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Introducio 2

Desde o inicio do cultivo da cana-de-agucar no Brasil, os agricultores tém tido
prejuizos causados por insetos. No seu estagio larval a broca-da-cana, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), é uma das espécies que mais afetam a
produtividade agricola e industrial da cana-de-actcar, atacando também as culturas de milho,
arroz, sorgo, trigo e alguns tipos de capins (METCALF & FLINT, 1966; SILVA et al., 1968;
CHIPPENDALE, 1979; TERAN et al., 1983).

O ciclo evolutivo completo deste inseto varia de 53 a 60 dias, ocorrendo até 4 geracdes
por ano, na natureza. Em condi¢des naturais, a mariposa f€mea de Diatraea saccharalis faz a
postura nas folhas da cana, ap6s o acasalamento; a eclosdo dos ovos ocorre em um periodo
de 4 a 9 dias. As lagartas alimentam-se do parénquima e da bainha da folha e, apos a primeira
ecdise, penetram no colmo perfurando extensas galerias, geralmente no sentido longitudinal.
Apds um periodo médio de 40 dias de desenvolvimento nas galerias, as larvas atingem cerca
de 25 mm de comprimento. No final do ciclo larval as lagartas fecham os orificios no colmo
da cana com fios de seda e restos da sua alimentagdo, passando para a fase de crisdlida que
dura de 9 a 14 dias, originando a mariposa que emerge pelo orificio da cana (GALLO et al.,
1978).

Durante muitos anos a broca-da-cana foi combatida através da aplicagdo de inseticidas
nas lavouras de cana-de-agticar. Entretanto, o uso de inseticidas pode ter agdo toxica ao ser
humano, causar imensos prejuizos a0 meio ambiente, além de ser oneroso para os produtores.
A capacidade de alguns parasitdides em escapar da reacdo imune do hospedeiro tem sido
utilizada como poderosa arma no controle biologico de insetos que causam prejuizos para a
producdo agricola, como é o caso da Diatraea saccharalis (WIEDENMANN & SMITH,
1995).

Atualmente a espécie mais utilizada para controlar a Diatraea spp ¢ a Cotesia flavipes
(Hymenoptera: Braconidae), devido as inumeras vantagens que apresenta sobre os demais
parasitdides (RISCADO, 1982; LIMA FILHO, 1989). A Cotesia flavipes apresenta ciclo de
vida relativamente curto (16 a 25 dias) e periodo de pré-ovoposicdo menor quando
comparados aos dos taquinideos Metagonistylum minense e Paratheresia claripalpis
(Diptera), os quais também foram utilizados no controle biolégico da broca (BENNETT,
1977; BOTELHO et al., 1980).

O termo ‘“sistema imunoldgico” ¢ utilizado para os sistemas de defesa onde as
alteragdes, causadas por um antigeno, levam a produgdo de anticorpos especificos e ao
estabelecimento de uma memoria antigénica. Sistema imune, segundo os imunologistas de

vertebrados, sdo os mecanismos de defesa possuidores de memoria e especificidade,
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envolvendo a producdo de imunoglobulinas. O sistema imune €, portanto, regulado por uma
combinagdo de células brancas do sangue e das substancias soluveis que estas produzem.
Existem basicamente 3 tipos destas células envolvidas no controle da resposta imune em
mamiferos: linfécitos B (produtores de anticorpos), linfocitos T e os macrofagos (reguladores
da producdo). Os linfécitos T que estimulam a producdo de anticorpos sdo chamados T
auxiliadores, € os que reprimem a produgdo sdo chamados de T supressores (NAOUM, 2001;
FIELDING et al., 1998).

Os insetos ndo possuem um sistema de defesa baseado na produgdo de
imunoglobulinas, embora tenham a capacidade de evitar infecgdes por microorganismos e
parasitos (NAPPI & STREAMS, 1969; WHITCOMB et al., 1974; EHLERS et al., 1992).
Esta habilidade pode ser um dos fatores primordiais que explicam o sucesso de sobrevivéncia
dos insetos em nichos ecologicos tdo diversos, até¢ mesmo indspitos.

A hemolinfa dos insetos é constituida por componente liquido, o plasma, onde estio
suspensos os elementos figurados, os hemocitos. Os hemocitos sdo células que se encontram
circulando livremente na hemolinfa ou organizadas dentro de estruturas denominadas tecidos
hemopoiéticos, hemocitopoiéticos (HOFFMANN ez al., 1979; GUPTA, 1985; MULLINS,
1985), ou ainda tecidos fagocitarios (JONES, 1970).

GUPTA (1985) apresentou uma extensa revisdo da literatura, identificando sete tipos de
hemdcitos nos diferentes insetos estudados, em nivel ultra-estrutural: Prohemoécito (PR),
Plasmatécito (PL), Granulécito (GR), Esferulocito (ES), Adipohemdcito (AD), Oenocitoide
(OE) e Coagulécito (CO). Estes tipos celulares também foram identificados na hemolinfa de
muitas espécies de Lepidoptera (BEAULATON & MONPEYSSIN, 1977, SCHMIT &
RATCLIFFE, 1978; ROWLEY & RATCLIFFE, 1981; TANAKA, 1987b; LACKIE, 1988;
STRAND & NODA, 1991; SAXENA, 1992; STRAND & JOHNSON, 1996).

Os insetos protegem-se contra agentes patogénicos produzindo moléculas ou reagdes
celulares que combatem invasores, porém com estratégias diferentes das observadas em
vertebrados (RATCLIFFE ef al. 1985; RATCLIFFE & ROWLEY, 1987; GUPTA, 1991).

O arsenal defensivo dos insetos ¢ composto por barreiras estruturais passivas e por
mecanismos de defesa ativos, mediados por células e moléculas. Dentre as barreiras fisicas
temos o exoesqueleto, as barreiras intestinais e respiratorias; ja o sistema de defesa ativo
compreende uma cascata de respostas, principalmente na hemolinfa, contra os organismos

que penetram a hemocele (DUNN, 1986).
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Quando um invasor penetra a hemocele de um inseto, geralmente via cuticula ou trato
digestivo, este freqiientemente reconhece o organismo estranho como '"ndo-proprio" e
desencadeia uma série de reagdes celulares e/ou humorais para combater o invasor, resultado
do esfor¢o cooperativo entre o plasma e os hemdcitos, presentes na hemolinfa (RATCLIFFE
& ROWLEY, 1979b; COOMBE et al., 1984; GOTZ & BOMAN, 1985; RATCLIFFE et al.,
1985; DUNN, 1986; FALLEIROS & GREGORIO, 1995; GILLOT, 1995). Vale ressaltar que
os hemdcitos possuem ainda outras fungdes, participando do transporte de substancias como
metabolitos (CROSSLEY, 1975, 1979) e hormdnios (SCHARRER, 1965; TAKEDA, 1977),
dos processos de remodelacdo de tecidos que ocorrem durante as mudas (CROSSLEY, 1979;
SECCO, 1990; QUAGIO-GRASSIOTO, 1993), e ainda da reprodu¢do (LANDUREAU &
SZOLLOSI, 1974) e como fonte de hormdnios (WIGGLESWORTH, 1979).

As reagdes de defesa dos insetos relacionadas diretamente com os hemocitos
compreendem a coagulacdo da hemolinfa, a fagocitose, a formacdo de nddulos e a
encapsulagdo (TYSON & JENKIN, 1974; SMITH & RATCLIFFE, 1978; RATNER &
VINSON, 1983; PERSSON et al, 1987, MELLO et al., 1995, NIGAN et al., 1996;
GILLESPIE et al., 1997; FEDER, et al., 1997, AZAMBUJA et al., 1998). Ja as reagdes que
envolvem indiretamente os hemdcitos abrangem a produ¢do de uma grande variedade de
substancias, tais como aglutininas, fatores liticos, antibacterianos, lisozimas, profenoloxidase
(proPO) e 6xido nitrico (NO), entre muitos outros descritos na literatura (SODERHALL,
1982; RATCLIFFE et al., 1984; RAVINDRANATH et al., 1984; SODERHALL & SMITH,
1986; GUZO & STOLTZ, 1987; RATCLIFFE, 1982, 1986; ROHLOFF et al, 1994;
STRAND & PECH, 1995a; FEDER et al., 1998; SHELBY & WEBB, 1999; NAPPI et al.,
2000; AZAMBUIJA et al., 2005; AZAMBUJA & GARCIA, 2005). Estes processos podem
ocorrer isoladamente ou em conjunto, quando os insetos sdo agredidos por agentes estranhos
na natureza, ou em laboratdrio quando da inoculagdo artificial de agente abidtico ou mesmo

de parasitos.

Em muitas espécies de insetos, a resposta imune celular contra patogenos depende de
dois tipos de reagdes: formagcdo de nodulos/capsulas e fagocitose por hemdcitos
(RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b). Quando um nimero muito grande de microorganismos
invade a hemocele do inseto ou o corpo estranho € muito grande para ser fagocitado, ocorre a
formacdo de nddulos ou capsulas ao redor do invasor. Tais estruturas sdo encontradas em
diferentes espécies de insetos coletados no campo e podem ser induzidas experimentalmente

(HOROV & DUNN, 1983; GOTZ, 1986a, 1986b).
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A formacdo de nodulos ¢ dificil de ser distinguida da encapsula¢do. A encapsulagdo
celular ¢ caracterizada pela superposicdo de diversas camadas de hemdcitos circundando o
agente invasor ¢ originando uma capsula multicelular hemocitica (SCHMIT & RATCLIFFE,
1977; LACKIE, 1981; RATCLIFFE, 1982, 1986; GUPTA 1985, 1987; GUZO & STOLTZ,
1987; RISKI & RISKI, 1987 entre outros), diferindo dos nddulos onde ocorre apenas um
agrupamento de hemdcitos ao redor do agente invasor (RATCLIFFE & GAGEN, 1976,
1977, RATCLIFFE & WALTERS, 1983; RATCLIFFE ef al., 1985). Um nodulo pode
resultar em uma capsula, como evolug¢do natural da reagdo de defesa contra a invasio em
massa de microorganismos.

Persistem duvidas de como o invasor € morto ou tem seu desenvolvimento inibido
dentro das capsulas ou nodulos. Muitos trabalhos sugerem que a melanizagdo destas
estruturas, com a liberacdo de produtos téxicos, seria a responsavel pela morte dos parasitos
(NAPPI, 1975; BERESKY & HALL, 1977; RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b). Outros
estudos (SALT 1963, 1970) atribuem a morte ou inativagdo do agente infectante a asfixia ou
desnutri¢do do invasor.

SCHMIT & RATCLIFFE (1977), trabalhando com implante de corddo nervoso em
larvas de Galleria mellonella, descreveram o processo de encapsulacdo como bifésico,
semelhante a formagdo de nddulos. A primeira fase, 5 min apds o implante, envolve o
contato e a lise de GR (hemdcito granular), com liberacdo de material sobre o elemento
estranho, resultando na formagdo de um coagulo. A segunda fase envolve a adesdo de PL, 30
min apos o implante; estas células continuam a aderir a capsula por até¢ 72 h, concomitante
com a lise de GR.

Capsulas sao formadas em torno de materiais biologicos ou ndo bioldgicos. Os agentes
bioldgicos incluem fungos, cestddeos, nematddeos, protozodrios e varios tecidos estranhos
(POINAR et al., 1968, 1979, GOTZ & VEY, 1974, 1987; RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b,
entre outros). Os materiais ndo biologicos incluem pecas de araldite, esferas de latex,
fragmentos de celofane, esferas de Sephadex entre muitos outros (GRIMSTONE et al., 1967,
BREHELIN ef al., 1975; WIESNER & GOTZ, 1993; BOMBONATO, 1999).

Espécies de insetos com baixo nimero de hemdcitos circulantes reagem a presenca de
invasores grandes ou numerosos, por meio da formagdo de capsulas do tipo humoral (SALT,
1963; POINAR & LEUTENEGGER, 1971; GOTZ et al., 1977, POINAR et al., 1979
FARALDO et al, 2006). As capsulas humorais consistem de material amorfo e pigmentado,
composto principalmente por melanina, entre outros elementos, sem a participacio direta dos

hemécitos (GOTZ & BOMAN, 1985). Na encapsulacdo humoral o processo também &
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bifasico, com a deposi¢ao inicial de material capsular, seguido de solidificacdo ¢ melanizagao
da capsula (GOTZ, 1986a, b). Este fendmeno garante a protecdo de insetos contra fungos
pouco virulentos, mas ndo contra os invasores mais patogénicos, que freqiientemente

exaurem a capacidade de encapsulagdo do inseto (BUTT et al., 1988).

Durante o processo de formacdo dos nddulos ou de encapsulagdo o invasor torna-se
necrdtico e melanizado (SCHMIT & RATCLIFFE, 1977; RATCLIFFE et al., 1984, 1985;
FORTON et al., 1985; LACKIE et al., 1985; RATCLIFFE et al., 1991). A melanizacio ¢ o
resultado final da ativagdo de um complexo sistema enzimatico em cascata, o sistema de
proPO.

O sistema de proPO é um dos principais componentes dos mecanismos de defesa dos
artrépodes. A fenoloxidase (PO) € a principal enzima produzida a partir da proPO, como
resultado da ativagdo desse sistema, que envolve reagcdo enzimatica em cascata. Durante a
ativacdo, a proPO ¢ convertida em enzima ativa, PO, por clivagem proteolitica controlada,
catalisada por diversas serina-proteases (ASHIDA, 1981; SODERHALL, 1982; LEONARD
et al. 1985b; SAUL & SUGUMARAN, 1986, 1987 ¢ 1988).

Toxinas de algumas espécies de fungos inibem a resposta de encapsulacdo, a0 mesmo
tempo em que diminuem a ativagdo do sistema proPO, sugerindo uma estreita relagdo entre
esses dois mecanismos de defesa, em insetos (VEY & QUIOT, 1975; HUXMAN &
LACKIE, 1986; VEY & GOTZ, 1986).

A PO representa o componente terminal do sistema proPO. Ela catalisa o estagio inicial
do processo de melanizagdo, observado na hemocele em resposta a presenca de material
estranho ou injuria (KRAMER & HOPKINS, 1987; SUGUMARAN, 1987).

Frequentemente, a PO pode ser encontrada sob a forma de proPO, dificultando sua
identifica¢do na hemolinfa de insetos (SCHMIT & RATCLIFFE, 1977; FISHER & BRADY,
1983; RATCLIFFE et al., 1984, 1991; BROOKMAN et al., 1988).

Quando um elemento estranho penetra a hemocele, ocorre a ativagdo do sistema de
proPO, o que acarreta a produgdo de proteinas que agem semelhantemente a opsoninas na
superficie do material estranho, e também de quinonas téxicas e melanina, as quais matam ou
inativam o invasor (SODERHALL, 1982). Um detalhe importante é a PO ser toxica, tanto
para o patdgeno quanto para o inseto; assim, € importante para o inseto prevenir a ativagao
desnecessaria do sistema proPO, ou inativar rapidamente esta enzima apos a agressdo do

invasor (ZLOTKIN et al., 1973).
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O mecanismo pelo qual a melanina e/ou seus precursores, como as quinonas, levam os
parasitos a morte ¢ discutido. Acredita-se que estes compostos sejam altamente tdxicos,
resultando na morte dos parasitos (RATCLIFFE et al., 1985). Adicionalmente, a melanina e
seus precursores tém propriedades fungistiticas (RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b;
SODERHALL & AJAXON, 1982), além de serem citotéxicos (RATCLIFFE et al., 1985).

A distingdo entre sistema imune celular ¢ humoral ¢ arbitraria, uma vez que essas
respostas costumam ocorrer simultaneamente e mostram-se cada vez mais complexamente
relacionadas. Como exemplo temos a constatacdo de que aglutininas isoladas de larvas de
Spodoptera exigua aumentaram em 80% a fagocitose de blastosporos de Paucilomyces
farinasus por GR, em preparagdes in vitro (PENDLAND ef al., 1988). Também, a ativagdo
da proPO em preparacdes de hemocitos in vitro, induziu um aumento na capacidade de
fagocitose destas células (RATCLIFFE er al, 1984; LEONARD et al., 1985a), o que
posteriormente confirmou-se em outros trabalhos (BROOKMAN et al., 1988; RICHARDS &
PARKINSON, 2000).

A complexidade das reacdes de defesa foi constatada por AZAMBUIJA et al. (2005)
em Rhodnius prolixus (Hemiptera), inseto vetor do Trypanosoma cruzy e Trypanosoma
rangeli, que observaram interacdes desses parasitos com moléculas presentes ndo apenas no
tubo digestivo, mas também na hemolinfa. No caso do Trypanosoma rangeli invadir a
hemocele do inseto vetor, poderd ser reconhecido e provocar nido apenas a ativacdo do
sistema de proPO, mas também a fagocitose, a micro-agregacdo hemocitaria, a atividade
superoxido, de NO e a via de biossintese dos eicosanodides. Os eicosandides tém a fungdo de
mediar as reagdes de imunidade de insetos a bactérias e fungos (STANLEY, 2000) e as
interacdes hospedeiro-parasito (CARTON et al., 2002). Um exemplo da agdo dos
eicosandides ¢ a formacdo de micro-agregados em Rhodnius prolixus inoculados com
Trypanosoma rangeli (GARCIA et al., 2004a, b). Numa visdo ampla, os eicosanoides
desempenham importantes fungdes na organizagdo bioldgica em nivel das células, dos
organismos e das interagdes ecologicas.

Estudos das reagdes do hospedeiro a parasitdides mostram que pode haver uma
supressdo da imunidade pelo parasito (VINSON, 1986). Em alguns casos, os hemdcitos do
inseto hospedeiro estdo alterados e mostram uma redugdo em sua capacidade de fagocitar ou
encapsular particulas introduzidas em sua hemocele, na vigéncia do parasitismo (VINSON,

1977; STOLTZ & GUZO, 1986; PREVOST et al., 1990; LAVINE & BECKAGE, 1996).
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Sabe-se que varias estratégias sdo utilizadas por insetos parasitdides para escapar das
reacOes de defesa de seus hospedeiros. Alguns parasitdides podem desenvolver-se em locais
onde o fluxo da hemolinfa é menor, dificultado o acesso dos hemdcitos ao reconhecimento de
sua superficie estranha (SALT, 1970; CARTON, 1977; EDSON et al., 1981). Outros podem
apresentar caracteristicas na sua superficie que evitam a resposta de encapsulacdo por parte do
hospedeiro (SALT, 1963, 1968; DAVIES & VINSON, 1986). Ovos de Nemeritis canescens
sdo resistentes a encapsulacdo pelas larvas do hospedeiro Ephestia kuhniella, por
apresentarem cobertura que impede a adesdo de hemocitos a sua superficie (SALT, 1963).

