos ingeridos (ARRUDA et al 2003;
BARRETO et al 2006).

O mesentério € o principal alvo de substancias toxicas, quimicas e biologicas e a
eliminagé@o da matriz peritréfica, juntamente com o alimento ingerido, parece ser a primeira
forma de defesa das larvas para a eliminacao do que é toxico. No caso do cannabis sativa
ingerido pelas larvas de A. aegypti junto com o alimento, a extrusdo da matriz peritréfica,
contudo néo ocorreu a mortalidade das larvas. Sao escassos os trabalhos com as espécies
Cannabis sativa L. em observagdo morfolégico do A. aegypti.
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Segundo Vieira et al (2012) demonstrou que efeito do extrato aquoso de . suffruticosa
pode atuar promovendo alteracdes morfolégicas na membrana peritrofica em larvas de A.
aegypti. Além disso, a inibicdo da formagé@o de membrana peritrofica afetou severamente o
desenvolvimento inicial das larvas no 2% estagio A. aegypti, na regido anterior do intestino
médio. No entanto, a observacéo morfolégica de larvas submetidas ao extrato aquoso de
folhas de I. suffruticosa mostrou disruptura da estrutura membrana peritrofica (VIEIRA et
al 2012). No entanto, estudos da relacao entre estrutura quimica e atividade biologica tém
sido realizados no sentido de modificar a estrutura quimica destes compostos a fim de
suprimir sua psicoatividade (FARIAS; GONCALVES; NASCIMENTO, 2016).

Neste trabalho, a matriz peritréfica das larvas tratadas apresentou-se menos
espessa do que a das larvas controle, contrapondo-se aos resultados apresentados por
outros pesquisadores (ARRUDA et al 2003; BARRETO et al 2006). Isso se deve ao fato de
que a extrusdo desta membrana foi um fato marcante neste trabalho. O que possibilitara
exploracdo das suas propriedades farmacoldgicas em outros ensaios. Com o intuito de
colaborar nesta discussdo, este trabalho busca contribuir para o conhecimento dos
possiveis processos envolvidos no uso terapéutico da Cannabis, visando o suporte para
areas de pesquisa sobre planejamento de novos compostos canabinoéides que apresentem
atividade terapéutica e auséncia de atividade psicotropica.
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