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RESUMO

Os efeitos da toxicidade do extrato bruto etandlico (e.b.e.) da casca do caule da Magonia pubescens
(St. Hil.) em células do meséntero de larvas de terceiro estadio do mosquito Aedes aegypti (L.)
(Diptera: Culicidae) foram investigados por meio da microscopia eletronica. Vérios periodos de
exposi¢do ao e.b.e. foram analisados e diferentes graus de destrui¢do foram observados de acordo
com o aumento do tempo de exposicao. As alteragdes morfologicas iniciaram-se apos quatro horas
de tratamento e incluiram a perda de cristas mitocondriais e o espessamento da matriz peritrofica.
Com o aumento do periodo de exposi¢do, evidenciaram-se novas alteragdes ultra-estruturais,
destacando-se completa destruigdo de mitocondrias, vacuoliza¢@o citoplasmatica, perda, redugdo
ou rompimento das microvilosidades e alteragdes nucleares, o que mostrou a elevada toxicidade do
e.b.e. e apontou perspectivas de seu uso no controle de larvas do 4. aegypti.

DESCRITORES: Atividade larvicida. Aedes aegypti. Magonia pubescens.
Ultra-estrutura.

INTRODUCAO

O dengue ¢ hoje a arbovirose mais importante que afeta o0 homem e
representa um sério problema de saide publica no mundo, sendo o Aedes aegypti
(L.) a espécie vetora mais competente na sua transmissdo. Apesar dos esforgos,
ainda ndo existe uma vacina eficaz, disponivel e aprovada para a prevencdo do
dengue (4, 7, 16, 23, 35). O controle dessa doenga ¢ concentrado na eliminagao dos
estadios larvais e de adultos do vetor e usualmente inclui a aplicagdo de inseticidas
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e larvicidas quimicos sintéticos (18, 24, 29, 36). O intenso e prolongado uso desses
produtos quimicos vem promovendo o surgimento de populagdes resistentes do
mosquito, portanto esses produtos tém se tornado cada vez mais ineficazes (9, 19,
20,21,22,27,28). Além disso, tais produtos quimicos podem causar sérios danos ao
meio ambiente, tornando-se necessaria a busca por métodos alternativos de controle
do mosquito transmissor do dengue.

Uma das alternativas de controle do A. aegypti e outros insetos vetores
¢ a utilizagdo de produtos derivados de plantas (11, 13, 14, 15, 25, 26, 30, 32).
Dentre os produtos botanicos estudados, destacam-se os extratos brutos etandlicos
(e.b.e.) da casca do caule, semente e envoltorio da semente da Magonia pubescens
(St. Hil.), que apresentam atividade nas diferentes fases do desenvolvimento larval
de A. aegypti (1, 34). Os efeitos do e.b.e. da casca do caule da M. pubescens nas
células do meséntero de larvas de A. aegypti, em microscopia de luz, foram relatados
por Arruda et al. (2) ¢ incluiram destruicdo total ou parcial das células, elevada
vacuolizagdo, aumento do espago subperitrofico, hipertrofia e estratificacdo celular.
Este trabalho relata os estudos realizados com microscopia eletronica sobre os
efeitos do e.b.e. da casca do caule da M. pubescens, demonstrando a sua a¢do nas
células do meséntero das larvas de 4. aegypti.

MATERIAL E METODOS
Material animal e vegetal

Larvas de terceiro estadio do A. aegypti foram obtidas da criagdo de 4.
aegypti no Laboratorio de Biologia e Fisiologia de Insetos e Xenodiagndstico do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias,
climatizado em temperatura de 27 + 1°C, umidade relativa de 80 £+ 5% e fotofase
aproximada de 12 horas (33). O e.b.e. da casca do caule da M. pubescens foi
utilizado na sua concentragdo letal, equivalente a 230 mg do extrato/1000mL de
agua destilada (31).