DAVIES & VINSON (1986), usando sistema de encapsulagdo in vitro, observaram que
ovos do parasitéide Cardiochiles nigriceps escapavam da encapsulagdo pelos hemdcitos de
seu hospedeiro Heliothis virecens. Propuseram que a camada fibrosa que o ovo do parasitoide
apresenta teria, entre outras fungdes, a capacidade de adiar a resposta imune até que se
estabelecesse a supressdo da encapsulagdo do ovo. Estudo realizado por VINSON & SCOTT
(1974) em Heliothis zea, ndo susceptivel ao mesmo parasitéide, mostrou que a remocdo da
camada fibrosa que envolve o ovo do parasitoide, por enzimas presentes na hemolinfa,
promove a opsonizagdo do ovo, facilitando a encapsulagcdo pelos hemdcitos do hospedeiro,
explicando assim sua resisténcia ao parasitdide.

Durante a ovoposi¢cdo, varias espécies de vespas braconideas e ichneumoides injetam
veneno ou particulas semelhantes a virus, a exemplo dos polidnavirus (PDV) (FLEMING et
al., 1983; WHIFIELD, 1990; FLEMING & SUMMERS, 1991; STRAND, 1994; STRAND &
PECH, 1995b; ASGARI et al., 1996; WEBB & LUCKHART, 1996; BECKAGE, 1998;
SHELBY & WEBB, 1999). O veneno e o PDV possuem propriedades téxicas e ha fortes
indicios de que estejam envolvidos também na supressdo imune do hospedeiro (KITANO,
1982; DAVIES et al, 1987, TANAKA, 1987a, 1987b; DAVIES & VINSON, 1988;
BECKAGE, 1998).

Além disso, ovos de algumas vespas das familias Braconidae e Scelionidae liberam
na eclosdo, células derivadas da membrana serosa, chamadas de teratdcitos (TE) (VINSON
& LEWIS, 1973; GOTZ & BOMAN, 1985; STRAND, 1986; TANAKA & WAGO, 1990;
DAHLMAN, 1991; STRAND & WONG, 1991; DAHLMAN & VINSON, 1993; STRAND
& PECH, 1995a). O papel do TE na eficiéncia do parasitismo ndo esta claro. Acredita-se que
tenha funcdo tréfica (SLUSS, 1968), com base na observagdo de que esta célula aumenta em
tamanho e, por vezes, desaparece da hemolinfa do inseto hospedeiro na medida em que a
larva do parasitoide vai crescendo. Isto sugere que os TE seriam fonte de nutrientes

especificos, particularmente nos ultimos instares do parasitdide. De fato, foram encontrados
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tanto fragmentos de TE quanto células inteiras no trato digestivo de muitas larvas de
parasitdoides (SCHLINGER & HALL, 1960; SLUSS & LEUTENEGGER, 1968;
ARAKAWA & KITANO, 1989; STRAND & WONG, 1991). Existem ainda indicagdes, em
nivel ultra-estrutural, de que os TE teriam também a funcdo de sintese e secrecdo de

proteinas e outras substancias necessarias para a efetivacdo do parasitismo (KOSCIELSKI et

al., 1978; LAWRENCE, 1990).

Os insetos possuem uma resposta imune inata que consiste em rea¢des humorais com a
ativacdo de cascata proteolitica, que da inicio a muitos eventos incluindo a producdo de NO.

Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas membro de uma familia
de poluentes ambientais indesejaveis e carcindogenos potenciais. Atualmente, o NO ¢
considerado um dos mais importantes mediadores de processos fisiologicos intra e
extracelulares. Em animais superiores, estd envolvido no relaxamento vascular e tem um
papel de grande importancia na prote¢do do vaso sanguineo. Possui também um papel como
mensageiro/modulador de diversos processos bioldgicos essenciais em mamiferos superiores.
Constitui ainda, um importante mediador citotdxico de células imunes efetoras ativadas,
capaz de destruir células tumorais e patogenos, fazendo parte assim, do arsenal de primeira
defesa do organismo com poder microbicida, de ag¢do antibactericida, antiviral e
antiparasitica (DRAPIER et al., 1988, FENG & WALKER, 1993; OSWALD et al., 1994,
GAZZIELLI et al, 1992 e LOWENSTEIN et al., 1993). A sua agdo estd presente na
inflamag¢ao e nos mecanismos de auto-imunidade (FLORA& ZILBERSTEIN, 2000). Nestes
casos, o NO atua em concentragdes maiores do que as de mensageiro, sendo toxico aos
microorganismos invasores. Entretanto, o NO apresenta uma papel dubio, as vezes benéfico,
outras vezes prejudicial ao organismo. O NO, a semelhanca da proPO, é potencialmente
toxico. A toxicidade se faz presente particularmente em situagdes de estresse oxidativo,
geragdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante. Existe um ténue
limite de concentragdo tissular entre a ndo toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade
necessaria para agdo antimicrobicida (STUEHR & MARLETTA, 1985; HIBBS ez al., 1987,
SCHMIDT, 1994).

Um exemplo disso € o que ocorre no coma de pacientes que apresentam a chamada
malaria grave. Existem cerca de 150 espécies de Plasmodium causadores de malaria em
diferentes hospedeiros vertebrados, mas somente 4 espécies parasitam o ser humano. Durante
a fase aguda da maldria ocorre a ativacdo e mobilizacdo de células imunocompetentes que

produzem citocinas, que agirdo direta ou indiretamente sobre o pararasito, mas que, assim
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como a proPO, podem ser nocivas para o hospedeiro. Estas citocinas aumentam a producao
de NO pelos leucécitos, musculo liso, microglia e endotélio vascular. Sendo o NO um
potente inibidor da fungdo celular, esta substancia tem sido recentemente relacionada na
patogenia de algumas complicagdes da maldria grave, principalmente o coma em pacientes
humanos (NEVES, 2005).

Em seu estado puro, sob condi¢cdes normais de temperatura e pressdo, o NO ¢ um gés.
Sua solubilidade ¢ moderada em 4gua, sendo muito mais soluvel em solventes apolares, tais
como hexano. Desta forma, quando presente em sistemas bioldgicos o NO tende a se
concentrar em ambientes lipofilicos, como membranas e dominios hidrofébicos de proteinas
(KERWIN et al., 1995). Tanto na fase gasosa como na fase aquosa, o NO reage com O,
formando diéxido de nitrogénio (NO,). Este, por sua vez, pode reagir com outra molécula de
NO e produzir trioxido de dinitrogénio (N,O3), ou com o préprio NO, (dimerizacdo) gerando
tetroxido de dinitrogénio (N,O,). Estes compostos reagem rapidamente com agua, formando
ions nitrito e nitrato.

A demonstrag@o da produg¢do de NO ¢ ainda dificil, feita sempre de maneira indireta.
Todas as pesquisas pioneiras ndo demonstraram o NO propriamente dito devido a sua
evanescéncia, utilizando-se a concentragdo de nitrito (NO;) e nitrato (NO3") como prova de
sua produgdo. Em nosso trabalho consideramos o teor de ion nitrito como pardmetro da
producdo de NO. A evidéncia inicial de 6xidos de nitrogénio no metabolismo veio de
experimentos que demonstraram produ¢do de nitratos em camundongos “‘germ-free”, no
inicio da década de 80 (GREEN et al., 1981). Em 1985 demonstrou-se que macrofagos
ativados por lipopolissacarideos bacterianos eram capazes de levar a producdo de nitritos e
nitratos (STUEHR & MARLETTA, 1985).

Na classica reacdo quimica de formagdo do NO, a L-arginina ¢ transformada em um
intermedidrio, a N®hidroxi-L-arginina, com a presenca de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato-hidrogénio (NADPH) e Ca", sendo necessario mais NADPH e O, para
a formacdo de L-citrulina e NO. A nomenclatura N significa que o grupo hidroxila est4
ligado ao nitrogénio do grupo guanidina.

NADPH NADPH
L-arginina N®-hidroxi-L-arginina —— g L ~citrulina + 6xido nitrico (NO)

Ca2+ 02

Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas da familia
citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS sdo dependentes de O,
NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade (MARLETTA, 1989; BREDDT et
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al., 1991; MAYER, 1994). Até o presente momento, foram isoladas e clonadas trés
isoenzimas, sendo duas constitutivas em determinadas células e uma induzivel, recebendo as
siglas respectivas de c-NOS e i-NOS (MARLETTA, 1993; MONCADA, 1991). Todas as
trés isoenzimas sdo semelhantes estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e
induzidas a partir de genes localizados nos cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma II) e 17
(isoforma III). O NO ¢, portanto, produzido a partir da L-arginina, por uma rea¢do mediada
pela enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e NO-sintase induzivel (i-NOS).

A i-NOS ou isoforma II ndo é expressa constitutivamente, ou seja, ndo esta presente de
modo habitual, sendo induzida nos macrofagos e outras células por lipopolissacarideos e/ou
citoquinas (STUEHR, et al., 1991). Esta isoenzima também pode ser chamada de mac-NOS
(macrophage NO synthase). Varios autores consideram que qualquer célula do organismo
tem a capacidade de produzir i-NOS, sob estimulos apropriados (NICHOLSON et al, 1996;
HAYNES et al, 1997; TENG et al, 1998). Uma vez induzida, a i-NOS ¢ capaz de produzir
NO por longo tempo, e isso vem a caracterizar seu envolvimento em varios processos
patologicos. Assim, o alto nivel de NO produzido por macrofagos, neutréfilos ou por outras
células ativadas, que deveria ser toxico para micrdbios, células tumorais ou parasitos, pode
também lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela maioria dos
processos inflamatdrios e autoimunes (STUEHR & MARLETTA, 1985; HIBBS et al., 1987;
GAZZINELLI et al, 1992; OSWALD et al, 1994; SCHMIDT, 1994; MOILANEN &
VAPPATALO, 1995).

O Ca’" ¢ um importante sinalizador citoplasmatico, atuando a partir de ligagdes com
proteinas intracelulares receptoras especificas. Uma destas proteinas citoplasmaticas (Ca”" -
receptora) é a calmodulina. Quando o Ca”" se liga 4 calmodulina forma-se o complexo Ca*"
/calmodulina, este, um elemento regulatério de algumas atividades enzimaticas
intracelulares. Quando a concentracdo intracelular de Ca’" cai, desfaz-se o complexo Ca’"
/calmodulina e a atividade enzimatica é desativada. Este mecanismo Ca®" /calmodulina ¢
responsavel pela ativagdo da NOS. No caso da c-NOS, segue-se 0 mecanismo descrito, ou
seja, ¢ necessaria determinada concentragdo de Ca”" intracelular para a atividade enzimatica,
ocorrendo inativagio da c-NOS com a queda do Ca®" citoplasmatico abaixo de determinado
nivel. Para a i-NOS, o mecanismo de a¢do depende da concentracdo intracelular de Ca®"
somente para ativacdo, sendo que a queda do Ca®” intracelular ndo inibe a atividade da i-
NOS. Assim pode-se também classificar as NOS como calcio-dependentes (que sdo as
isoformas I e III) e calcio-independentes (isoforma II), segundo NATHAN & XIE (1994).

Ha revisdes sobre o NO e também sobre a NOS em vertebrados (HUANG & LO, 1998;
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WANG et al., 1999). Muito do nosso entendimento de NO e NOS deriva destes trabalhos,
em modelos de vertebrados. Quanto ao papel do NO em invertebrados, estudos basicos
comparando fisiologia e bioquimica em organismos simples, tém fornecido forte evidéncia
de que o NO estd funcionalmente preservado na escala evolutiva (SNYDER & BREDT,
1992; ARCHERS, 1993; MARLETTA, 1993, 1994). O NO funciona como uma molécula
sinalizadora em todas as ordens de invertebrados estudados (COLASANTI & VENTURINI,
1998), a semelhanga dos vertebrados e em alguns contextos bastante surpreendentes. E
sabido de longa data, por exemplo, que insetos hematofagos utilizam-se de anti-coagulantes
salivares no processo de alimentagdo, a fim de inibir a agregacdo plaquetdria e a vaso-
constricdo de suas vitimas (LAW ef al,, 1992). Porém, recentemente foi descoberto em
alguns insetos hematofagos o envolvimento do NO neste processo. Rhodnius prolixus possui
um vasodilatador salivar, que consiste em uma hemeproteina que armazena e libera NO
(RIBEIRO et al., 1993).

Insetos tém sido particularmente valiosos nas considera¢des sobre o papel do NO.
Larvas de Manduca sexta tém sido utilizadas em estudos sobre o papel do NO na rede
neuronal durante o processo de aprendizado (WEEKS et al., 1997), do papel do NO no olfato
(OLAND & TOLBERT, 1996) e do processo celular e neuronal que acompanha a
metamorfose (TRUMAN, 1992, 1996).

Os gafanhotos Locusta migratoria e Schistocerca gregaria, também foram insetos
utilizados para estudos neuronais. Estes modelos tém sido importantes para fisiologistas de
insetos. O alto pH luminal do intestino de Manduca é recorde (pH 12!) e suas células foram
usadas como fontes de tecido para o primeiro isolamento e purificacio de H' - ATPase
(WIECZOREK, et al., 2000).

Insetos foram usados para estudar aspectos fisiologicos em que o NO esta envolvido.
Nao ¢ surpresa que investigacdes sobre o NO em insetos t€m sido extensivamente realizadas.
Assim, foi realizada caracterizagdo molecular dos genes da NOS em insetos e também a
andlise bioquimica da NOS, sendo este fato notavel devido ao tamanho mindsculo de
algumas espécies utilizadas.

Quanto aos genes da NOS e das isoformas de insetos, muitos estudos foram realizados
em Drosophila melanogaster (REGULSKI & TULLY, 1995), Anopheles stephensi
(LUCKHART & ROSENBERG, 1999), Manduca sexta (NIGHORN et al., 1998) e Rhodnius
prolixus (YUDA et al., 1996).

Com relacdo a funcdo fisiologica da NOS em insetos, alguns estudos tomaram por

objeto o sistema nervoso, por sua relativa simplicidade em insetos, permitindo estudar o
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papel do NO no aprendizado, memdria, locomog¢do e olfato, como mencionado
anteriormente. E grande o interesse sobre papel do NO no contexto neuronal, em insetos.
O’SHEA et al. (1998) trabalhando com tecido cerebral de Schistocerca gregaria,
demonstraram que altos niveis de NO localizados em areas especificas do cérebro, estdo
associados com o aprendizado e a memoria desses animais; este estudo também se aplica
para Apis mellifera (MULLER & HILDEBRANDT, 1995). NO tem demonstrado ser muito
importante no olfato de vertebrados; estudos em insetos demonstraram que NO também
contribui neste processo em invertebrados (ELPHICK et al, 1995; OLAND & TOLBERT,
1996) A percepcdo quimio-sensorial em insetos ocorre através das antenas, com
processamento e integracdo de sinais ocorrendo no lobulo antenal. Em Manduca sexta a NOS
¢ altamente expressiva na antena (NIGHORN ez al.,, 1998), sugerindo que a comunicagdo
entre receptores olfativos e centros processadores ¢ modulada por NO. Além disso, em
Manduca sexta o NO também é muito importante para o desenvolvimento dos neurénios do
l6bulo antenal (SCHACHTNER et al., 1998).

Em Drosophila, a estrutura dos orgdos do inseto adulto é determinada no disco
imaginal da larva (COHEN, 1993). Na estrutura¢do final de qualquer 6rgdo, o tempo ¢ a
contribui¢do da proliferacdo celular versus a diferenciacdo celular tem que ser muito bem
controlada. Um trabalho com Drosophila mostrou que o NO ¢ uma importante molécula para
mediar o balango entre a proliferacdo e a diferencia¢do celular (KUZIN et al., 1996). Os
autores demonstraram que a NOS ¢ expressa em todo o disco imaginal da larva de terceiro
instar.

Hé uma estimativa de 30 milhdes de espécies de insetos no planeta. Dentre as espécies
estudadas, todas utilizam o NO como molécula sinalizadora. Algumas dessas espécies de
insetos sdo vetores de doengas, outras sdo pestes agricolas de interesse econdmico, como € o
caso da Diatraea saccharalis. Fica claro que os estudos sobre NO e NOS em insetos podem
gerar ndo somente resultados significativos quanto a biologia, mas também alternativas do
controle para pestes agricolas.

Pouco se sabe sobre a morfofisiologia dos hemocitos de Diatraea saccharalis, bem
como o papel de cada um de seus tipos nas reagdes de defesa deste inseto. Trabalhos iniciais
(GONCALVES 1983; TOLEDO & GREGORIO, 1983a, 1983b; BARDUCO et al. 1988)
identificaram morfologicamente sete tipos de hemocitos, a saber: prohemoécito (PR),
plasmatdcito (PL), granulocito (GR), adipohemocito (AD), oenocitdéide (OE), esferulocito
(ES) e célula vermiforme (VE), em nivel de microscopia de luz e eletronica de transmissio.

Posteriormente, BOMBONATO & GREGORIO (1995) ¢ FALLEIROS (1995) confirmaram
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estes dados iniciais, em estudos sistematicos ao longo do desenvolvimento larval de Diatraea
saccharalis.

Quanto a morfologia de orgdos/tecidos de Diatraeca saccharalis em situacdo de
parasitismo pela Cotesia flavipes, ou de inoculagdo com agentes abidticos, os trabalhos sdo
escassos. CONTE & CRUZ-LANDIM (1993a, 1993b) analisaram a ultra-estrutura e a
histoquimica do corpo gorduroso de larvas de Diatraea saccharalis parasitadas por Cotesia
flavipes, correlacionando as modificagdes das células do corpo gorduroso, 6rgao sintetizador
e armazenador de substincias metabolicamente ativas, com o desenvolvimento do
parasitoide.

BOMBONATO (1994), estudando hemdcitos de larvas controle e parasitadas por
Metagonistylum minense, observou que o numero total de hemdcitos de insetos parasitados
apresentou alteragdes, varidveis em fung¢do da idade do hospedeiro no momento do
parasitismo, o que ndo afetou, entretanto, a eficiéncia do desenvolvimento do parasitdide.
Posteriormente, BOMBONATO (1999) analisando os hemocitos de Diatraea saccharalis
frente ao parasitismo pela vespa Cofesia flavipes, bem como frente a inoculagdo de diferentes
materiais inertes, observou que nao houve alteragdes na morfologia dos hemocitos presentes
na hemolinfa destes insetos, em nivel de microscopia de luz. Houve queda do nimero total
de hemdcitos circulantes durante o periodo experimental analisado, em larvas parasitadas ou
inoculadas, indicando reagdo da broca da cana frente aos agentes invasores. Ja a contagem
diferencial dos hemoécitos mostrou, em larvas parasitadas ou inoculadas com material inerte,
flutuagdes semelhantes na populagdo de diferentes tipos celulares (GR, ES, OE e VE), que
diferiram do controle. Assim, o quadro hemocitario na vigéncia do parasitismo sugere que a
broca da cana reage a presencga do parasitdide como se estivesse encapsulando o invasor.

O estudo dos hemocitos de larvas de Diatraea saccharalis, em diferentes fases do
parasitismo pela Cotesia flavipes, foi abordado em nosso trabalho de mestrado (NUNES,
2001). Observamos, através da analise morfologica ultra-estrutural e citoquimica dos
hemocitos de larvas de Diatraea saccharalis, ao longo do parasitismo pela vespa Cotesia
flavipes, que o desenvolvimento da larva de Cofesia flavipes na hemocele do inseto
hospedeiro ndo desencadeou processo de adesdo de hemocitos e/ou formagdo de cépsula ao
redor do parasitoide. Porém, os diferentes tipos de hemocitos de Diatraea saccharalis
evidenciaram alteragdes morfoldgicas ultra-estruturais especificas e importantes, ao longo do
parasitismo. Assim, embora ndo houvesse reagdo efetiva de eliminacao da larva do parasitdide

pelos hemdcitos do hospedeiro, os diferentes tipos de hemoécitos de Diatraea saccharalis
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evidenciaram alteragdes morfologicas ultra-estruturais, ao longo do parasitismo, as quais
sugerem reagdo contra a presenga do elemento estranho, a larva do parasitoide.

Entretanto, ficaram ainda perguntas a serem respondidas. Serd que o inseto hospedeiro,
na vigéncia do parasitismo pela Cotesia flavipes, conseguiria identificar e reagir contra um
agente abidtico? Serd que a introducdo deste agente seria capaz de desencadear o sistema de
defesa, teoricamente bloqueado pelo parasitdide, e assim tornd-lo apto a eliminar o
parasitdide? Teria o sistema de proPO e a producdo de NO, papel importante nestes eventos?

Assim, poderia haver alteragdes morfoldgicas sub-celulares dos hemdcitos de Diatraea
saccharalis na vigéncia do parasitismo pela Cotesia flavipes e/ou inoculacdo de agente
abidtico, ndo perceptiveis em nivel de microscopia de luz, evidenciadas em analise ultra-
estrutural; poderia também estar havendo alteragdes na ativacdo do sistema de proPO e
producdo de NO. Estas modificagcdes poderiam contribuir para o entendimento da nio reagdo
do inseto hospedeiro ao parasitoide.

Nosso interesse neste trabalho, prende-se ao estudo das reagdes de defesa de larvas de
Diatraea saccharalis parasitadas pela Cotesia flavipes e/ou inoculadas com agente abidtico
(Sephadex), especialmente relacionadas com a ativagdo do sistema de proPO, com a

producdo de NO e com a reagdo de encapsulacido do agente abidtico em larvas parasitadas.
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Considerando a lacuna existente na literatura quanto ao estudo das reagdes de defesa de
larvas de Diatraea saccharalis ndo parasitadas, parasitadas pela vespa Cofesia flavipes e/ou

inoculadas com agente abidtico, propusemo-nos a:

¢ Analisar os niveis de ativacdo do sistema de proPO e os niveis de producdo de NO, em
larvas de Diatraea saccharalis nao parasitadas (em funcdo da idade larval) e na vigéncia

do parasitismo pela Cotesia flavipes.

¢  Analisar os niveis de ativagdo do sistema de proPO e os niveis de producido de NO, em
larvas de Diatraea saccharalis apds a inoculacdo de agente abidtico e concomitante ao

parasitismo pela Cofesia flavipes.

¢  Observar se a introdug¢do de um agente abidtico ¢ capaz de desencadear os sistemas de
defesa, particularmente o sistema de proPO e a produg¢do de NO, teoricamente

bloqueados pelo parasitoide, e se isto torna o hospedeiro apto a eliminar este parasitoide.
¢ Identificar o(s) tipo(s) de hemdcito(s) responsavel(is) pela produgdo da proPO e do NO.

¢  Observar em MET a encapsulacdo de agente abidtico (esferas de Sephadex) em larvas

de Diatraea saccharalis na vigéncia do parasitismo pela Cotesia flavipes.



MATERIAL E METODOS
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1. OBTENCAO DOS INSETOS

Tanto o inseto hospedeiro, a Diatraea saccharalis, como o inseto parasitoide, a Cotesia
flavipes, foram fornecidos pelo Laboratério Entomolégico da Usina Barra Grande - Lengdis
Paulista, SP, pelo Laboratério Entomolégico Bionovo - Novo Horizonte, SP e pelo

Laboratorio Entomologico da Fazenda Sao Marcos - Ipigua, SP.

1.1. Diatraea saccharalis

As larvas da Diatraea saccharalis foram cultivadas em tubos de vidro esterilizados,
preenchidos parcialmente com dieta artificial semi-solida (HENSLEY & HAMMOND, 1968),
em camara climatizada a 25-27°C e umidade relativa de 70+10% (MENDES, 1980). Cada

tubo continha de 15 a 20 exemplares.

1.2. Cotesia flavipes

Fémeas fertilizadas da vespa Cotesia flavipes foram colocadas, manualmente, para
ovopositar na superficie dorsal de larvas de Diatraea saccharalis com 20 dias de
desenvolvimento. As larvas parasitadas foram mantidas em placas de Petri (5 larvas por
placa) contendo cubos de dieta artificial. Aproximadamente 10 dias ap6s a inoculacgdo, havia o
rompimento do tegumento das larvas da Diatraea saccharalis e liberagdo de “massas” de
parasitdides, os quais completavam o seu desenvolvimento fora do inseto hospedeiro. Apos a
emergéncia dos adultos, estes se cruzaram ao acaso, obtendo-se as fémeas fertilizadas que

foram utilizadas em nosso experimento.

2. INOCULACAO EM LARVAS DE Diatraea saccharalis

Duas solugdes foram utilizadas nos experimentos envolvendo a inoculagdo da Diatraea
saccharalis:

a) Solugdo salina para inseto (SSI): 1,80g de NaCl; 1,88g de KCl; 0,16g de CaCl e
0,004g de NaHCO; para 100ml de 4gua destilada.

b) Sephadex em SSI (Sephadex): esferas de Sephadex G-200-120 (Sigma®), com
didmetro variando de 40 a 120um, foram suspensas em SSI na concentracido de 0,1mg/ml de
solucdo.

As solugdes foram inoculadas na hemocele das larvas de Diatraea saccharalis, com
auxilio de seringas para insulina e sob lupa estereoscdpica. Foram inoculados 20l de solugédo

na superficie dorsal das larvas, proximo a por¢ao cefdlica, nos primeiros segmentos toracicos
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(DAVIES et al., 1987). As larvas inoculadas foram mantidas em placas de Petri (5 larvas por

placa) contendo dieta artificial.

2.1. GRUPOS E SUBGRUPOS EXPERIMENTAIS DE Diatraea saccharalis

Os grupos experimentais de Diatraea saccharalis utilizados foram:

1) Grupo C = larvas controle total;

2) Grupo S = larvas controle injetadas com SSI;

3) Grupo Se = larvas injetadas com Sephadex;

4) Grupo P = larvas parasitadas pela Cotesia flavipes;

5) Grupo P+S = larvas parasitadas pela Cofesia flavipes e concomitantemente injetadas
com SSI;

6) Grupo P+Se = larvas parasitadas pela Cofesia flavipes e concomitantemente
injetadas com Sephadex.

O Grupo C foi dividido em 3 subgrupos (larvas de Diatraea saccharalis de 20, 23 e 26
dias de desenvolvimento), que correspondem aos controles dos periodos inicial e recente (20
dias), intermediario (23 dias) e tardio (26 dias) de parasitismo/inoculacdo. Para cada
experimento com parasitismo/inoculacdo, foi repetido o seu respectivo controle.

Além disso, os Grupos S, Se, P, P+S, e P+Se foram divididos em outros 4 subgrupos,
referentes aos tempos de inoculagdo/parasitismo (inicial: 2 h; recente: 6 h; intermediario: 3
dias; e tardio: 6 dias).

Para melhor entendimento, o quadro abaixo mostra o0s grupos e subgrupos

experimentais de insetos e os tempos de coleta de hemolinfa:

GRUPOS
Cc S Se P P+S P+Se
2 horas 2 horas 2 horas 2 horas 2 horas
g 20 dias 6 horas 6 horas 6 horas 6 horas 6 horas
g 23 dias 3 dias 3 dias 3 dias 3 dias 3 dias
@ 26 dias 6 dias 6 dias 6 dias 6 dias 6 dias

Quadro 1 - Demonstrativo dos grupos e subgrupos experimentais de Diatraea saccharalis e
os tempos de coleta da hemolinfa. C (controle); S (SSI - solucdo salina para inseto); SE
(Sephadex); P (parasitada); P+S (parasitada e inoculada com SSI); P+Se (parasitada e
inoculada com Sephadex).
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3. COLETA DA HEMOLINFA

As larvas foram submetidas a resfriamento a 0 °C durante 5 min, para facilitar a sua
manipulacdo. A hemolinfa foi retirada com o auxilio de pipeta Pasteur, através de pungio
abdominal, e colocada diretamente em tubos Eppendorf, sendo entdo processada conforme a

recomendag¢do das técnicas aplicadas.

4. EFEITO DO PARASITISMO E/OU AGENTE ABIOTICO NO SISTEMA DE
proPO

4.1. ATIVACAO in vitro DO SISTEMA DE proPO EM HEMOLINFA TOTAL

Para este experimento, os grupos experimentais de Diatraea saccharalis € os tempos de
coleta utilizados foram os mencionados no item 2.1 e exemplificados no Quadro 1.

A analise de ativa¢do de proPO foi realizada segundo o método de GREGORIO &
RATCLIFFE (1991b), adaptado as nossas peculiaridades, relatadas a seguir.

Inicialmente o tampao utilizado foi o CacS-360 (10mM cacodialto de sodio; 10mM
CaCly; 280mM sacarose pH 7,4; osmolaridade de 360mOsmKg '1), como proposto por
GREGORIO & RATCLIFFE (1991b). Entretanto, como o material ficou imediatamente
melanizado independente do grupo de insetos, testamos diferentes concentra¢des de Ca™ para
esta solugdo, ImM; 2,5mM e 5SmM de CaCl,, sempre com os mesmos resultados
insatisfatorios. Testamos posteriormente o tampao TBS (50mM Tris base, ImM NaCl ¢ 1M
HCI para ajustar o pH em 7,4 ¢ NaCl para ajustar a osmolaridade em 360mOsmKg ™) com
diferentes concentragdes de Ca'?: 1mM; 2,5mM; 5mM e 10mM de CaCl, . O melhor resultado
obtido foi com o TBS com Ca™ na concentragio de 2,5mM.

Como possiveis ativadores do sistema de proPO utilizamos as solu¢des de tripsina e
laminarina, preparadas em tampdo TBS na concentracio de 1mg/ml”', imediatamente antes de
seu uso. O substrato da PO, a L-DOPA (L-[3-3,4-dihidroxifenilalanina), foi preparado como
solucdo saturada (4g/ml) também em tampao TBS, e estocado em aliquotas congeladas.

De cada grupo experimental, aproximadamente 60ul de hemolinfa foi coletada e
colocada em microtubos de polipropileno contendo 200ul de tampao TBS, mantida a 4°C e
usada imediatamente sem outro tratamento. A concentra¢do de proteinas desta hemolinfa total
diluida foi estimada pelo método de BRADFORD (1976), utilizando a albumina de soro
bovino como padrdo. A leitura das amostras, para a determinacdo da quantidade de proteina

total da hemolinfa, foi feita em espectrofotdmetro Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec
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2000, com filtro de 595nm.

A ativacdo da proPO da hemolinfa total foi determinada através de misturas reativas
preparadas em placas com 96 pogos de fundo chato. As misturas reativas continham: 30ul de
tripsina (tipo III, de pancreas bovino, EC 3.4.21.4; 11.600 unidades mg™ - Sigma®), ou 30pl
de laminarina (de Laminaria digitata), ou 30ul de tampdo TBS + 30ul de substrato L-DOPA
+ 10ul de hemolinfa, perfazendo o volume total de 70ul.

O nivel de formagdo de produto (dopacromo/melanina) foi avaliado através de leitura a
A4 em analisador para teste de ELISA, modelo 550 da Bio-rad. Inicialmente, estas leituras
foram realizadas em diferentes tempos apds a adi¢do de hemolinfa, a saber, 30 min, 1 h, 2 h, 4
h e 6 h. Com base na cinética da ativacdo do sistema de proPO, o tempo de leitura escolhido
foide 2 h.

A ativagdo da PO foi expressa em unidades onde:
1 U=1A Ay, mg 1 de proteina

Os experimentos foram realizados em triplicatas, em periodos diferentes, tomando-se o
cuidado de utilizar pelo menos 5 insetos/grupo/tempo experimental. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia para experimentos inteiramente casualizados, e as médias

comparadas através de teste de Tukey, com nivel de significancia o = 0,05.

4.2. DETECCAO in vitro DE PO EM MONOCAMADA DE HEMOCITOS

Para a identificacdo do tipo de hemocito que continha a PO, utilizamos hemolinfa de
larvas controle com 23 dias de desenvolvimento e de larvas com parasitismo de 3 e 6 dias. A
técnica utilizada foi baseada em estudos de SODERHALL & SMITH (1983), adaptada
segundo as nossas peculiaridades. As fixacdes e incubagdes foram realizadas a temperatura
ambiente. Como substrato para a PO, foi utilizado solu¢do saturada (4g/l) de L-DOPA.

A preparacdo da monocamada de hemocitos foi realizada sobre ldmina recoberta com
poli-L-lisina a 0,1% em dagua, por gotejamento da hemolinfa; o tempo de adesdo dos
hemdcitos utilizado foi de 5 min (FALLEIROS, 1995). Apos lavagem com tampdo TCS
(cacodilato de sédio 0,01M, CaCl, 5SmM e MgCl, 50mM, pH 7,0; com osmolaridade
342mOsmKg™ ), a preparagdo foi fixada em glutaraldeido 1,5% em tampao TCS por 5 min, e
incubada em solugdo saturada de L-DOPA por 60 min; foi lavada em tampao, refixada em
glutaraldeido 2,5% em tampao TCS por 30 min, montada em meio de gelatina a 4% em

tampao TCS e observada ao microscopio de luz.
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Como a PO deve estar presente na forma de proPO, alternativamente foi utilizada a
incubacdo da monocamada de hemdcitos por 10 min em solugdo de tripsina, para efetuar a sua
ativagdo e possivel deteccdo, antes da incubagdo com o substrato. A tripsina (tipo III, de
pancreas bovino, 11.600 unidades mg"' - Sigma®), foi preparada em tampdo TCS, na

concentragdo de 1 mg/ml.

Na padronizacdo da técnica, efetuamos testes variando os seguintes parametros:

1) Tipo e osmolaridade do tampdo: a hemolinfa da Diatraea saccharalis tem uma
osmolaridade de 360mOsmKg™. Utilizamos um tampdo CacS-380 (cacodilato de sodio
10mM, CaCl, 10mM e sacarose 280mM) com a osmolaridade ligeiramente acima da
hemolinfa do nosso inseto, segundo FALLEIROS (1995). Alternativamente utilizamos o
tampdo TCS com osmolaridade de 342mOsmKg ™.

2) Cobertura da ldmina com poli-L-lisina: utilizamos lamina recoberta com poli-L-lisina
ainda umida ou estando completamente seca; variamos também o tempo de exposi¢do da
lamina a poli-L-lisina (5, 10, 20 e 30 min).

3) Dilui¢do da hemolinfa: a gota de hemolinfa posta na ldmina foi usada pura ou diluida
(1:1 ou 1:4) em tampao.

4) Tempo de adesdo dos hemocitos nas ldminas: 5, 10 e 15 min.

5) Fixa¢do da monocamada: os tempos de fixagdo em glutaraldeido testados foram 5,
10, 15, 25, 30 e 45 min. As concentragdes testadas do fixador foram: 1; 1,25; 1,5 ¢ 2,5%.

6) Tempo de ativacdo e tipo de tripsina: quando esta foi utilizada, a monocamada foi
incubada com a tripsina por 10 ou 15 min; por vezes a tripsina foi utilizada junto com a
solugdo do substrato L-Dopa, que também teve sua concentracdo variando de 1mg/ml para
0,5mg/ml. Utilizamos a tripsina de bovino, proposta por GREGORIO & RATCLIFFE
(1991b) e FALLEIROS (1995), e alternativamente a de suino.

7) Tempo de incubagdo com substrato L-Dopa: variamos de 15, 30, 45 e 60 min.

8) Tempo de refixacdo do material em glutaraldeido: variamos em 30 e 60 min.

Os diversos testes foram feitos com estas variacdes em diferentes combinagdes, como

mostrados nos Resultados.
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5.  EFEITO DO PARASITISMO E DE AGENTE ABIOTICO NA FORMACAO DE
OXIDO NITRICO

5.1. DOSAGEM DE OXIDO NITRICO (NO)

A produg@o de NO na hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis foi determinada pelo
método colorimétrico, baseado na reagdo de Greiss (GREEN et al., 1981). Foram realizadas
comparagdes do teor do ion nitrito (NO;") nas amostras de hemolinfa de insetos dos grupos
experimentais descritos anteriormente no item 2.1 e exemplificados no Quadro 1.

Nos diferentes grupos cada ensaio foi repetido 12 vezes, e para cada ensaio utilizamos
um “pool” de hemolinfa de 4 larvas, perfazendo cerca de 100ul de hemolinfa, coletada
diretamente em tubos de polipropileno e congelada (-20°C) até sua utilizacao.

O teor de NO; foi determinado em placas de 96 pocos de fundo chato, através da
mistura de 33ul de hemolinfa + 66l de 4gua destilada (1:3) + 100ul de reagente de Greiss
[50ul de NEED 0,1% (dihidroclorito de naftilenoamina, Sigma, St. Louis, MO) + 50ul de
sulfanilamida 1%, em 4cido fosférico (H3PO4) 5%]. As solugdes foram utilizadas
imediatamente apos sua retirada do refrigerador (4°C). Apds 5 min de incubagdo a
temperatura ambiente, a densidade Optica das misturas reativas foi lida em analisador para
teste de ELISA com filtro 540nm (Metertech Inc, modelo 960). Para a andlise quantitativa
das amostras, uma curva padrdo com nitrito de sédio (NaNO;) foi construida em cada placa
de amostra, com concentragdes variando entre 1,6 e 200uM. O teor de NO," das amostras
experimentais foi correlacionado aos valores de absorbancia obtidos na curva padrdo. As
analises estatisticas utilizadas para verificar se houve diferenga significativa entre os grupos

foram os testes 7 de Student e 0 ANOVA (P<0,05).

5.2. LOCALIZACAO CELULAR DE OXIDO NiTRICO (NO)

Para a localiza¢do do tipo de hemdcito que continha o NO utilizamos hemolinfa de
larvas controle (Grupo C - 20 23 e 26 dias de desenvolvimento) e de larvas parasitadas
(Grupo P - parasitadas apos 2 e 6 h, 3 e 6 dias). Cerca de 25ul de hemolinfa de cada
inseto/grupo/tempo experimental foi coletada diretamente em tubos de polipropileno
contendo 50ul de solugdo de sulfanilamida 1%, em &cido fosforico (H3;PO.) 5%, a
temperatura ambiente. Apds 15 min, 50ul de NEED 0,1% foi adicionado a mistura,
aguardando-se mais 15 min de incuba¢do. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, uma gota de
cada amostra foi transferida para uma ldmina. As laminas foram cobertas com laminulas,

observadas e fotografadas.
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6. EFEITO DO PARASITISMO NA CAPACIDADE in vivo DE ENCAPSULACAO
DE AGENTE ABIOTICO

Para este experimento, os grupos experimentais de insetos utilizados foram:

Grupo Se = larvas injetadas com Sephadex;
Grupo P+Se = larvas parasitadas pela Cotesia flavipes € concomitantemente injetadas

com Sephadex.