Bioensaios

A solugdo preparada do e.b.e. foi distribuida em 20 recipientes de 25mL
cada. Para o controle foram utilizados frascos contendo apenas agua destilada. O
experimento foi dividido em quatro grupos assim distribuidos: grupo 1 - larvas
na solucdo do e.b.e. da M. pubescens com alimento; grupo 2 - larvas na solugéo
do e.b.e. sem alimento; grupo 3 - controle com alimento; grupo 4 - controle sem
alimento. Em cada frasco com solucdo do e.b.e. ou controle foram colocadas 6
larvas do mosquito, perfazendo um total de 240 larvas por experimento. O alimento
utilizado foi ragdo para gato triturada (33). As larvas foram deixadas na solugio do
e.b.e. por diferentes periodos de exposi¢ao, sendo coletadas larvas com 13 horas
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de tratamento para as analises em microscopia eletronica de varredura (MEV) e
com 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 13 horas para as andlises em microscopia eletronica de
transmissao (MET). As larvas foram dissecadas imediatamente apds a sua retirada
da soluc@o do e.b.e. e tiveram seus tubos digestorios retirados e imediatamente
fixados em 2% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido, 3% de sacarose em
tampao cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,2 e, em seguida, processados para analises
em MEV e MET.

Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%,
desidratadas em série crescente de acetona (30% - 100%), secas ao ponto critico
(CPD 030 Baltec), cobertas com uma pelicula de ouro (SCD 050 Baltec) e
analisadas em microscopio de varredura.

Microscopia eletronica de transmissao

As amostras fixadas foram pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1%,
desidratadas em série crescente de acetona (30% - 100%), infiltradas e incluidas em
resina Spurr. Os blocos preparados foram cortados em ultramicrétomo e os cortes
ultrafinos contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e observados em
microscopio eletronico de transmissao.

RESULTADOS

Os estudos com MEV mostraram que a superficie celular do meséntero de
larvas controle de A. aegypti sofreu alteragdo com a auséncia de alimento. As células
do meséntero de larvas controle alimentadas apresentaram-se integras, com forma
poligonal e hexagonal e com algumas vesiculas de secregdo visualizadas como
pequenas projegdes esféricas em sua superficie (Figura 1A). Vistas lateralmente,
estas células apareceram como uma projecdo em forma esférica, recobrindo toda a
parede intestinal. Diferentemente, a célula do mésentero de larvas controle mantidas
sem alimento mostrou superficie celular deformada, com aspecto “murcho”, mas
com limites celulares definidos (Figura 1B).

Com o uso do e.b.e., as células do meséntero de larvas alimentadas
ou ndo, se mostraram completamente destruidas, sem visualizagdo dos limites
celulares, indicando a agdo deletéria do e.b.e. No entanto, diferentes aspectos
de destruicdo puderam ser observados nesses dois tratamentos. As células do
meséntero de larvas alimentadas estavam cheias de reentrancias (Figura 1C),
enquanto as de larvas ndo alimentadas tinham aspecto mais homogéneo ¢ areas
mais lisas (Figura 1D).
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura da parede interna do meséntero de
larvas de 3o estadio de A. aegypti. A: Larva controle alimentada. B:
Larva controle ndo alimentada. C: Larva tratada por 13h com o e.b.e.
da M. pubescens, com alimento. D: Larva tratada por 13h com o e.b.e.
da M. pubescens, sem alimento. Bar=100 um. CE: Células epiteliais. V:
Vesicula secretora.