6.1. IMPLANTACAO DO MATERIAL ABIOTICO
As larvas de Diatraea saccharalis foram implantadas com agente abidtico (esferas de

Sephadex) segundo o item 2.

6.2. RECUPERACAO E PROCESSAMENTO DO AGENTE ABIOTICO

A recuperacdo das esferas de Sephadex foi realizada nos seguintes tempos pos-
inoculacdo: 2 h, 6 he 12 h, eainda 1, 2, 3, 6 ¢ 10 dias.

Para facilitar a visualizagdo das esferas na hemocele do inseto, houve uma tentativa de
cora-las antes da inoculagdo, em solucdo aquosa de vermelho Congo por 24 h ou azul de
Coomassie por 1 h, ambas a 0,1%, segundo TANAKA (1987b); em ambas tentativas ndo
obtivemos resultados satisfatorios. Utilizamos ainda como técnica alternativa para corar as
esferas, varios tipos de corantes: Azul Tripan (1%), Hematoxilina (0,5%), Sudan Black
(0,7%), Fast Green (1%), Azul de Metileno (0,1%), Azul de Toluidina ( 0,1%) e Tinta da
China (0,1%), como também realizamos testes com corantes fluorescentes, tais como DAPI, a
Cromomicina e a Fluoresceina; todos sem resultados satisfatorios.

Para a recuperacdo dos materiais inertes inoculados, as larvas de Diatraea saccharalis
foram dissecadas sob lupa estereoscoOpica, através da abertura da cavidade abdominal. Os
materiais inoculados, quando visualizados na hemocele, foram gotejados com solugdo
fixadora de glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M pH 7,3. Os materiais coletados foram
transferidos para recipientes de vidro contendo solugdo fixadora.

As esferas de Sephadex, nos tempos iniciais de inoculacdo (2 h, 6 h, 12 h e 1 dia),
quando ndo eram perceptiveis sob a lupa, foram "recuperadas" com pipeta Pasteur,
juntamente com a hemolinfa. Este material foi entdo centrifugado a 6500rpm por 2 min; o
sedimento foi colocado em solu¢do fixadora e processado para microscopia eletronica de
transmissdo (MET). As esferas de Sephadex recuperadas da hemocele de larvas de Diatraea

saccharalis também foram analisadas através da MET.
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6.3. PREPARO DO MATERIAL PARA MET

O material foi deixado em solugdo fixadora de glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido
4% em tampdo fosfato (0,1M; pH 7,3) por até 24 h, lavado em tampdo fosfato e pds-fixado
em tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampao por 2 h. A seguir o material foi lavado em
agua destilada e contrastado em bloco com acetato de uranila 0,5% em agua destilada por 1 h.
A desidratacdo foi realizada em série crescente de solugdes de acetona, ¢ a infiltracdo em
mistura de Araldite® e acetona (1:1) por 12 h, sendo a inclusdo feita em Araldite® puro. Os
cortes semi-finos, obtidos dos blocos, foram corados com uma mistura de azul de metileno
1% com azur II 1% em bérax 1% (1:1) e examinados ao microscdpio de luz para sele¢do de
blocos com material de interesse. Dos blocos selecionados foram obtidos cortes ultrafinos,
que foram contrastados com solugdo alcoolica saturada de acetato de uranila e posteriormente
com citrato de chumbo. Os materiais foram analisados e fotografados ao MET, modelo CM-

100 (Philips).



RESULTADOS




Resultados 28

1.  EFEITO DO PARASITISMO E/OU INOCULACAO DE AGENTE ABIOTICO
NA ATIVACAO in vitro DO SISTEMA DE PROFENOLOXIDASE (proPO)

1.1. CINETICA DA REACAO DE ATIVACAO DE proPO EM LARVAS NAO

PARASITADAS E DEFINICAO DO TEMPO DA REACAO

Os Graficos de 1 a 7 referem-se aos resultados obtidos para a ativagcdo do sistema de
proPO em misturas reativas dos diversos grupos experimentais, apos 30 min, 1 h,2 h,4he 6
h a partir da adi¢do de hemolinfa. Em todos os grupos foi observado um aumento na ativagao
do sistema de proPO, proporcional ao tempo de leitura. Entretanto, o Grafico 3 demonstra que
a hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis inoculadas com agente abidtico (Sephadex)
obteve uma ativagdo acima da capacidade de leitura do equipamento, apos 2 h de incubagdo.
Isto nos fez definir o tempo de leitura em 2 h para os experimentos posteriores.

Em hemolinfa de larvas do grupo controle (Grupo C) existiu uma crescente ativagao
espontanea do sistema de proPO, conforme o tempo de incubagdo das misturas reativas
(Grafico 1), em hemolinfa de larvas com 20 e 26 dias de desenvolvimento. Em larvas com 23
dias, porém, ela foi muito reduzida. A adi¢do de tripsina & mistura reativa potencializou a
ativacdo do sistema de proPO das larvas, independente do tempo de desenvolvimento do

inseto, sendo menos pronunciada em larvas de 26 dias.

Tampao 20d
- -—Tripsina 20d
Tampao 23d
- =—Tripsina 23d
—— Tampao 26d
- -—Tripsina 26d

Grdfico 1 — Ativagao de proPO em fungdo do tempo de reagdo em hemolinfa de larvas de D. saccharalis
ndo parasitadas/inoculadas (Grupo C), com 20, 23 e 26 dias de desenvolvimento, sem ativador
(Tampdo) e na presenga de tripsina (Tripsina).

Conforme o Grafico 2, a hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis nao parasitadas e
inoculadas com SSI (Grupo S) em tempo inicial (2 h) e recente (6 h), mostrou uma ativacao
do sistema de proPO pela tripsina, mais pronunciada ao longo da incubacdo do que a

hemolinfa de larvas nos tempos intermediario (3 dias) e tardio (6 dias).



Resultados 29

—— Tampao - 3d

r 30 | ! ! ! — = 1
| | T —— Tampéo - 2h
i i i/” i i - - = Tripsina - 2h
20d - l 7777777 Lﬁ/gf[ 777777 l 777777 T | —— Tampao - 6h
; ; - ==—Tripsina - 6h

- -—=—"Tripsina - 3d
Tampéo - 6d

- =—=—"Tripsina - 6d

Grdfico 2 — Ativagdo de proPO em fungdo do tempo de reagdo, na hemolinfa de larvas de D. saccharalis
ndo parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo S) apos 2 h, 6 h, 3 dias e 6 dias da inocula¢do de SSI,
sem ativador e na presenca de tripsina.

A hemolinfa de larvas ndo parasitadas e inoculadas com agente abidtico (Sephadex -
Grupo Se; Grafico 3) exibiu reduzida ativagc@o espontanea do sistema de proPO, em tempos de
inoculacdo inicial (2 h), recente (6 h) e intermediario (3 dias). O sistema de proPO em tempos
inicial (2 h) e recente (6 h) foi bastante potencializado pela adig@o de tripsina, e de forma mais
branda no tempo intermediario (3 dias). J4 na hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis em
tempo tardio de inoculagdo (6 dias) a ativag@o foi tdo intensa que impossibilitou a leitura das

amostras reativas (apos 4 h na ativagdo espontanea e 2 h na ativada pela tripsina).
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Grdfico 3 — Ativagdo de proPO em fungdo do tempo de reagdo, na hemolinfa de larvas de D. saccharalis
ndo parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo Se) apés 2 h, 6 h, 3 dias e 6 dias da inoculag¢do de
Sephadex, sem ativador e na presenga de tripsina. (*) Registro de leitura acima da capacidade do
equipamento.
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1.2. CINETICA DA REACAO DE ATIVACAO DA proPO EM LARVAS PARASITADAS
PELA Cotesia flavipes

A ativagdo do sistema de proPO ao longo da incubacdo das misturas reativas foi muito
semelhante entre os insetos parasitados (Grupo P), parasitados e inoculados com SSI (Grupo
P+S) e parasitados e inoculados com Sephadex (Grupo P+Se), em tempo inicial de
parasitismo/inoculacdo (2 h), tanto na ativa¢do espontdnea como na induzida por tripsina.
Porém, a adicdo do ativador tripsina fez com que o sistema de proPO fosse bastante

potencializado nos trés grupos experimentais (Grafico 4).

—— P tampéo
- - =P tripsina

P+S tampéo
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P+Se tampéo
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Grdfico 4 — Ativagdo de proPO em fun¢do do tempo de reagdo, apos 2 h de parasitismo/inoculagdo, na
hemolinfa de larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes (Grupo P), parasitadas e inoculadas
com SSI (Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+ Se), sem ativador (tampdo)
e na presenga de tripsina (tripsina).

Apods 6 h de parasitismo/inoculacdo (Grafico 5) a ativagdo espontanea do sistema de
proPO foi menor no grupo de insetos somente parasitados (Grupo P). Comparativamente, no
grupo de insetos parasitados e inoculados com SSI (Grupo P+S) o nivel de ativacdo foi maior,
e no grupo de insetos parasitados e inoculados com Sephadex (Grupo P+Se) o nivel de
ativagcdo espontanea foi ainda maior. Nos trés grupos (Grupos P, P+S e P+Se), a adigdo do
ativador (tripsina) potencializou a ativacdo do sistema de proPO na hemolinfa dos insetos

analisados.
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Grdfico 5 — Ativagdo de proPO em fung¢do do tempo de reagdo, apos 6 h de inoculagdo, na hemolinfa de
larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes (Grupo P), parasitadas e inoculadas com SSI
(Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se), sem ativador (tampdo) e na
presenca de tripsina (tripsina).

Ap6s 3 dias de parasitismo/inoculagdo (Grafico 6) os niveis de ativagdo do sistema de
proPO, na ativagdo espontanea, foram semelhantes em todos os grupos experimentais. Com a
adi¢do da tripsina houve aumento dos niveis de ativagdo, sendo bastante evidente para o grupo

de insetos somente parasitados pela Cotesia flavipes (Grupo P).
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Grdfico 6 — Ativagdo de proPO em fungdo do tempo de reagdo, apos 3 dias de inoculagdo, na hemolinfa
de larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes (Grupo P), parasitadas e inoculadas com SSI
(Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se), sem ativador (tampdo) e na
presenca de tripsina (tripsina).
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Apo6s 6 dias de parasitismo/inoculagdo (Grafico 7) os niveis de ativagdo do sistema de
proPO, na ativagdo espontanea, foram semelhantes nos diferentes grupos experimentais. Com
a adicdo da tripsina o aumento dos niveis de ativacdo seguiu o mesmo padriio. A inoculagdo
de SSI (Grupo P+S) proporcionou um aumento maior dos niveis de ativagdo do sistema de

proPO, para este periodo.
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Grdfico 7 - Ativagdo de proPO em fun¢do do tempo de reagdo, apos 6 dias de inoculagdo, na hemolinfa
de larvas de D. saccharalis parasitadas pela C. flavipes (Grupo P), parasitadas e inoculadas com SSI
(Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se), sem ativador (tampdo) e na
presenca de tripsina (tripsina).

1.3. EFEITO DA LAMINARINA NA ATIVACAO DO SISTEMA DE proPO

A ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis,
parasitadas ou ndo pela Cotesia flavipes, na vigéncia de inoculagdo de SSI ou de agente
abiotico (Grupos C, S, Se, P, P+S, P+Se), ndo mostrou diferenca significativa apds 2 h de
incubacdo entre as misturas reativas com tampao ou laminarina, como mostra o Grafico 8.
Esta foi a razdo pela qual ndo utilizamos a laminarina nos experimentos subseqiientes.

Em todas as comparacdes estatisticas foram utilizados os métodos ANOVA e Tukey. As
simbologias (), (x+), (x) e (ns) correspondem aos resultados onde P<0.001 (muito
significativo), P<0.01 (significativo), P<0.05 (pouco significativo) e P>0.05 (ndo

significativo), respectivamente.
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Grdfico 8 — Ativagdo do sistema de proPO apos 3 e 6 dias da inoculagdo em hemolinfa de larvas de D.
saccharalis ndo parasitadas e parasitadas, inoculadas com SSI ou Sephadex , na presenga de tampdo ou
laminarina, apos 2 h de reagdo.

Comparacoes (ANOVA) Diferencas q P

3d Grupo C/TA vs 3d Grupo C/LA 0.8486 2.882 P>0.05 ns
3d Grupo S/TA vs 3d Grupo S/LA 0.1261 0.409 P>0.05 ns
3d Grupo Se/TA vs 3d Grupo Se/LA 0.1721 0.661 P>0.05 ns
3d Grupo P/TA vs 3d Grupo P/LA 0.0980 0.297 P>0.05 ns
3d Grupo P+S/TA vs 3d Grupo P+S/LA 0.1032 0.422 P>0.05 ns
3d Grupo P+Se/TA vs 3d Grupo P+Se/LA  0.0607 0.213 P>0.05 ns
6d Grupo C/TA vs 6d Grupo C/LA 0.6938 2.721 P>0.05 ns
6d Grupo S/TA vs 6d Grupo S/LA 0.9090 3.088 P>0.05 ns
6d Grupo Se/TA vs 6d Grupo Se/LA 0.8230 3.228 P>0.05 ns
6d Grupo P/TA vs 6d Grupo P/LA 0.3593 1.092 P>0.05 ns
6d Grupo P+S/TA vs 6d Grupo P+S/LA 0.5650 1.716 P>0.05 ns
6d Grupo P+Se/TA vs 6d Grupo P+Se/LA  0.1874 0.767 P>0.05 ns

Tabela 1 — Comparagdo entre os experimentos realizados com o uso de Tampdo e Laminarina.

1.4. ATIVACAO DO SISTEMA DE proPO EM FUNCAO DA IDADE DA LARVA DE
Diatraea saccharalis
Foi observada uma reducdo significativa dos niveis de ativacdo espontanea (tampao) e
induzida (tripsina) de proPO nas larvas de Diatraea saccharalis ndo parasitadas/inoculadas

(Grupo C), em fun¢do do desenvolvimento das larvas de 20 a 26 dias (Grafico 9).
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Grdfico 9 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis ndo
parasitadas/inoculadas (Grupo C), em insetos com 20, 23 e 26 dias de desenvolvimento, sem ativador
(tampdo) e na presenca de ativador (tripsina). *** (P<0,001 — muito significativo); * (P<0,05 — pouco
significativo); ns (P>0,05 — ndo significativo).

1.5. EFEITO DO PARASITISMO NA ATIVACAO DO SISTEMA DE proPO

O Gréfico 10 mostra que houve uma diminuigdo significativa na ativacdo espontanea do
sistema de proPO em todos os tempos de inoculacdo (inicial, recente, intermediario e tardio),
na hemolinfa de larvas parasitadas (Grupo P) em relacdo aos seus respectivos grupo controle
(Grupo C). Na presenca do ativador tripsina, houve também uma reducdo significativa da
ativacdo do sistema de proPO em todos os tempos experimentais, exceto para o grupo de

parasitismo tardio (6 dias), em relacdo ao seu grupo controle.
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Grdfico 10 — Ativagdo do sistema proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis ndo

parasitadas/inoculadas (Grupo C) e larvas parasitadas pela C. flavipes (Grupo P) por 2 he 6 h, 3 e 6
dias sem ativador (tampdo) e na presenga de ativador (tripsina). *** (P<0,001 — muito significativo); **
(P<0,01 — significativo); ns (P>0,05 — ndo significativo).
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1.6. EFEITO DO VEICULO DE INOCULACAO E DO AGENTE ABIOTICO NA
ATIVACAO DO SISTEMA DE proPO

Com a finalidade de melhor analisarmos os efeitos da inoculagdo de Sephadex, que
utiliza a SSI como veiculo, devemos inicialmente observar o efeito da inoculagdo de SSI na
ativacdo do sistema de proPO. Assim, no Grafico 11 temos os resultados do Grupo S em
comparag¢do ao seu respectivo controle (Grupo C).

A inoculag@o de SSI produziu uma diminui¢do significativa na ativacdo espontanea do
sistema de proPO, na hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis em tempos inicial (2 h) e
recente (6 h), em relagdo ao seu respectivo controle. J4 na presenca de ativador, ndo houve
diferenca significativa na ativagdo apds 2 h de inoculagdo; porém, houve uma diminuicao
significativa em tempo recente (6 h). Em tempo intermedidrio (3 dias) houve diminui¢do
significativa da ativa¢do de proPO somente na presenga do ativador (tripsina), € em tempo

tardio (6 dias) esta diminuicdo foi significativa tanto na ativagdo espontdnea como na

induzida.
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Grdfico 11 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis néo
parasitadas/inoculadas (Grupo C) e larvas inoculadas com SSI (Grupo S) por 2 he 6 h, 3 e 6 dias, sem
ativador (tampdo) e na presenga de ativador (tripsina). *** (P<0,001 — muito significativo); ** (P<0,01
— significativo); * (P<0,05 — pouco significativo); ns (P>0,05 — ndo significativo).
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O Grafico 12 mostra os resultados obtidos a partir da comparagdao de hemolinfa de
larvas inoculadas com SSI (Grupo S) com hemolinfa de larvas inoculadas com Sephadex
(Grupo Se). Observamos que a presenga do agente abidtico induziu uma inibigdo significativa
na ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de insetos apds inoculag¢do recente (2 h), seja
em ativacdo espontdnea (tampdo) ou na presenca de ativador (tripsina). J& nos insetos do
grupo de inoculagdo recente (6 h), houve um aumento significativo na ativagdo do sistema de
proPO, tanto espontaneamente como induzida pela tripsina. Em inoculac¢do recente (3 dias)
apenas a ativagdo espontanea foi significativamente inibida nos insetos inoculados com
Sephadex. Por fim, em inoculacdo tardia (6 dias) houve uma nova reversdo, com ativacio

muito significativa do sistema de proPO, espontanea e induzida, no Grupo Se.
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Grdfico 12 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis inoculadas com
SSI (Grupo S) e inoculadas com Sephadex (Grupo Se) apos 2 h de reagdo, sem ativador (tampdo) e na
presen¢a de ativador (tripsina). *** (P< 0,001 — muito significativo); ** (P< 0,01 — significativo) e ns
(P>0,05 — ndo significativo).

1.7." EFEITO DO PARASITISMO E/OU INOCULACAO DE AGENTE ABIOTICO NA

ATIVACAO DO SISTEMA DE proPO

Os Graficos de 13 a 16 mostram os resultados obtidos para os tempos de 2 h, 6 h, 3 e 6
dias de parasitismo/inoculacdo. De um modo geral houve uma inibi¢do significativa da
ativacdo do sistema de proPO, quando comparamos os resultados dos insetos parasitados com
seus respectivos grupos controle.

A hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis parasitadas pela vespa Cotesia flavipes
(Grupo P) exibiu uma diminuicdo significativa da ativacdo do sistema de proPO, tanto

espontaneamente como na presenga do ativador, em insetos com inocula¢do inicial (2 h -
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Grafico 13) e recente (6 h - Grafico 14), ocorrendo o mesmo com agente abidtico (Sephadex)
ou seu veiculo de inoculagdo (SSI). A exce¢do ocorreu na presenca do agente abidtico ou da
SSI, na ativagdo espontanea, apds 6 h de parasitismo/inoculagio (recente), quando ocorreu um

aumento significativo na ativagdo do sistema de proPO (Gréfico 14).
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Grdfico 13 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis controle (Grupo
C), parasitadas (Grupo P), inoculadas com SSI (Grupo S), parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo
P+S), inoculadas com Sephadex (Grupo Se) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se),
apos 2 h de parasitismo/ inoculagio, sem ativador (tampdo) e na presenga de ativador (tripsina). ***
(P<0,001 — muito significativo).
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Grdfico 14 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis controle (Grupo
C), parasitadas (Grupo P), inoculadas com SSI (Grupo S) parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo
P+S), inoculadas com Sephadex (Grupo Se) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se),
apos 6 h de parasitismo/ inoculagio, sem ativador (tampdo) e na presenga de ativador (tripsina). ***
(P<0,001 — muito significativo); ** (P<0,01 — significativo).
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Nos insetos com inocula¢do intermediaria (3 dias) houve uma diminui¢do significativa
na ativacdo do sistema de proPO em todos os grupos experimentais, quando comparados com
seus respectivos grupos controle, tanto na ativagdo espontdnea como na ativada pela

tripsina (Grafico 15).
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Grdfico 15 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis controle (Grupo
C), parasitadas (Grupo P), inoculadas com SSI (Grupo S) parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo
P+S), inoculadas com Sephadex (Grupo Se) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se),
apos 3 dias de parasitismo/ inoculacgdo, sem ativador (tampdo) e na presenca de ativador (tripsina). ***
(P<0,001 — muito significativo).

J& na inoculagdo tardia (6 dias) houve uma diminuicdo significativa na ativacdo
espontanea do sistema de proPO nos insetos parasitados (Grupo P), em relagdo ao grupo

controle (Grupo C). Tal diminuicdo ndo foi significativa na presenga de ativador (Grafico 16).

Cm—® Tampéo

C— Tripsina

u' proPO

Grdfico 16 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis controle (Grupo
C), parasitadas (Grupo P), inoculadas com SSI (Grupo S), parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo
P+S), inoculadas com Sephadex (Grupo Se) e parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se),
apos 6 dias de parasitismo/ inoculagdo, sem ativador (tampdo) e na presenga de ativador (tripsina). ***
(P<0,001 — muito significativo); ns (P>0,05 — ndo significativo).
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Ainda com relag@o ao Grafico 16, os niveis de ativagao de proPO em insetos parasitados
e inoculados com veiculo (Grupo P+S), apresentaram diminui¢do significativa somente na
ativacdo espontanea, comparativamente aos insetos somente inoculados com SSI (Grupo S).
Para o grupo de insetos parasitados e inoculados com Sephadex (Grupo P+Se), os niveis de
proPO diminuiram significativamente na ativacdo espontanea e em presenca de ativador,

quando comparados aos insetos somente inoculados com o agente abiotico (Grupo Se).

A ativacdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas somente parasitadas (Grupo P),
comparadas com larvas parasitadas e inoculadas com veiculo (Grupo P+S) ou com agente
abiotico (Grupo P+Se), pode ser observada no Grafico 17. Com 2 h de parasitismo/inoculagdo
ndo houve diferenga significativa na ativagdo espontdnea do sistema de proPO, nos trés
grupos experimentais. J& na presenca de agente abidtico (Grupo P+Se) e na presenga de
tripsina, houve um aumento significativo dos niveis de ativagdo do sistema de proPO, quando
comparado com os demais grupos (Grupos P e P+S). Apds 6 h de parasitismo e/ou inoculacao
houve diferenca significativa nos niveis de ativagdo do sistema de proPO em todos os grupos

experimentais, tanto na ativagdo espontanea como na presenga de ativador.
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Grdfico 17 — Ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis parasitadas
(Grupo P), parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se), apos 2 h e 6 h de parasitismo/ inoculagcdo, sem ativador (tampdo) e na presenca de
ativador por 2 h (tripsina). *** (P<0,001 — muito significativo); ** (P<0,01 — significativo).
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O Grafico 18 mostra a ativacdo do sistema de proPO em hemolinfa de larvas somente
parasitadas (Grupo P), comparadas com larvas parasitadas e inoculadas com veiculo (Grupo
P+S) ou com agente abiotico (Grupo P+Se), apoés 3 e 6 dias de parasitismo/inoculagio
(intermediaria e tardia, respectivamente). Observamos que com 3 dias de
parasitismo/inocula¢do nio houve diferenca significativa dos niveis de ativacdo espontanea do
sistema proPO, nos trés grupos testados. Ja na presenca de ativador tripsina, houve uma
diminuicdo significativa dos niveis de ativagdo do sistema de proPO na hemolinfa de insetos
parasitados e inoculados com SSI (Grupo P+S) e também nos insetos parasitados e inoculados
com Sephadex (Grupo P+Se), quando comparados com hemolinfa de insetos somente
parasitados (Grupo P).

Ap6s 6 dias de parasitismo/inoculagdo, também nao ocorreu diferenca significativa dos
niveis de ativacdo espontdnea do sistema proPO, nos trés grupos experimentais. J4 na
presenca de veiculo de inoculagdo (Grupo P+S) e no caso em que utilizamos o ativador
tripsina, houve um aumento significativo dos niveis de ativacdo do sistema de proPO quando

comparado com os demais grupos (Grupos P e P+Se).
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Grdfico 18 — Ativagao do sistema de proPO em hemolinfa de larvas de D. saccharalis parasitadas
(Grupo P), parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo P+S) e parasitadas e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se), apos 3 e 6 dias de parasitismo/ inoculacdo, sem ativador (tampdo) e na presenca de
ativador (tripsina). *** (P<0,001 — muito significativo);, ** (P<0,01 — significativo) e * (P<0,05 —
pouco significativo).
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2.  DETECCAO in vitro DE HEMOCITOS COM REACAO POSITIVA PARA PO

O protocolo apresentado para a detecgdo in vitro de hemdcitos com reagdo positiva para
PO foi realizado com sucesso e conseguimos boa documentagdo fotografica (Fig.1-4).
Observou-se uma coloragdo marrom, indicativa da presenga de PO, em células grandes e
arredondadas interpretadas como OE (Fig. 1-4). Ficou evidente a variabilidade de tamanho
dos OE presentes na hemolinfa de larvas controle de Diatraea saccharalis (Fig. 4B), bem
como sua marcagdo positiva em diferentes graus de intensidade (Fig. 2A). Esse tipo celular
evidenciou colora¢do em todo o citoplasma (Fig. 2B e 3B) e eventualmente detectamos uma
reacdo ndo homogénea no citoplasma do OE (Fig. 2B). Havia ainda a preseng¢a de um halo
difuso ao redor do OE (Fig. 2B e 3B), com imagem que nos pareceu ser de liberagdo de
conteudo intracelular (Fig. 4A). Os outros tipos celulares presentes na monocamada (PL e
GR) ndo apresentaram nenhuma indicacdo de reag@o positiva para PO (Fig. 1A, 2A e 3A). Os
ES foram dificilmente identificados na monocamada, provavelmente devido a sua
degranulagdo.

Tivemos grande dificuldade em repetir a técnica com qualidade. Em inimeras tentativas
de conseguir resultados reprodutiveis, testamos reagentes de outras marcas ¢ modificamos os
tempos de todas as etapas. Estas tentativas ndo alcangaram o resultado esperado, e ndo foi
possivel detectar apurar quais os fatores que levaram as preparacdes insatisfatorias (Fig. SA-
B). Em algumas preparagdes, poucos OE foram observados e as células de uma maneira geral
estouraram (Fig. 6A). Em outras, a maioria dos OE estava com aspecto “murcho” e negativo
para a PO, como se tivessem perdido o seu conteudo (Fig. 6B). A utilizagdo de tampao CacS-
360 em solugdes e lavagens foi testada. A hemolinfa foi colhida pura ou diluida neste tampao
e o material apresentou-se melanizado, em diferentes graus, sempre com prejuizo da
visualizagdo das células (Fig. 7A-B).

Assim, embora tenhamos confirmado que o OE € o hemocito que apresenta a PO, ndo
pudemos prosseguir no estudo da contagem destas células PO+ nos grupos experimentais

propostos, um dos objetivos iniciais deste trabalho.
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FIGURA 1 - Hemocitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparagdes de todos os reagentes foram realizadas em tampdao TCS. Monocamada de
hemocitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5 min; gotejou-se a
hemolinfa pura (sem adi¢do de tampdo); adesdo de hemdcitos na 1dmina por 5 min; fixa¢do
em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativagdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15 min;
incubacdo em L-dopa por 60 min e refixacdo do material por 60 min.

A) Vista geral dos hemocitos. Oenocitdide (OE) com reatividade positiva para fenoloxidase.
Observar hemocitos ndo marcados: plasmatocitos (PL) e granulécitos (GR). Barra = 100pm.
B) Detalhe de oenocitdide (OE) com reatividade positiva para fenoloxidase por todo o
citoplasma. Barra = 50pm.
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FIGURA 2 - Hemocitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparagdes de todos os reagentes foram realizadas em tampdo TCS. Monocamada de
hemocitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5 min; gotejou-se a
hemolinfa pura (sem adi¢do de tampio); adesdo de hemdcitos na 1dmina por 5 min; fixa¢do
em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativacdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15 min;
incubacdo em L-dopa por 60 min e refixacdo do material por 60 min.

A) Vista geral dos hemdcitos. Notar células ndo marcadas (PL) e oenocitdides (OE) com
diferentes graus de reatividade positiva para fenoloxidase. Barra = 50pm.

B) Detalhe de oenocitdide (OE) com reatividade positiva para fenoloxidase. Notar halo difuso
ao redor da célula e reacdo mais intensa em area focal citoplasmatica (seta). Barra = 20pum.
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FIGURA 3 - Hemocitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparagdes de todos os reagentes foram realizadas em tampdao TCS. Monocamada de
hemocitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5 min; gotejou-se a
hemolinfa pura (sem adi¢do de tampiao); adesdo de hemdcitos na 1dmina por 5 min; fixa¢do
em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativagdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15 min;
incubacdo em L-dopa por 60 min e refixacdo do material por 60 min.

A) Detalhe de oenocitéide (OE) com reagdo positiva para fenoloxidase e hemocito adjacente
ndo marcado (*). Barra = 20um.

B) Detalhe de oenocitdide (OE) com reacdo positiva para fenoloxidase. Notar distribuicdo da
cromatina caracteristica deste tipo celular e halo difuso ao redor da membrana plasmatica
(seta). Nucleo (N). Barra =20um.
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FIGURA 4 - Hemdcitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparagdes de todos os reagentes foram realizadas em tampdo TCS. Monocamada de
hemocitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5 min; gotejou-se a
hemolinfa pura (sem adi¢do de tampiao); adesdo de hemdcitos na 1dmina por 5 min; fixa¢do
em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativacdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15 min;
incubacdo em L-dopa por 60 min e refixacdo do material por 60 min.

A) Vista geral de oenocitoides (OE) com reagdo positiva para fenoloxidase. Notar liberagao
de conteudo celular para o meio extracelular (setas). Granuldcito (GR). Barra = 50pm.

B) Detalhe de oenocitdéides (OE) com diferentes tamanhos e com reagdo positiva para
fenoloxidase. Barra = 20um.
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FIGURA 5 - Preparagcdo de monocamadas de hemdcitos de larvas de D. saccharalis com 23
dias de desenvolvimento. Barras Ae B=1 cm.

A) Observar os diferentes graus de melanizagao.

As preparagoes dos reagentes foram realizadas em tampdo TCS .

A’: Monocamada de hemdocitos foi preparada em laminas recobertas com poli-L-lisina por 10
min, gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemocitos na lamina por 10 min,
fixagcdo em glutaraldeido 1,5% por 15 min, ativagdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15
min; incuba¢do em L-dopa por 60 min e refixa¢do do material por 60 min.

A”: Monocamada de hemdcitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5
min, gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemacitos na lamina por 15 min,
fixagdo em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativagdo com tripsina suina (0,5mg/ml) por 10
min, incubag¢do em L-dopa por 45 min e refixagdo do material por 30 min.

B) Observar a melanizacdo do material, com conseqiiente prejuizo da visualizagdo das
células.

As preparagoes dos reagentes foram realizadas em tampdo Cac-S-380.

B’: Monocamada de hemocitos foi preparada em laminas recobertas com poli-L-lisina por 10
min; gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo; adesdao de hemacitos na lamina por 5 min,
fixagdo em glutaraldeido 1,5% por 25 min; ativa¢do com tripsina bovina (Img/ml) por 15
min; incuba¢do em L-dopa por 60 min e refixa¢do do material por 60 min.

B”: Monocamada de hemacitos foi preparada em laminas recobertas com poli-L-lisina por 5
min; gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemdocitos na lamina por 15 min;
fixagdo em glutaraldeido 2,5% por 10 min; ativa¢do com tripsina bovina (Img/ml) por 10
min, incubag¢do em L-dopa por 60 min e refixagdo do material por 30 min.
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FIGURA 6 - Hemdcitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparacdes dos reagentes foram realizadas em tampao TCS.

A) Aspecto geral dos hemocitos melanizados. Notar marcagdo em quase todas as células que
estavam “estouradas” e oenocitdides (OE) fracamente positivos. Barra = 50pum.

A monocamada de hemocitos foi preparada em laminas recobertas com poli-L-lisina por 10
min, gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemocitos na lamina por 10 min,
fixagdo em glutaraldeido 1,5% por 15 min; ativagdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15
min, incubag¢do em L-dopa por 60 min e refixagcdo do material por 60 min.

B) Vista geral dos hemdcitos. Notar oenocitoides murchos e as vezes com marcacdo negativa
para a fenoloxidase (setas) e oenocitdides (OE) fracamente positivos. Barra = 50um.

A monocamada de hemdcitos foi preparada em ldminas recobertas com poli-L-lisina por 5
min, gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemocitos na lamina por 15 min,
fixagdo em glutaraldeido 2,5% por 5 min; ativa¢do com tripsina suina (0,5mg/ml) por 10
min; incuba¢do em L-dopa por 45 min e refixa¢do do material por 30 min.
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FIGURA 7 - Hemocitos de larvas de D. saccharalis com 23 dias de desenvolvimento. As
preparagdes dos reagentes foram realizadas em tampao Cac-S-380.

A) Vista geral dos hemdcitos. Notar oenocitoides (setas) positivos para a reagdo de
fenoloxidase, e outros tipos celulares também fracamente marcados. Fragmentos celulares (F).
Barra = 50um.

Monocamada de hemocitos foi preparada em Idminas recobertas com poli-L-lisina por 10
min, gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo; adesdo de hemocitos na lamina por 5 min;
fixagdo em glutaraldeido 1,5% por 25 min; ativagdo com tripsina bovina (Img/ml) por 15
min, incubag¢do em L-dopa por 60 min e refixagcdo do material por 60 min.

B) Vista geral dos hemdcitos. Observar hemdcitos melanizados, grumos de células (seta) e
oenocitoides (OE) com diferentes graus de marcacdo positiva para fenoloxidase. Barra =
S0pm.

Monocamada de hemdcitos foi preparada em laminas recobertas com poli-L-lisina por 5 min;
gotejou-se a hemolinfa diluida em tampdo, adesdo de hemdcitos na lamina por 15 min;
fixagcdao em glutaraldeido 2,5% por 10 min, ativa¢do com tripsina bovina (Img/ml) por 10
min; incuba¢do em L-dopa por 60 min e refixa¢do do material por 30 min.
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3. EFEITO DO PARASITISMO E/OU DA INOCULACAO DE AGENTE
ABIOTICO NA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO)

3.1. EFEITO DA IDADE DAS LARVAS NA PRODUCAO DE NO

Pudemos constatar pelo Gréafico 1 que houve uma queda na producdo de NO ao longo
do desenvolvimento de larvas ndo parasitadas (Grupo C). A andlise estatistica destes dados
mostrou que houve uma reducdo significativa dos niveis de NO liberado na hemolinfa de

larvas com 23 e 26 dias, quando comparados aos de larvas com 20 dias de desenvolvimento.

* % %
100 =
N 1 C—Controle
80 —
E 60 — —
s .
=
—
(@] .
> 40
20 —
0
20 dias 23 dias 26 dias
Tempo de desenvolvim ento

Grdfico 1 — Comparagdo da concentragdo de oxido nitrico (NO) em hemolinfa de larvas
de D. saccharalis controle (Grupo C) nos diversos periodos de desenvolvimento. ***
(P< 0,001 — muito significativo),; ** (P< 0,01 — significativo).

3.2. EFEITO DO PARASITISMO NA PRODUCAO DE NO

O Grafico 2 mostra que houve uma reducédo significativa dos niveis de NO liberado na
hemolinfa de larvas parasitadas pela Cotesia flavipes (Grupo P), nas fases de parasitismo
inicial e recente (2 h e 6 h de parasitismo), quando comparados ao grupo controle (Grupo C,
larvas com 20 dias de desenvolvimento). Ja nos tempos intermediario e tardio (Grupo P, apo6s
3 e 6 dias de parasitismo), comparativamente aos respectivos controles (Grupo C, larvas com
23 e 26 dias de desenvolvimento), ndo houve variagdo significativa dos niveis de NO.

No mesmo grafico, os dados do Grupo P+S (larvas parasitadas e inoculadas com SSI)
revelaram o inverso. Foram nos periodos intermediario e tardio (apos 3 e 6 dias de
parasitismo) que houve a diminuicdo do nivel de NO, comparativamente ao Grupo S
(controle). Para este grupo (P+S), os niveis de NO nos tempos de parasitismo inicial e recente

ndo diferiram significativamente do controle (Grupo S).
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Gradfico 2 — Comparagdo da concentragcdo de oxido nitrico (NO) em hemolinfa de
larvas de D. saccharalis controle (Grupo C), larvas parasitadas pela C. flavipes
(Grupo P), larvas inoculadas com SSI (Grupo S) e larvas parasitadas pela C. flavipes e
inoculadas com SSI (Grupo P+S). *** (P< 0,001 — muito significativo); ** (P< 0,01 —
significativo) e * (P<0,05 — pouco significativo).

3.3. EFEITO DO PARASITISMO E/OU INOCULACAO DE AGENTE ABIOTICO NA
PRODUCAO DE NO, EM DIFERENTES TEMPOS EXPERIMENTAIS

O Grafico 3 mostra que em tempo inicial (2 h) de parasitismo e/ou inoculacdo de agente
abiotico, ndo houve diferenga significativa entre os grupos experimentais, isto €, a inoculagao
de solugdo salina ou particula de Sephadex em larvas controle ou parasitadas ndo afetou a

producdo de NO.
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Grdfico 3 — Compara¢do da concentragdo de oxido nitrico (NO) 2 h apos a
inoculagdo, em hemolinfa de larvas de D. saccharalis inoculadas com SSI (Grupo S),
com Sephadex (Grupo Se), parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se) e parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com SSI (Grupo P+S).
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O Gréafico 4 mostra que em tempo de parasitismo recente (6 h), houve um aumento
significativo da producdo de NO em larvas parasitadas e inoculadas com agente abidtico
(P+Se), quando comparadas com aquelas parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo P+S). Nas
larvas ndo parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo S) ou agente abidtico (Grupo Se) nao

houve diferenga significativa na producdo de NO.