Eletromicrografias de transmissdo da regido mediana do meséntero de
larvas controle identificaram a presenca de células cilindricas em diferentes estagios
de atividade secretora (Figura 2A). Algumas dessas células apresentaram pequenas
e esféricas vesiculas de secregdo na regido citoplasmatica médio-apical, enquanto
outras mostraram, além dessas, grandes e esféricas vesiculas que ocupavam parte
do citoplasma. C¢élulas basais ou indiferenciadas, com aspecto alongado e niicleo
com caracteristica de intensa atividade, também foram visualizadas (Figura 2A). A
presenga de grande quantidade de mitocondrias, aparentemente envolvendo em seu
interior parte do citoplasma ou porgdes de vesiculas secretoras, foram observadas
tanto em células com alta atividade secretora quanto naquelas que apresentaram
numero reduzido de vesiculas (Figura 2B). A parte apical das células apresentou
microvilosidades pouco desenvolvidas e recobertas externamente por um material
fino e granular, provavelmente representando o glicocalice (Figura 2C). O citoplasma
na regido apical das células cilindricas revelou grande quantidade de reticulo
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endoplasmatico rugoso (RER), mitocondrias e vesiculas de secre¢do com formato
esférico e tamanhos variados. O nucleo esférico, apresentando areas de eucromatina
e heterocromatina e nucléolo distinto, foi localizado na regido médio-basal (Figura
2B). A regido basal da célula foi caracterizada pela presenca de invaginacdes da
membrana plasmatica, formando o labirinto basal, no qual se observou grande
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Figura 2. Ultra-estrutura das células epiteliais do meséntero de larvas de 4.
aegypti controle. A e B: Aspecto geral. Bar=5 e 2 um, respectivamente.
C: Regido apical. Bar=1 um. D: Regido basal. Bar=0.5 pm. MV:
Microvilosidades. MP: Matriz peritrofica. ES: Espago subperitrofico.
V: Vesiculas secretoras. N: Nucleo. M: Mitocondria. MI: Mitocondrias
diferenciadas. LB: Lamina basal. P: Pregas da membrana basal. L:
Lamen. CR: Células regenerativas.

As alteracdes iniciais na morfologia das células do meséntero de larvas de A.
aegyptitratadas foram observadas apds quatro horas de tratamento com o e.b.e. Dentre
essas alteragdes destacam-se: a) a destrui¢do de mitocondrias, caracterizada pela
perda das cristas e alteragdes no contetido e na eletrondensidade; b) o espessamento
da matriz peritrofica, que apresentou suas camadas deslocadas para longe do apice
celular, com conseqiiente aumento do espago subperitrofico (Figura 3A). Neste
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tempo de tratamento, ndo houve sinais de destruigdo das microvilosidades nem do
restante celular. Apos seis e oito horas de tratamento, grande quantidade de vacuolos,
de varios tamanhos, foi encontrada na regido médio-basal de algumas células (Figura
3B). Também foi evidenciado maior ou menor grau de destrui¢do do citoplasma,
dependendo da célula observada. Esta destruigdo caracterizou-se pela presenca de
varios vacuolos, mitocondrias destituidas de cristas e diminuicdo do tamanho das
microvilosidades que, em alguns locais, estavam arrebentadas e liberando o contetido
do citoplasma (Figura 3C). Neste tempo de tratamento, as células tinham aspecto
bastante diferenciado, incluindo poucas invaginacdes da membrana na regido basal,
citoplasma completamente destruido, auséncia de organelas e, principalmente, grande
quantidade de RER observada no controle, presenca de varias dobras da membrana
celular nos locais de unido entre as células epiteliais adjacentes e algumas invaginagdes
damembrana na regido basal (Figura 3D). Os nticleos celulares demonstraram aspecto
bem distinto do nucleo controle, com cromatina completamente descondensada,
evidenciando regides mais eletrondensas € uma area reticulada também mais
eletrondensa que, provavelmente, correspondia ao nucléolo (Figura 3E). A matriz
peritrofica apresentou-se diferenciada e muito espessa, evidenciando varias camadas
de diferentes eletrondensidades (Figura 3F). Grande quantidade de mitocondrias
rompidas e destituidas de cristas, vactiolos autofagicos de diversos tamanhos e poucas
e curtas microvilosidades foram observadas nas células apds dez horas de tratamento
e, esporadicamente, nesse periodo, algumas microvilosidades invaginaram para o
interior do citoplasma celular aumentando o espago subperitrofico.

Como era esperado, os aspectos mais evidentes de destruigdo celular foram
observados com 12 e 13 horas de tratamento. O grau de vacuolizagio da célula foi
bastante intenso ¢ desse modo o citoplasma passou a ficar quase que completamente
preenchido por vactiolos. Os processos de invaginagio damembranabasal, que formam
o labirinto basal, eram mais escassos e os limites celulares ndo foram evidenciados
(Figura 4A). As mitocondrias manifestaram diferentes graus de destrui¢do, algumas
até destituidas de cristas. A superficie apical da célula mostrou-se praticamente sem
microvilosidades e as poucas que existiam tinham aspecto curto e irregular. Alguns
locais da célula estavam desprovidos dessas microvilosidades ¢ da membrana celular
apical, liberando o conteudo citoplasmatico (Figura 4B). As células apresentaram
pouca quantidade de RER e grande quantidade de ribossomos livres no citoplasma. O
nucleo de algumas células, com forma esférica, cromatina frouxa e nucléolo evidente,
estava com sua membrana rompida, liberando seu contetido para o citoplasma
(Figura 4C). Grupos de estruturas semelhantes a pequenas vesiculas eletrondensas
foram localizados em algumas células (Figuras 4C e 4D). Esses eventos nunca foram
observados em outros tempos de tratamento. Ainda com 13 horas de tratamento, as
células epiteliais do meséntero ndo mostraram mais uma superficie apical delimitada,
estavam destituidas de microvilosidades € da membrana celular, extravasando o
contetdo citoplasmatico para a regido proxima a matriz peritréfica (Figura 4E). Nessas
células, extensas regides se mostraram completamente desprovidas de conteudo
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citoplasmatico. Observou-se a presenca de grandes e numerosos vacuolos, além de
vérias mitocondrias em diferentes estagios de destruigio, auséncia de cristas, escassez
de RER e presenca de poucas vesiculas secretoras. No ntcleo de algumas células, o
envelope nuclear tinha grupos de pequenos granulos esféricos e mais eletrondensos,
semelhantes a poros, localizados em torno do envoltdrio nuclear (Figura 4F).

Figura 3. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de
30 estadio de A. aegypti tratadas com o e.b.e. da M. pubescens. A: 4h
de tratamento. Bar=0,5 um. B, C: 6h de tratamento. Bar=2 um. D, E,
F: Células diferenciadas encontradas com 6h de tratamento. Bar=2,1
e 0,5 um respectivamente. MV: Microvilosidades. VC: Vacuolos.
MVR: Microvilosidades rompidas. M: Mitocondrias. N: Ntcleo. C:
Citoplasma. MP: Matriz peritrofica. ES: Espaco subperitrofico. Nu:
Nucléolo. Setas curtas: Membranas celulares.
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Figura 4. Eletromicrografias das células epiteliais do meséntero de larvas de 3o

262

estadio de A. aegypti tratadas com o e.b.e. da M. pubescens. A, B, C
e D com 12h de tratamento. E ¢ F: com 13h de tratamento. A: Regido
basal. Bar=5 um. B e E: Regido apical. Bar=2 um. C e F: Aspecto do
nucleo. Bar=1 pm. D: Aspecto das vesiculas. Bar=2 pm. VC: Vacuolo.
MV: Microvilosidades. M: Mitocondrias. MP: Matriz peritrofica. ES:
Espago subperitrofico. C: Citoplasma. N: Nucleo. Nu: Nucléolo. Ve:
Vesiculas eletrondensas. V: Vesiculas de secregdo. L: Limen. P: Poros.
Asterisco: Rompimento da membrana nuclear. Seta longa: Rompimento
da membrana celular. Seta curta: Auséncia de microvilosidades.
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DISCUSSAO