1004 * /S

80 T E3 Se
= — P+Se
S 60- B P+S
2
S 40

20

0

Grafico 4 — Compara¢do da concentra¢cdo de oxido nitrico (NO) 6 h apos a
inoculag¢do, em hemolinfa de larvas de D. saccharalis inoculadas com SSI (Grupo S),
com Sephadex (Grupo Se), parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se) e parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com SSI (Grupo P+S). *
(P<0.05 — pouco significativo).

O Gréfico 5 mostra que em tempo intermedidrio de parasitismo/inoculagdo de agente
abiotico (3 dias), existiu uma diminui¢do significativa na produgcdo de NO nas larvas
parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo P+S) quando comparadas as ndo parasitadas e
inoculadas com SSI (Grupo S). A inoculacdo de agente abidtico induziu uma diminuigdo
significativa na producdo de NO em larvas parasitadas e inoculadas com Sephadex (P+Se),
em relacdo aquelas inoculadas somente com SSI (Grupo S). Entretanto, ndo houve diferenga
significativa entre as larvas inoculadas com SSI (Grupo S) e as inoculadas com esferas de

Sephadex (Grupo Se).
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Grdfico 5 — Comparagdo da concentragcdo de oxido nitrico (NO) 3 dias apos a
inoculag¢do, em hemolinfa de larvas de D. saccharalis inoculadas com SSI (Grupo S),
com Sephadex (Grupo Se), parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se) e parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com SSI (Grupo P+S). *
(P<0.05 — pouco significativo).

O Grafico 6 mostra que em tempo tardio de parasitismo/inoculagdo de agente abidtico (6
dias), a inoculag¢do de Sephadex induziu uma diminui¢do na producdo de NO em larvas ndo
parasitadas (Grupo Se) quando comparadas com seu controle (Grupo S). Larvas parasitadas e
inoculadas com SSI (Grupo P+S) ndo diferiram de larvas parasitadas e inoculadas com
particula abidtica (Grupo P+Se), quanto a producdo de NO. Entretanto, o parasitismo induziu
uma diminui¢do na producdo de NO em larvas inoculadas com SSI (Grupo P+S), quando

comparadas com aquelas nao parasitadas (Grupo S).
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Grdfico 6 — Compara¢do da concentragdo de oxido nitrico (NO) 6 dias apos a
inoculagdo, em hemolinfa de larvas de D. saccharalis inoculadas com SSI (Grupo S),
com Sephadex (Grupo Se), parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com Sephadex
(Grupo P+Se) e parasitadas pela C. flavipes e inoculadas com SSI (Grupo P+S). *
(P<0.05 — pouco significativo).
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4. LOCALIZACAO CELULAR DE OXIDO NiTRICO (NO)

A localizagdo celular de NO foi realizada em hemolinfa de larvas dos grupos controle
(Grupo C - Larvas com 20, 23 e 26 dias de desenvolvimento) e parasitadas (Grupo P - Larvas
com2 he6h,3 e 6dias apos o parasitismo).

Nenhum dos cinco tipos de hemocitos presentes na hemolinfa, neste periodo,
plasmatdcito (PL), granulécito (GR), esferulocito (ES), oenocitdide (OE) ou vermiforme

(VE), reagiu positivamente ao reagente de Greiss, que detecta NO (Fig. 1-2).
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FIGURA 1 - Fotomicrografia de hemdcitos de larvas de D. saccharalis do grupo controle
(Grupo C), e parasitadas pela C. flavipes (Grupo P) apds 2 h e 6 h de parasitismo.

A) Grupo C — larvas com 20 dias de desenvolvimento. Plasmatocito (PL) e granulocito (GR).
B) Grupo C — larvas com 20 dias de desenvolvimento. Plasmatécito (PL) e oenocitoide (OE).
C) Grupo C — larvas com 20 dias de desenvolvimento. Plasmatdcito (PL) e esferuldcito (ES).
D) Grupo P — ap6s 2 h de parasitismo. Plasmatdcitos (PL) e granulécitos (GR).

E) Grupo P — ap6s 6 h de parasitismo. Plasmatocitos (PL) e granulocitos (GR).

Barras das figuras de A-E =25 pm.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de hemocitos de larvas de D. saccharalis do grupo controle
(Grupo C), e parasitadas pela C. flavipes (Grupo P) apos 3 e 6 dias de parasitismo.

A) Grupo C — larvas com 23 dias de desenvolvimento. Plasmatdcito (PL) e granulécito (GR).
B) Grupo P — ap6s 3 dias de parasitismo Plasmatécito (PL) e vermiforme (VE).

C) Grupo P — apo6s 3 dias de parasitismo. Oenocitdide (OE) e granulocito (GR).

D) Grupo C — larvas com 26 dias de desenvolvimento. Plasmatécito (PL) e granuldcito (GR).
E) Grupo P — ap6s 6 dias de parasitismo. Teratécito (TE).

Barras das figuras de A-E =25 pm.
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5. REACAO DE ENCAPSULACAO DE AGENTE ABIOTICO EM LARVAS DE
Diatraea saccharalis PARASITADAS PELA VESPA Cotesia flavipes

Nao foi possivel realizar a observa¢do macroscopica das esferas de Sephadex na
hemocele de insetos com 2 h, 6 h, 12 h e 1 dia apds a inoculagdo, tanto em larvas ndo
parasitadas como na vigéncia do parasitismo, uma vez que as esferas inoculadas confundiam-
se com o corpo gorduroso e as estruturas internas da larva. Mesmo recuperando a hemolinfa e
o lavado da hemocele, ndo conseguimos material para a analise, nos tempos acima
mencionados.

Também ndo conseguimos recuperar as esferas de Sephadex da hemocele de larvas
parasitadas por 10 dias, mesmo naquelas com ruptura do tegumento para liberacdo das larvas
do parasitoide. Durante a dissecag@o a massa de parasitoides ja ocupava toda a hemocele (Fig.
1A-B).

Nos tempos intermedidrios de inoculagdo (2 e 3 dias) as esferas ja melanizadas eram
facilmente encontradas dispersas na hemocele do inseto (Fig. 2A-B). Nos tempos tardios de
inoculacdo (6 e 10 dias de implantagdo), as esferas concentravam-se na regido posterior da
hemocele do inseto, formando uma massa de esferas melanizadas (Fig. 3A-C).

Macroscopicamente e sob a lupa, em todos os tempos de inoculagdo, observou-se uma

variabilidade de tamanho das esferas melanizadas, dentro de um mesmo inseto.

5.1. ANALISE MORFOLOGICA ULTRA-ESTRUTURAL DA CAPSULA EM
RESPOSTA A INOCULACAO DE ESFERAS DE SEPHADEX

Apresentaremos os resultados separadamente, conforme o tempo de inoculagdo e o

grupo experimental.

5.1.1. Inoculagdo intermediaria (2 dias)

Grupo Se - Larvas ndo parasitadas inoculadas com Sephadex: A capsula ao redor da
esfera de Sephadex era constituida principalmente por células alongadas, achatadas e
extremamente justapostas, interpretadas como sendo PL (Fig. 4A), que se dispunham em
namero varidvel de camadas envolvendo o material estranho. Os PL nas proximidades da
superficie da esfera mostraram contorno irregular, citoplasma mais denso, com alguns
vacuolos de contetido heterogéneo (Fig. 4B e 5B). Foi possivel observar uma gradacdo de
eletron-densidade do citoplasma de PL, que se mostrava mais contrastado na regido interna da

capsula (Fig. 5A-B). Entre PL adjacentes foi possivel observar a existéncia de evidentes
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jungdes celulares, interpretadas como desmossomos (Fig. 6A-B). Os PL e GR das camadas
mais externas da cdpsula apresentavam-se arredondados, € seus nicleos menos achatados
(Fig. 7A-B), com poucos e pequenos vacuolos citoplasmaticos. Raros foram os GR
identificados constituindo a capsula, aprisionados entre os PL ou na superficie da mesma (Fig.
7A). Nem sempre foi possivel realizar uma distingdo morfoldgica clara do limite das células
proximas ao Sephadex, dificultando a quantificacdo do niimero de camadas da cépsula.
Obtivemos imagens de ES na porg¢do externa da cépsula, exibindo modificacdes morfoldgicas
importantes: rarefagdo das esférulas, fusdo destas estruturas e liberacdo dos contetidos para o
meio extracelular (Fig. 8A-B); foram observadas ainda esférulas soltas, em meio a restos de
ES (Fig. 9A-B).

Grupo P+Se - Larvas parasitadas pela Cotesia flavipes e inoculadas com Sephadex: A

constituicdo e morfologia da capsula (Fig. 10A) eram muito semelhantes as do Grupo Se, com
excecdo de que, aparentemente, havia maior nimero de GR nas camadas mais externas (Fig.
10B), e que raros foram os ES observados no exterior da cépsula. Havia, a semelhanca do
grupo citado anteriormente, predominio de PL na constituicdo da cdpsula e estes eram

arredondados quando presentes em sua por¢do mais externa (Fig. 11A-B).

5.1.2. Inoculagdo intermediaria (3 dias)

Grupo Se: A constitui¢do da capsula ao redor da particula de Sephadex era muito
semelhante a do Grupo SE com 2 dias de inoculacdo. Na constituicdo da capsula
predominavam PL; havia uma regido interna mais contrastada e uma porcdo externa menos
contrastada (Fig. 12A-B). Observamos desmossomos entre as células adjacentes (Fig. 13A).
Também observamos PL mais arredondados e raros ES, ambos na regido superficial da
capsula (Fig. 13B).

Grupo P+Se: A constituicdo da capsula (Fig. 14A) era muito semelhante a do Grupo Se,
no mesmo tempo de inoculagdo, com desmossomos entre PL adjacentes (Fig. 14B) e, em sua
porcdo mais externa, com PL mais arredondados e ES (Fig. 15A-B). Em alguns casos
observamos PL na porc¢do exterior da cdpsula, arredondados e em intima associagdo, com
interdigitagdes entre suas membranas plasmaticas (Fig. 16A-B) e com seus reticulos
endoplasmaticos rugosos (RER) dilatados (Fig. 18 A). Obtivemos imagens de TE proximos as
capsulas, com crescimento aparentemente normal para o periodo do parasitismo (Fig. 17A) e

junto a estes, GR com RER dilatados (Fig. 17B e 18B).
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Um achado interessante, neste tempo experimental, foi a recuperacdo de esferas de
Sephadex com o inicio da formagdo da capsula (Fig. 19A), onde os PL se dispunham mais
frouxamente e seu formato era mais arredondado do que nas capsulas ja descritas, para este

tempo de inoculagdo (Fig. 19B).

5.1.3. Inoculacgio tardia (6 dias)

Grupo Se: A constituicdo da cadpsula era muito semelhante a dos outros periodos
estudados, porém com um grande nimero de PL. em torno do material inerte (Fig. 20A-B).
Estes PL possuiam vacuolos pouco densos e eventualmente um aspecto de degeneragdo, na
regido mais interna da cépsula (Fig. 20B e 21A). Na porg¢do externa da capsula, observamos
PL arredondados e raros ES (Fig. 21B).

Grupo P+Se: As capsulas mostraram uma grande variacdo quanto a espessura (camadas
celulares) ao redor da particula de Sephadex (Fig. 22A-B e 23B). Quanto a constitui¢do, esta
se assemelhava com outras cépsulas ja descritas, com predominio de PL e presenca de
desmosomas entre eles (Fig. 23A). Estes PL apresentavam forma menos achatada quando
estavam na porcao externa da capsula (Fig. 23B). GR também estavam presentes e, quando se
situavam na por¢ao externa da capsula, eram arredondados, exibindo vacuolos com conteudo
heterogéneo (Fig. 24). No caso dos PL, foi possivel observar o aumento do RER e de
vactolos (Fig. 25 e 26). Observamos ES na por¢do externa da capsula exibindo degranulagio
das esférulas (Fig. 26). Observamos ainda TE com morfologia alterada, quando comparados
com TE advindos de hemolinfa de insetos somente parasitados (Grupo P), com grandes gotas

lipidicas em seus citoplasmas (Fig. 27A-B).

5.1.4. Inoculacéo tardia (10dias)

Grupo Se: A capsula apresentou constituicdo muito semelhante a dos outros periodos,
porém obtivemos algumas imagens em que as camadas celulares estavam em menor numero,
se comparada ao grupo analisado apos 6 dias de inoculagdo de Sephadex (Fig. 28A), sendo
que as células que compunham a cépsula estavam mais frouxamente dispostas (Fig. 28B e
29). Os PL préximos ao Sephadex apresentaram seu citoplasma mais denso e a medida que se
distanciavam do material inerte, tinham o seu citoplasma menos denso (Fig. 28B e 29).
Observamos ES degranulados na porcdo externa da capsula (Fig. 30B), bem como esférulas
intactas de ES constituindo as capsulas (Fig. 28B e 30A).

Grupo P+Se: Nao conseguimos recuperar as capsulas, neste grupo.
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FIGURA 1
A) Larva de D. saccharalis ndo parasitada, aos 23 dias de desenvolvimento. Barra = 0,5 cm.
B) Larva de D. saccharalis ap6s 10 dias de parasitismo: a abertura do tegumento permite

visualizar as larvas do parasitdide C. flavipes (Cf), ocupando sua hemocele. Barra =0,5 cm.
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FIGURA 2 - Larvas de D. saccharalis nao parasitadas, inoculadas com esferas de
Sephadex (Grupo Se)

A) 2 dias apds a inoculacdo do agente abidtico: observar as esferas de Sephadex (SE)
melanizadas e dispersas na hemocele do inseto. Barra = 0,5 cm.

B) 3 dias apo6s a inoculagdo do agente abidtico: observar as esferas de Sephadex (SE)

dispersas na hemocele do inseto. Barra = 0,5 cm.
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FIGURA 3 - Larvas de D. saccharalis nao parasitadas, inoculadas com esferas de
Sephadex (Grupo Se)

A) Figura mostrando esferas de Sephadex (SE) apos 6 dias de inoculagdo, concentrando-se na
regido posterior do inseto. Barra = 0,5 cm.

B) Detalhe da massa de esferas de Sephadex (SE) melanizada. Barra =1 mm.

C) Detalhe mostrando esfera de Sephadex (SE) individualizada. Barra =1 mm.
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FIGURA 4 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de
D. saccharalis 2 dias apos a inoculacio

A) Aspecto geral da capsula (C) ao redor da esfera de Sephadex (SE), constituida por células
achatadas interpretadas como plasmatdcitos. Nucleo (N) do plasmatécito. Barra =5 pm.

B) Detalhe da figura anterior mostrando regido interna da capsula. Observar os plasmatdcitos

(setas) e a presenga de células eletron-densas adjacentes a capsula, sem diferenciagdo precisa
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dos constituintes celulares. Observar também vacuolos com conteudo heterogéneo (V).

Nucleo (N); esfera de Sephadex (SE). Barra=2,5 pm.

A
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FIGURA 5 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de
D. saccharalis 2 dias apés a inoculagio

A) Vista geral da regido interna da cépsula, mostrando que os PL em contato direto com a
esfera apresentavam-se mais contrastados (*) e a medida que se distanciavam da esfera seus

citoplasmas tornavam-se menos densos (**). Nucleo do PL (N); esfera de Sephadex (SE).
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B) Detalhe mostrando PL da camada mais interna da cépsula, com citoplasma mais denso e
com vacuolos de contetudo heterogéneo (V). Nucleo (N); esfera de Sephadex (SE).

Barra (Fig. Ae B) =2 pum.

FIGURA 6 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de

D. saccharalis 2 dias apos a inoculacio
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A) Detalhe mostrando desmossomos (setas) entre plasmatdcitos adjacentes. Nucleo (N).
Barra= 0,5 pm.

B) Detalhe mostrando desmossomos (seta). Barra= 0,25 um.
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FIGURA 7 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de

D. saccharalis 2 dias apos a inoculacio
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A) Granulécito (GR) na camada externa da cépsula, exibindo vactolos de contetido
heterogéneo (V) e granulos densos (D). Observar também plasmatdcito (PL) menos achatado.
Nucleo (N). Barra=2 pm.

B) Plasmatdcito (PL) mais arredondado na camada externa da cépsula, notar vactolo de

conteudo heterogéneo (V). Nucleo (N). Barra =2 pm.

A

ES
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FIGURA 8 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de
D. saccharalis 2 dias apés a inoculagio

A) Esferulocito (ES) na por¢do externa da capsula, onde se observa rarefagdo e fusio das
esférulas (*). Notar que os nucleos (N) dos plasmatédcitos (PL) mais superficiais sdo pouco
achatados. Barra =2 um.

B) Detalhe mostrando esferuldcito (ES) na camada externa da capsula. Notar a degranulagao

celular (*). Nucleo (N). Barra=1 pm.

A

*



Resultados 68

PL

FIGURA 9 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas de
D. saccharalis 2 dias apés a inoculac¢io

A) Vista geral da camada externa da capsula mostrando esférulas (*) soltas de esferuldcitos.
Barra =2 pm.

B) Detalhe da por¢ao final da capsula mostrando esférulas (*) de restos de esferulocitos.

Plasmatocito (PL) superficial com seu nticleo (N) de formato irregular. Barra =1 pm.
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FIGURA 10 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 2 dias apos a inoculacio e concomitante ao parasitismo

A) Aspecto geral da capsula em torno da esfera de Sephadex (SE). Barra =2 um.

B) Granulocito (GR) presente na porgdo final da cépsula. Nucleo (N), plasmatocitos (PL),

granulos densos (D). Barra = 2,5 pm.
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FIGURA 11 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 2 dias apés a inoculaciio e concomitante ao parasitismo

A) Plasmatocitos (PL) na porgdo final da capsula, exibindo grandes vacuolos (V). Nucleo (N).
Barra =2 pm.

B) Plasmatocitos (PL) arredondados na porgao final da capsula. Nucleo (N). Barra =1 pm.
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FIGURA 12 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 3 dias apos a inoculacio

A) Aspecto geral da capsula. Observar regido interna mais contrastada (*) e por¢do posterior
menos contrastada (**). Esfera de Sephadex (SE); plasmatocito (PL); nucleo (N); vacuolo

(seta). Barra=2 pum.
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B) Detalhe mostrando porcéo final da capsula. Plasmatdcito (PL); nucleo (N). Barra=1 um.

N

PL N\

PL

de D. saccharalis 3 dias apos a inoculacio

A) Desmossomos (setas) entre plasmatdcitos (PL) adjacentes. Nucleo (N). Barra= 0,5 pum.
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B) Esferuldcito (ES) na porcao final da capsula. Plasmatdcito (PL); nicleo (N). Barra =2 um.
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FIGURA 14 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 3 dias apos a inoculacio e concomitante ao parasitismo

A) Aspecto geral da cépsula constituida por plasmatocitos achatados em multiplas camadas.