A ultra-estrutura normal das células do meséntero de larvas de 4. aegypti
controle coincidiu com as observagdes apresentadas por Cocke et al. (8) e Charles
(6). Foram encontradas células que exibiam grandes vesiculas secretoras, o que,
provavelmente, indica uma intensa atividade e evidencia os diferentes estagios
de maturagdo e/ou atividade de sintese dos produtos de secregdo. A presenga de
mitocondrias com aspectos diferenciados envolvendo parte do citoplasma ou
vesiculas de secregdo pode indicar o elevado grau de atividade das mitocondrias e
intensa atividade metabolica das células.

Os efeitos toxicos do e.b.e. da M. pubescens nas células do meséntero
de larvas de A. aegypti, observados por microscopia eletronica de transmissdo,
incluiram extensas alteragdes citoplasmaticas e nucleares, com diferentes niveis
de destruicdo de mitocdndrias, inclusive auséncia de cristas, intensa vacuoliza¢ao
citoplasmatica, diferenga nas caracteristicas estruturais da membrana peritrofica e
mudangas na estrutura das microvilosidades. Diversos autores, estudando os efeitos
toxicos de compostos quimicos ou toxinas de agentes bioldgicos, verificaram que
tais compostos causam varias alteragdes nas células do meséntero de larvas de
A. aegypti ou de outros mosquitos, incluindo auséncia de cristas mitocondriais,
alteracdo da borda de microvilos, presenca de vacuolos autofagicos, presenca de
material granular no espago subperitrofico, ruptura de algumas membranas celulares,
separagdo das células e da membrana basal e presenga de grandes vacuolos celulares
(6, 8, 10, 12, 17, 31). A acdo de cristais do Bacillus thuringiensis israelensis nas
células do meséntero de larvas de A. aegypti revelou efeitos como: interrupgdo do
epitélio e alteragdes celulares com aumento dos espagos intra e intercelulares na
regido basal da célula, desintegragdo do RER com formagao de estruturas esféricas,
desaparecimento das cristas mitocondriais, hipertrofia celular (com aparecimento de
células em forma de baldo) e desaparecimento das microvilosidades (5).

Desta forma, o uso de substdncias tdoxicas como larvicidas,
independentemente da sua origem, causa danos irreparaveis em nivel celular no
epitélio do tubo digestorio, indicando ser este o local de absor¢do desses compostos
e que, independentemente do tipo de substancia utilizada, as alteragdes destrutivas
sdo muito semelhantes. Portanto, o achado sugere que essas mudangas constituem
uma resposta comum a intoxicagao celular.

As tentativas para seguir os danos ultra-estruturais causados pelo e.b.e.
nas células e organelas do meséntero de A. aegypti foram realizadas por meio de
observagdes comparativas de larvas tratadas em diferentes tempos de exposi¢ao,
simultaneamente com larvas controle. As principais e primeiras organelas
afetadas foram as mitocondrias, que muitas vezes se mostraram hipertrofiadas e
destituidas de cristas. De fato, em células do meséntero de larvas de 4. aegypti e
Culex quinquefasciatus intoxicadas por bacilos, foram evidenciados os mesmos
aspectos morfologicos nestas organelas, indicando que substincias toxicas as
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células do meséntero inicialmente destroem as mitocOndrias, sitios ativos de
energia para as células (5, 6, 10, 12). Esse processo de destruigdo é seguido pela
formagdo de pequenos vactiolos os quais vao aumentando em namero, o que,
muitas vezes, promove a formagdo de enormes vacuolos que ocupam grande
por¢do do citoplasma. Desta forma, a vacuolizagdo das células indica que estas
se encontram em estado de lise, possivelmente provocado pelas substancias
toxicas encontradas no e.b.e. A desintegracdo do RER, com formagéo de
pequenas vesiculas, ¢ a destruicdo da camada de microvilosidades, visualizadas
como conseqiiéncia da toxicidade do e.b.e., também foram evidenciadas
como sintomas de infec¢do de Culex pipiens pelo Bacillus sphaericus (6).
Esses resultados indicam que, mesmo que a substancia toxica seja de origem
microbiana ou botanica, os efeitos da toxicidade dos compostos sobre as células
do meséntero das larvas de mosquitos sdo semelhantes, variando basicamente
em intensidade.

Em periodos maiores de exposi¢do ao e.b.e., as células do meséntero
apresentaram pequenas estruturas esféricas e mais eletrondensas localizadas
no envelope nuclear. Essas estruturas pareciam ser poros nucleares bastante
evidenciados, que poderiam ter aparecido como uma reagdo a intoxicagdo pela
solugdo do e.b.e. A presenca de poros nucleares foi observada como pequenas
zonas mais escuras (eletrondensas) localizadas em intervalos ao longo do envelope
nuclear de células do intestino de adultos fémeas de 4. aegypti e larvas de outros
insetos (3). Da mesma forma, células do meséntero de A. aegypti expostas a
compostos reguladores de crescimento apresentaram intensa vacuolizacdo entre as
duas membranas do envelope nuclear (8) e as mesmas células infectadas com o B.
thuringiensis apresentaram mudancas no nticleo, como a formagéo e presenca de
vesiculas (12). Em nossos experimentos, as estruturas observadas na membrana
nuclear se assemelharam mais com poros nucleares do que com vactolos, visto
que tais estruturas nem sempre se apresentaram com forma esférica e se exibiram
como regides mais eletrondensas. Provavelmente, a presenca desses poros seja
um fenémeno provocado em resposta ao extenso uso do e.b.e. ¢ sua conseqiiente
toxicidade, considerando que tais poros somente foram evidenciados nas células
apds 12 horas de tratamento. Da mesma maneira, a presenca de alguns niicleos
em estado de lise aponta para a crescente intoxicagdo das células pelo e.b.e., visto
que o processo de destruicdo ¢ iniciado no citoplasma e ha uma progressio até o
nucleo celular. Ainda, a presenga de estruturas semelhantes a pequenas vesiculas
e/ou granulos eletrondensos, encontradas no citoplasma de células com elevado
tempo de exposi¢do, pode sugerir o acumulo do e.b.e. nas células do meséntero.
Essas vesiculas e granulos s6 foram evidenciados em células submetidas a elevado
tempo de exposi¢do ao e.b.e., podendo ser um indicio de que o extrato, além de ser
absorvido pelas células epiteliais, também pode ser acumulado em granulos e/ou
pequenas vesiculas citoplasmaticas, e isto poderia ser um fator a mais de induggo
da destruicao celular.
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ABSTRACT

Ultrastructural Studies of Magonia pubescens (St. Hil.) Extract Toxicity in the
Midgut of Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) Larvae

The toxicity effects of the crude ethanol extract (c.e.e.), from the peel of the stem
of Magonia pubescens (St. Hil.), in the mesentery cells of larvae of the Aedes
aegypti mosquito at the 3% stage (L.) (Diptera: Culicidae), were investigated with
electronic microscopy. Several periods of exposure to c.c.e. were analyzed and
different destruction degrees were observed in agreement with increasing of time
of exposure. The morphologic alterations began after 4h of treatment and they
included the loss of mitochondrial cristaec and the thickening of the peritrophic
matrix. As the period of exposure increased, new ultrastructural alterations were
evidenced, standing out the complete mitochondria destruction, the increase in
the number of vacuoles, the loss, reduction or breakage of the microvilli and some
nuclear alterations, proving the high toxicity of c.e.e. and effectiveness in the control
of larvae of the 4. aegypti.

KEY WORDS: Larvicidal activity, dedes aegypti, Magonia pubescens.
Ultrastructure.
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