Esfera de Sephadex (SE). Barra=1 pm.
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B) Detalhe mostrando constituicio da cdpsula. Observar desmossomos (setas) entre

plasmatdcitos (PL) justapostos. Nucleo (N). Barra =1 pm.

A
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FIGURA 15 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas

de D. saccharalis 3 dias apos a inoculaciio e concomitante ao parasitismo
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A) Porcdo final da capsula mostrando plasmatécitos (PL) mais arredondados. Nucleo (N);
esfera de Sephadex (SE). Barra=3 pm.

B) Esferulécito (ES) na porgéo externa da capsula. Esférulas (*). Barra=1 um.

A
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FIGURA 16 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas

de D. saccharalis 3 dias apés a inocula¢do e concomitante ao parasitismo
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A) Plasmatécitos (PL) na superficie da capsula, arredondados e em intima associagdo por
interdigitagdes (setas). Nucleo (N). Barra=1 pm.
B) Detalhe mostrando interdigitagdes entre as membranas plasmaticas de plasmatdcitos

(setas) na superficie da capsula. Barra=1 pm.
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FIGURA 17 - Eletromicrografia (MET) de hemocitos e TE recuperados de larvas de D.
saccharalis 3 dias apoés a inoculacio das esferas e concomitante ao parasitismo

A) Vista geral de teratdcito (TE) proximo a cépsula. Plasmatocitos (PL); granuldcito (GR);
nucleo (N). Barra=5 pum.

B) Granulécito (GR) com RER dilatados (*). Teratécito (TE); granulo denso (D); ntcleo (N).

Barra=1 pm.
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FIGURA 18 - Eletromicrografia (MET) de hemdcitos e TE recuperados de larvas de D.
saccharalis 3 dias apds a inoculacio das esferas e concomitante ao parasitismo

A) Detalhe da figura 17A, de plasmatdcito (PL) proximo de teratdcito (TE) com reticulo
endoplasmatico rugoso dilatado (*). Vilosidades (Vi); nicleo (N). Barra=1 pm.

B) Granulécito com reticulo endoplasmatico rugoso (RER) dilatados. Granulo denso (D).

Barra = 0,5 pm.

A
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FIGURA 19 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 3 dias apos a inoculacio e concomitante ao parasitismo

A) Observar esfera de Sephadex (SE) no inicio da formagao da capsula. Barra =3 pm.

B) Notar plasmatdcitos (PL) que se dispunham mais frouxamente. Nucleo (N). Barra =2 um.
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FIGURA 20 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 6 dias apés a inoculagio

A) Vista geral da cépsula. Esfera de Sephadex (SE). Barra=3 pm.

B) Detalhe mostrando células interpretadas como plasmatdcitos (PL) constituindo capsula.

Nucleo (N); esfera de Sephadex (SE). Barra=1 pm.
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FIGURA 21 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 6 dias apos a inoculacio
A) Detalhe mostrando constitui¢do da capsula em torno da esfera de Sephadex (SE). Nucleo

(N); plasmatdcitos (PL). Barra =2 pum.
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B) Plasmatocitos (PL) arredondados e esferulocitos (ES) na porgdo final da capsula. Nucleo

(N). Barra=2,5 um.

PL

FIGURA 22 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas

de D. saccharalis 6 dias apés a inocula¢do e concomitante ao parasitismo



Resultados 83

A) Capsula em torno de esfera de Sephadex (SE). Plasmatécito (PL); nucleo (N).
Barra=2 pm.

B) Detalhe da esfera de Sephadex (SE) mostrando células justapostas. Barra=1 pm.
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FIGURA 23 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 6 dias apos a inoculacio e concomitante ao parasitismo

A) Presenca de desmossomos (setas) entre plasmatodcitos (PL) adjacentes. Nucleo (N).

Barra = 0,25 pm.

B) Plasmatdcitos (PL) menos achatados na por¢do final da capsula. Notar capsula constituida

por poucas camadas de células. Esfera de Sephadex (SE); nicleo (N). Barra=1 pm.

FIGURA 24 - Eletromicrografia (MET) de hemodcito recuperado de larvas de D.
saccharalis 6 dias apdés a inoculacio de esferas de Sephadex e concomitante ao

parasitismo
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Granuloécito com vacuolos de conteido heterogéneo (setas) na superficie externa da capsula.

Nucleo (N). Barra= 1 um.

PL
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FIGURA 25 - Eletromicrografia (MET) de hemdcito recuperado de larvas de D.
saccharalis 6 dias apés a inoculagio de esferas de Sephadex e concomitante ao
parasitismo

Plasmatocito com aumento do RER (setas) e vacuolo de contetido heterogéneo (V). Nucleo

(N). Barra=0,5 um.

\'

ES

FIGURA 26 - Eletromicrografia (MET) de hemodcitos recuperados de larvas de D.
saccharalis 6 dias apoés a inoculacio de esferas de Sephadex e concomitante ao
parasitismo

Plasmatocito (PL) exibindo vacuolos com conteudo heterogéneo (V) e esferuldcitos (ES)
mostrando degranulagdo das esférulas (*), ambos na por¢do externa da capsula. Nucleo (N).

Barra =2 pm.
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FIGURA 27

A) Eletromicrografia (MET) de teratdcito da hemolinfa de larva de D. saccharalis 6 dias apos
a inoculacdo de esferas de Sephadex e concomitante ao parasitismo. Teratocito com grandes
gotas lipidicas (*) em seu citoplasma. Vilosidades (Vi); nucleo (N). Barra = 2,5 um.

B) Eletromicrografia (MET) de teratdcito (TE) recuperado da hemolinfa de D. saccharalis

6 dias apos parasitismo com C. flavipes. Nucleo (N). Barra = 4,0 pm.
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FIGURA 28 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 10 dias apés a inoculacio

A) Aspecto geral da capsula. Esfera de Sephadex (SE). Barra =5 pm.
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B) Vista geral, notar camadas de plasmatdcitos com citoplasma mais denso (*) e menos denso
(**), esférulas de esferuldcitos compondo a capsula (setas) e ainda plasmatocitos (PL)

arredondados na por¢do final da capsula. Esfera de Sephadex (SE), nucleo (N). Barra =15 um.
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FIGURA 29 - Eletromicrografia (MET) de esfera de Sephadex recuperada de larva de

D. saccharalis 10 dias apés a inoculagio
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Aspecto geral da cépsula menos espessa. Observar a regido interna mais contrastada (*), a
porcdo posterior menos contrastada (**) e também células arredondadas e mais frouxamente
dispostas. Esfera de Sephadex (SE); plasmatocito (PL); nicleo (N).

Barra=5 pm.
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FIGURA 30 - Eletromicrografia (MET) de esferas de Sephadex recuperadas de larvas
de D. saccharalis 10 dias apés a inoculac¢io

A) Detalhe mostrando esférulas de esferulocito (seta) compondo a cépsula. Esfera de
Sephadex (SE). Barra=2 pm.

B) Esferuldcitos (ES) na porgdo final da capsula. Barra = 2,5 um.

DISCUSSAO
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1. EFEITO DO PARASITISMO E/OU INOCULACAO DE AGENTE ABIOTICO
NA ATIVACAO in vitro DO SISTEMA DE proPO

O presente trabalho mostrou que a hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis
apresenta um sistema de proPO bastante ativo, quantificado através de experimentos in vitro
com preparacdes de hemolinfa total (plasma + hemocito).

A metodologia desenvolvida neste trabalho foi a descrita por GREGORIO &
RATCLIFFE (1991b) com hemolinfa de Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, bastante
apropriada para o estudo do sistema de proPO, especialmente em insetos com pouca
quantidade de hemolinfa, ¢ também util na analise simultanea do efeito de microorganismos
na ativagdo do sistema de proPO, ao longo do tempo. Os autores estudaram o sistema de
proPO na hemolinfa utilizando o plasma separado dos hemoécitos, o que permitiu determinar
que a enzima proPO estava presente principalmente na fragdo celular da hemolinfa destes
triatomineos, a semelhanca de outros trabalhos com crusticeos (SMITH & SODERHALL
1983a,b; SODERHALL & SMITH, 1983; JOHANSSON & SODERHALL, 1985;
SODERHALL ef al., 1996) e insetos como Galleria mellonella (RATCLIFFE et al., 1984;
LEONARD ef al., 1985a; BROOKMAN ef al. 1988; BRIVIO et al, 2002), Blaberus
craniifer (LEONARD et al., 1985b), Clitumnus extradentatus e Locusta migratoria
(BROOKMAN et al, 1989b), Schistocerca gregaria (DULARAY & LACKIE, 1985),
Periplaneta americana (FISHER & BRADY, 1983), Acheta domesticus (SILVA, 2002),
Rhodnius prolixus (FEDER et al., 1998; WHITTEN, et al., 2001; AZAMBUIJA & GARCIA,
2005; AZAMBUIJA et al., 2005), Manduca sexta (LING & YU, 2005), entre outros.

Durante o processo de formagdo dos nddulos ou encapsulagdo, o invasor torna-se
melanizado (SCHMIT & RATCLIFFE, 1977; RATCLIFFE et al., 1984, 1985, 1991;
FORTON et al.,, 1985; LACKIE et al., 1985; NAPPI & CHRISTENSEN, 2005). A
melanizacdo ¢ o resultado final da ativacdo do sistema de proPO, um complexo sistema
enzimatico em cascata. A fenoloxidase (PO) representa o componente terminal do sistema
proPO. A PO, muitas vezes, pode ser encontrada sob a forma de proPO, o que dificulta sua
identifica¢do na hemolinfa de insetos (SCHMIT & RATCLIFFE, 1977; FISHER & BRADY,
1983; RATCLIFFE et al,1984, 1991; BROOKMAN et al, 1988; NAPPI &
CHRISTENSEN, 2005). Em insetos, a proPO pode estar localizada na por¢do celular da
hemolinfa (FISHER & BRADY, 1983; RATCLIFFE et al., 1984; LEONARD et al., 1985a;
HUXHAM & LACKIE, 1986) e/ou no plasma (ASHIDA, 1981; SUGUMARAN et al., 1985;
SAUL & SUGUMARAN, 1987).
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O sistema de proPO serve como fonte de opsoninas para os hemdcitos, participa da
coagulagdo, da encapsulagdo e da formacdo de nddulos. As reacdes de defesa, celular e
humoral, mostram-se cada vez mais complexamente relacionadas, segundo muitos trabalhos
publicados. Como exemplo, temos a constatagdo de que aglutininas isoladas de larvas de
Spodoptera exigua aumentaram em 80% a fagocitose de blastosporos de Paucilomyces
farinasus por GR, em preparagdes in vitro (PENDLAND et al., 1988). Também a ativagdo da
proPO, em preparagdes de hemdcitos in vitro, induziu um aumento na capacidade de
fagocitose destas células (RATCLIFFE et al, 1984; LEONARD et al, 1985b,
BROOKMAN, et al., 1988), o que posteriormente confirmou-se em outros trabalhos
(BROOKMAN et al., 1989a; RICHARDS & PARKINSON, 2000). Toxinas de algumas
espécies de fungos inibem a resposta de encapsulag@o, a0 mesmo tempo em que diminuem a
ativagdo do sistema proPO, sugerindo uma estreita relagdo entre esses dois mecanismos de
defesa, em insetos (VEY & QUIOT, 1975; HUXMAN & LACKIE, 1986; VEY & GOTZ,
1986).

As reagdes humorais mais frequentemente investigadas na interacdo hospedeiro-
parasito sdo: produgdo de lisozimas e lectinas (GREGORIO & RATCLIFFE, 1991a; MELLO
et al., 1995), aglutinagdo da hemolinfa (GREGORIO & RATCLIFFE, 1991a; MELLO et al.,
1996), produgdo de eicosandides (GARCIA et al., 2004a,b), produgdo de superdxido e NO
(WHITTEN et al., 2001) e ativagio do sistema de proPO (GREGORIO & RATCLIFFE,
1991b; MELLO et al., 1995; GOMES et al., 2003; GARCIA et al., 2004a,b).

O sistema de proPO em insetos pode ser ativado por fatores microbianos (ASHIDA,
1971; RATCLIFFE, et al.,1984; YOSHIDA & ASHIDA, 1986; RATCLIFFE & ROWLEY,
1987, ROWLEY et al., 1987, BROOKMAN et al., 1989b; ROWLEY et al., 1990). A
tripsina ¢ um potente ativador da proPO em caranguejos e alguns insetos ( DULARAY &
LACKIE, 1985; LEONARD ef al., 1985b; BROOKMAN et al., 1988; GREGORIO &
RATCLIFFE 1991b). Os produtos do tipo B-1,3-glicana, como a laminarina e o zimosana,
também sdo ativadores potentes (ASHIDA, 1981; RATCLIFFE et al., 1984; DULARAY &
LACKIE, 1985; LEONARD er al., 1985a,b; GREGORIO & RATCLIFFE 1991b), enquanto
que outros polimeros de glicose, tais como os de ligacdo o-1,6- ndo conseguem ativar a

proPO (RATCLIFFE e al., 1984).
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Em nosso trabalho, testamos tripsina e laminarina como possiveis ativadores. A
presenca de laminarina nas misturas reativas nao afetou a ativacdo do sistema de proPO em
Diatraea saccharalis, uma vez que seus resultados foram semelhantes aos do tampao. Assim,
a laminarina ndo se mostrou um bom ativador para a hemolinfa de Diatraea saccharalis
(Grafico 8). Esse motivo fez com que nos experimentos posteriores utilizdssemos apenas
tampao como controle, e tripsina como ativador.

Existe variabilidade no tipo de ativador capaz de desencadear a cascata de proPO,
dependendo do inseto. LEE & ANSTEE (1995), trabalhando com Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae), verificaram que o sistema de proPO foi ativado por metanol, mas
ndo foi ativado por laminarina, LPS (lipopolissacarideos), tripsina bovina e quimotripsina. Ja
GREGORIO & RATCLIFFE (1991b), trabalhando com insetos vetores do Trypanosoma
cruzi, utilizaram dois produtos derivados de micro-organismos, o LPS e a laminarina. Ambos
funcionaram como ativadores do sistema de proPO para Triatoma infestans € Rhodnius
prolixus. Entretanto, a laminarina ativou a proPO na hemolinfa de Triatoma infestans em
todos os intervalos de tempo estudados, mas nas prepara¢des de Rhodnius prolixus o nivel de
ativacdo foi maior que a espontdnea somente apos 2 h de incubacdo. LEONARD et al
(1985a,b), utilizando-se de monocamadas de hemocitos de Blaberus craniifer, Galleria
mellonella e Leucophaea maderae, demonstraram que a laminarina extraida de parede celular
de fungo ativou o sistema de proPO e aumentou a fagocitose de bactérias. SAUL &
SUGUMARAM (1987) demonstraram que a laminarina ativou o sistema de proPO no
plasma de Manduca sexta. HUXHAM & LACKIE (1988) em preparagdes de hemocitos que
foram ativados por laminarina, demonstraram ainda um aumento na quimiotaxia das células
de Schistocerca gregaria que contém a enzima proPO . BREHELIN er al. (1989),
trabalhando com Locusta migratoria, observaram que laminarina e LPS ativam o sistema de
proPO em lisado de hemocitos e também em soro, mas ndo induzem atividade de PO no
plasma.

A falta de resposta a laminarina em nossas preparagdes de hemolinfa de Diatraea
saccharalis pode ser resultado da auséncia de afinidade de ligacdo desta substiancia aos
receptores da cascata de proPO, ou ainda aos OE que contém a proPO; neste tltimo caso, os
hemocitos ndo liberariam de maneira significativa a pro-enzima, o que explicaria 0s nossos
resultados. Ja a tripsina mostrou-se um potente ativador do sistema de proPO para a
hemolinfa de Diatraea saccharalis em todos os grupos experimentais, quando comparada
com o tampao.

O sistema de proPO também €& sensivel a fatores ndo especificos como calor,

detergentes e variagdes do nivel de Ca™ (LEONARD et al., 1985b). O calor e os detergentes
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atuam em insetos e crustaceos, sendo que a ativacdo por estes agentes ndo ¢ afetada por
inibidores de proteases, sugerindo uma a¢do direta dos mesmos sobre a proPO (ASHIDA&
SODERHALL, 1984; LEONARD ef al., 1985b; BREHELIN et al., 1989). Niveis baixos de
fon célcio provocam a ativagdo espontinea do sistema de proPO (SODERHALL & HALL,
1984; LEONARD et al., 1985b). Em caranguejo esta ativagdo envolve a atividade de uma
serina-protease, chamada protease-S, que age diretamente na proPO por uma via diferente
que a ativacdo pela laminarina ou LPS (SODERHALL & HALL, 1984). A necessidade da
presenca de calcio para a ativacdo da proPO depende do inseto e do tipo de ativador
utilizado. Em Bombyx mori a conversdo de proPO em PO, através de um ativador purificado,
se realiza sem os ions célcio (ASHIDA et al., 1983). O acido etileno-diaminotetra-acético
(EDTA), um quelante de cétions bivalentes, inibe a ativagdo espontanea do sistema de proPO
em Musca domestica, no mesmo inseto, entretanto, 0 EDTA ndo inibe a ativagdo desse
sistema em pupas mais velhas, as quais possuem um ativador natural (TSUKAMOTO et al.,

1986).

Nossa metodologia permitiu variar o tempo de leitura da ativa¢do do sistema de
proPO, isto é, analisar esta ativa¢do ao longo do tempo. Entretanto, optamos por fixar um
unico momento para esta aferi¢do. Definimos o tempo de leitura em 2 h apos a incubagdo
para todos os experimentos, pois a hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis inoculadas
com agente abidtico (Sephadex) em tempo tardio (6 dias), mostrou uma ativagdo tdo intensa
do sistema de proPO, que uma leitura acima de 2 h excedia a capacidade do equipamento

(Grdfico 3).

A idade da larva de Diatraea saccharalis foi, por si s6, um fator muito importante no
processo de ativagdo do sistema de proPO, demonstrando que a ativacdo do sistema de proPO
¢ variavel, dependendo da idade do inseto. Foi observada uma reducdo significativa dos niveis
de ativagdo espontanea (tampdo) e induzida (tripsina) de proPO nas larvas de Diatraea
saccharalis ndo parasitadas/inoculadas (Grupo C), ao longo do desenvolvimento das larvas,
nos tempos observados de 20 a 26 dias. E interessante notar que esta variagio também
ocorreu nos niveis de produg¢ao de NO. Nos dois casos, a explicacdo pode estar relacionada
com a proximidade da pupacdo da larva, que ocorre em torno do 35° dia e leva os insetos a
grandes transformagdes, incluindo talvez a diminui¢do de substincias importantes para a
reacdo de defesa na hemolinfa, como a proPO e o NO.

Raros sdo os trabalhos relacionando a ativagdo do sistema de proPO com a idade do

inseto. CHUN et al. (1995), trabalhando com duas linhagens de Anopheles gambiae, uma
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refrataria e outra susceptivel ao Plasmodium sp, observaram que a idade da fémea do
mosquito ¢ também o seu estado reprodutivo afetou fortemente a habilidade de melanizar
agente abiotico, no caso, esferas de Sephadex. A melanizago ¢ o produto final da ativag¢do do
sistema de proPO. Todas as esferas foram completamente melanizadas em linhagem
refratdria, 1 dia apds a eclosdo da larva do mosquito (dia 0). Depois disso o nimero de esferas
melanizadas decresceu continuamente até o ultimo dia observado (dia 7), quando somente
23% das esferas foram melanizadas nesta linhagem. Na linhagem susceptivel, 53% das
esferas foram melanizadas no dia 0 e cerca de 10% das esferas foram melanizadas nos outros
periodos. Com relagdo ao estado reprodutivo, no dia 1 e 2 apds a alimentacdo de sangue, 85%
e 88% das esferas, respectivamente, estavam melanizadas em fémeas da linhagem refrataria
em comparacdo com mosquitos controle da mesma idade, os quais melanizaram 23% e 58%
das esferas. A alimentacdo sanguinea teve pouco efeito sobre a habilidade em melanizar
esferas de Sephadex na linhagem susceptivel. Fica claro que no caso da Diatraea saccharalis
e do Anopheles gambiae houve uma diminui¢do da ativagdo do sistema de proPO no decorrer
da idade larval dos insetos; e particularmente no mosquito, uma conseqiiente diminui¢cdo da
melanizacdo das esferas de Sephadex.

Um trabalho semelhante foi realizado por MULLEN & GOLDSWORTHY (2006),
porém o estudo se baseou em duas fases de desenvolvimento de Locusta migratoria. Os
autores compararam os efeitos da inoculagdo de duas variedades de fungos com a inoculagéo
de laminarina. Apds a inoculacdo da variedade Mer 189, foi detectado um aumento na
ativacdo do sistema de proPO na hemolinfa de insetos adultos e também em ninfas de 5°
instar, quando comparados com insetos inoculados com a variedade Met 728 ou com
laminarina. O aumento da ativag¢do do sistema de proPO, contudo, ndo impediu a mortalidade
causada pelos fungos. Os autores sugerem, entretanto, que outros fatores refletem diferencas
na sensibilidade do sistema imune entre insetos adultos e ninfas, mais do que as diferengas
quantitativas mostradas. Isto foi confirmado quando doses mais altas de laminarina (>100 pg)
ativaram o sistema de proPO somente em ninfas de 5° instar. Uma outra evidéncia de que
diferencas nido quantitativas ocorrem entre insetos da mesma espécie foi demonstrada pelos
autores, porém, em fases de desenvolvimento diferentes. Ainda em Locusta migratoria, em
todas as idades formaram-se nddulos em resposta a infecgdo com fungos ou injecdo de
laminarina, embora houvesse uma ampla variagdo do numero, tamanho e distribui¢do desses
nddulos. Durante o exame de formagdo de nodulos em ninfas de 5° instar, porém, foi
observado um fenémeno desconhecido anteriormente, onde glandulas salivares de ninfas

melanizaram em resposta a inje¢do com fungos ou com altas doses de laminarina. Em 85%
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das ninfas esta reagdo foi tdo forte que a glandula salivar ficou inteiramente enegrecida. Tal
resposta ndo foi observada nas glandulas salivares dos adultos da mesma espécie.

Houve uma diminuicdo da ativacdo do sistema de proPO a medida que houve avango
da idade/estdgio de desenvolvimento nos diferentes insetos, observada tanto em nosso
trabalho quanto nos acima citados. Fica evidente, que a idade larval do inseto ou seu estagio
de desenvolvimento sdo fatores relevantes, ¢ que devem ser levados em consideracdo na

analise da ativagdo do sistema de proPO.

Em nosso trabalho, observamos que o parasitismo afetou a ativacdo do sistema de
proPO na hemolinfa do inseto hospedeiro, causando uma diminui¢do tanto na ativagdo
espontanea como na presenga de tripsina, em todos os tempos analisados. Ja os niveis de
produ¢do de NO também tiveram uma redugdo significativa no parasitismo inicial e recente (2
h e 6 h), mas no parasitismo intermediario e tardio (3 e 6 dias) ndo houve diferenca
significativa dos niveis de produg¢@o. Isso demonstra que estas substancias de reacdo de defesa
atuam em periodos distintos.

O parasitoide ndo € encapsulado na hemocele do hospedeiro (NUNES, 2001). O
sistema de proPO ficou inibido em todo o periodo de parasitismo, sugerindo que este fato seja
importante para o estabelecimento do parasitismo; entretanto, a inibi¢do dos niveis de NO sé
ocorre nas primeiras horas de parasitismo, sugerindo que, a escassez inicial desta molécula
exer¢a um papel importante no estabelecimento do parasitdoide no inseto hospedeiro e que
decorrido algum tempo, esta molécula torne-se menos decisiva na eliminacdo deste
parasitdide. Estudos demonstram, a semelhanga do nosso, que a ativagdo do sistema de proPO
e a producdo de NO sdo inibidas quando ha sucesso no parasitismo. WHITTEN et a/ (2001)
também realizaram um estudo comparando aspectos da produg¢do de NO e proPO em
hemolinfa de Rhodnius prolixus, medidos em paralelo, em resposta a inocula¢do de duas
cepas de Trypanosoma rangeli, aparentemente inofensivas para os humanos, mas que podem
ser patogénicas para o inseto vetor (WATKINS, 1971; HECKER et al., 1990). Os resultados
obtidos foram correlacionados com a habilidade do parasito em sobreviver, se multiplicar e
completar o seu ciclo de vida na hemolinfa do hospedeiro. O Trypanosoma rangeli H 14 ndo
conseguiu completar o seu ciclo de vida no Rhodnius, produzindo altos niveis de produgdo de
NO e de proPO na hemolinfa de Rhodnius prolixus, que alcangaram pico de atividade apds 24
h de inoculag¢do. O Trypanosoma rangeli Choachi também estimulou a produgdo de NO e
proPO, as quais, embora significantemente mais baixas que na cepa H14, também atingiram o
pico de atividade apds 24 horas. Os niveis de produg¢do de NO e proPO da cepa Choachi

continuaram mais baixos que da cepa HI14; a cepa de parasito Choachi se multiplicou
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rapidamente e eventualmente invadiu a glandula salivar do inseto para a transmissdo ao
hospedeiro vertebrado. Esse estudo demonstrou que a cepa do protozodrio que induziu uma
produ¢do menor de NO e proPO teve melhores condigdes de sobreviver, se multiplicar e
completar o seu ciclo de vida no inseto vetor.

Estudos semelhantes foram realizados por MELLO ef al. (1995) e AZAMBUIJA et al.
(2005), que também trabalharam com Rhodnius prolixus parasitado pelo Trypanosoma cruzi e
Trypanosoma rangeli. O Trypanosoma rangeli invade a hemocele e pode ser reconhecido,
ativando o sistema de defesa do inseto vetor, ou seja, o sistema de proPO, a atividade de NO,
além da fagocitose, micro-agregacdo hemocitaria e a via de biossintese de eicosandides, como
observado por outros autores para o mesmo inseto (GOMES ef al., 1999, 2003 e GARCIA et
al., 2004a). Porém, o inseto vetor é susceptivel ao Trypanosoma cruzi, o qual se desenvolve
com sucesso no tubo digestivo; neste caso, a ativacdo do sistema de proPO e a producdo de
NO estao inibidas.

GREGORIO & RATCLIFFE (1991b) demonstraram que o Trypanosoma rangeli, na
forma de epimastigota obtida através de cultura, ndo foi capaz de ativar in vitro o sistema de
proPO em Triatoma infestans e Rhodnius prolixus, embora este protozoario desapareca
rapidamente da hemolinfa em infeccdo natural ou experimental em Triatoma infestans,
porém ndo em Rhodnius prolixus (ZELEDON & DEMONGE, 1966). Uma vez que o
Triatoma infestans ¢ refratario a infeccdo por Trypanosoma rangeli, era de se esperar que
este protozoario fosse reconhecido como “ndo proprio” e ativasse a cascata de proPO na
hemolinfa deste inseto. A justificativa dos autores refere-se a caracteristica da superficie do
Trypanosoma em cultura, que poderia ser bastante diferente daquela encontrada em
condigdes naturais. Os mesmos autores, adicionando o Trypanosoma rangeli em preparagdes
de hemolinfa de Triatoma infestans ativada pela tripsina ou laminarina, observaram que nao
ocorreu ativacdo da proPO deste inseto na presenca destes ativadores. Entretanto, quando o
protozoario foi adicionado em preparacdes de hemolinfa de Rhodnius prolixus + laminarina,
o parasito inibiu a acdo deste ativador sobre a cascata enzimatica. Assim, a susceptibilidade
que o Rhodnius prolixus possui a infeccdo por Trypanosoma rangeli pdde ser explicada pelo
menos em parte, por uma supressdo na resposta imune deste inseto na presenca do
protozoario, semelhantemente ao que ocorre com a Diatraea saccharalis parasitada pela
Cotesia flavipes em que ha também uma diminui¢do da ativacdo do sistema de proPO.

A imunossupressio de insetos por parasitas ja foi descrita em varios trabalhos
(STOLTZ & COOK, 1983; DAVIES & VINSON, 1986; GOTZ, 1986a, 1986b; DAVIES et
al., 1987, RICHARDS & EDWARDS 1999; SILVA et al. 2000b; BRIVIO et al., 2002).
STOLTZ & COOK (1983) mostraram que o parasitismo de Heliothis virescens por



Discussdo 97

Hymenoptera deprimiu a ativagdo da proPO na hemolinfa do hospedeiro, embora a pro-
enzima continuasse presente e passivel de ser ativada. Em triatomineos, BITKOWSKA et al.
(1982) mostraram através de experimentos in vivo que a infecgdo intestinal por Tripanosoma
cruzi deprimiu a reagdo do Triatoma infestans, uma vez que insetos infectados ndo
encapsularam implantes, o que ocorreu nos insetos livres de infec¢do. A inibi¢cdo da atividade
de PO reduziu a capacidade de encapsulagao de hemocitos de Heliothis virescens (BREWER
& VINSON, 1971). Essa redu¢do mostrou-se variavel, dependendo do inseto e do parasito,
sendo provavelmente causada pela inibigdo de um dos componentes da cascata de ativagio
da proPO e ndo por supressdo da atividade da PO ou inativacdo da proPO (STOLTZ &
COOK, 1983).

Larvas do lepidoptero Heliothis virescens, quando parasitadas por uma vespa
Ichneumoide, a Campoletis sonorensis, foram incapazes de realizar resposta imune contra os
ovos do parasitdide. O estudo demonstrou que em larvas parasitadas, a inibi¢do da
melanizagdo estd associada a reducdo da atividade de proPO (SHELBY et al., 2000). Do
mesmo modo, o parasitismo de Lacanobia oleracea (Lepidoptera) pela vespa parasitoide
Eulophus pennicornis (Hymenoptera) suprimiu a atividade de PO na hemolinfa do
hospedeiro (RICHARDS & EDWARDS, 2000).

BRIVIO et al. (2002), trabalhando com Galleria mellonella recém-infectada com
Steinernema feltiae (Nematoda: Rhabditida), observaram que a ativagdo do sistema de proPO
foi inibida na presenc¢a de parasitos vivos e mortos (injecdo de fragmentos isolados de
cuticula). Os autores sugeriram que a superficie do corpo do parasito desempenhou um papel
importante na fase de parasitismo inicial, diminuindo drasticamente a ativacdo do sistema de
proPO. Esta diminui¢do da ativagdo do sistema de proPO foi semelhante ao ocorrido em
Diatraea saccharalis parasitada pela Cotesia flavipes, embora os referidos autores tenham
feito a medicdo somente no periodo inicial de parasitismo (2 h).

Frente a inoculagdo de bactérias na hemocele de insetos, o sistema de proPO pode ter
outro comportamento. SILVA (2002) trabalhando com ninfas de Acheta domesticus
(Orthoptera: Gryllidae), injetou Bacillus subtilis em sua hemocele o que causou aumento dos
niveis de proPO. O aumento foi semelhante ao observado nos insetos injetados com
laminarina. A incubacdo de células de Bacillus subtilis em soro com PO ativada in vitro, ¢
posterior injecdo nos insetos, aceleraram a remog¢do das bactérias da hemolinfa. A
concentragdo das bactérias foi menor que a observada nas ninfas injetadas apenas com
bactérias em solugdo tampdo. Por outro lado, ninfas injetadas com suspensdo de bactéria
incubada em soro com PO inativada in vitro apresentaram alta concentra¢do de bactéria na

hemolinfa. Portanto, a inoculag@o de bactérias em soro com PO ativada in vitro fez aumentar
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a ativagcdo de proPO, consequentemente levando a fagocitose das bactérias. Esses dados
sugerem que Bacillus subtilis ¢ sensivel a cascata de proPO de Acheta domesticus. A autora
ainda sugeriu que a PO ativada adere a superficie das bactérias e aumenta a fixacdo dos
hemdcitos em torno das bactérias. Isso contribui para acelerar sua remog¢do da hemolinfa

através da formacdo de nédulos.

Com a finalidade de melhor analisarmos os efeitos da inoculagdo de Sephadex (Grupo
Se) na ativagdo do sistema de proPO, analisamos inicialmente o efeito da inoculagdo do
veiculo SSI (Grupo S), comparados com o grupo controle (Grupo C). Isto porque a inoculagdo
de Sephadex utilizou a SSI como veiculo.

A inoculagdo de SSI produziu uma diminuigdo significativa da ativacdo espontanea do
sistema de proPO na hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis, nos tempos inicial (2 h) e
recente (6 h), em relagdo ao seu respectivo controle. J4 na presenca de ativador, ndo houve
diferenca significativa na ativacdo apds 2 h de inoculagdo; porém, houve uma diminuigéo
significativa em tempo recente (6 h). No tempo intermediario (3 dias) houve diminuigdo
significativa da ativa¢do da proPO somente na presenga do ativador (tripsina), € em tempo
tardio (6 dias) esta diminui¢do foi significativa tanto na ativagdo espontanea quanto na
induzida. Interessante, ¢ que a produgdo de NO também diminuiu na hemolinfa de larvas
inoculadas com SSI.

A possivel explicacdo, tanto para a ativagdo do sistema de proPO quanto para a
producdo de NO, estaria na perda de hemolinfa sofrida pelas larvas inoculadas com SSI
(Grupo S) no processo de inoculacdo (pelo uso da agulha); também concorre o fato de que a
hemolinfa de larvas inoculadas com SSI estaria diluida. Assim, os niveis de ativa¢do do
sistema de proPO estariam reduzidos. Esta explicacdo pode ser inferida para os insetos com
inoculacdo inicial, recente, intermediaria e tardia, periodos em que ndo teria ocorrido a
reposi¢do da hemolinfa.

Ha variabilidade na ativagdo do sistema de proPO em presenca de SSI. GUPTA et al.
(2004), trabalhando com hemolinfa de Manduca sexta, também observaram que em presenca
de tampd@o houve uma diminui¢do da ativagdo do sistema de proPO. J4& WHITTEN et al.
(2001), trabalhando com Rhodnius prolixus, observaram em diferentes tempos pds inoculagao
com SSI (6 h, 12 h, 1, 2 e 3 dias) que ndo houve diferenga significativa da ativacdo do sistema
de proPO, quando comparados com os insetos ndo injetados do grupo controle. Este resultado
ndo foi discutido pelos autores, uma vez que o grupo de insetos inoculados com SSI serviu tdo

somente como controle no estudo do parasitismo por Trypanosoma rangeli.
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Nosso objetivo seguinte foi observar a ativagdo do sistema de proPO em hemolinfa de
larvas inoculadas com Sephadex. Ao analisarmos os resultados obtidos a partir da comparacao
entre a hemolinfa de larvas inoculadas com SSI (Grupo S) e a hemolinfa de larvas inoculadas
com Sephadex (Grupo Se), observamos que a presenga do agente abidtico inibiu
significativamente a ativacdo do sistema de proPO em hemolinfa de insetos com inoculagdo
recente (2 h), seja em ativagdo espontanea (tampao) ou na presenga de ativador (tripsina).
Quando inoculamos esferas de Sephadex para observar a formacdo de capsula em MET, nao
conseguimos recuperar o material apds 2 h, pois este ainda ndo estava melanizado. A possivel
explicacdo pode estar na diminui¢do da ativagdo do sistema de proPO ora mencionada.

J& nos insetos do grupo com inoculagdo recente (6 h), houve um aumento significativo
na ativagdo do sistema de proPO, espontaneamente ou induzido pela tripsina. Em inoculagao
recente (3 dias) apenas a ativagdo espontanea esteve significativamente inibida nos insetos
inoculados com Sephadex. Por fim, em inoculag¢éo tardia (6 dias) ocorreu uma ativagdo muito
significativa do sistema de proPO, espontdnea e na presenca de ativador.

De uma maneira geral, o que ocorreu foi um aumento da ativa¢do do sistema de
proPO, espontanea ou induzida, quando da inoculagdo do agente abidtico (Sephadex). O
agente abidtico foi reconhecido como “ndo préprio” e houve formagdo de capsula celular
melanizada em torno do material estranho, como se pode verificar nas imagens a MET do
presente trabalho. Portanto, era esperado que o Sephadex causasse um aumento do nivel de
ativacdo do sistema de proPO na hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis; ao contrario
do que ocorreu na presenga do parasitdide, quando ndo houve encapsulagao.

LING & YU (2005), trabalhando com inoculacdo de Sephadex em Manduca sexta,
observaram que o sistema de proPO também era ativado e que o nimero de hemocitos
positivos para PO, no caso especifico GR e ES, aumentava significativamente 12 h apos a
injecdo da particula estranha, comparados com o grupo controle (SSI). Os autores sugeriram
que a ativacdo de proPO da inicio a melanizagdo e a posterior formagdo de cépsula em torno
das esferas de Sephadex em Manduca sexta.

Tivemos dificuldade de encontrar na literatura trabalhos com outros insetos, que
pudessem favorecer comparagdes com nosso estudo sobre o sistema de proPO. Encontramos
trabalhos que relatam a melanizagdo, mas que ndo mencionam a ativagdo do sistema de
proPO. E consenso entre os pesquisadores que havendo melaniza¢do, houve também a
ativacdo do sistema de proPO (SODERHALL, 1982; ASHIDA et al., 1990; ASHIDA &
BREY, 1997, SHELBY et al., 2000). PASKEWITZ & RIEHLE (1998), trabalhando com
duas linhagens do Anopheles gambiae, uma refrataria e outra susceptivel, retiraram hemolinfa

ndo melanizada da linhagem de Anopheles susceptivel, e inocularam juntamente com esferas
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de Sephadex na linhagem de Anopheles refratario. Observaram entdo que houve uma
diminuicdo na melanizacdo das esferas de Sephadex. Vale ressaltar que na linhagem refrataria
de Anopheles, normalmente ocorre um aumento da melanizagao tanto das esferas de Sephadex
quanto dos parasitos, se comparada com a linhagem susceptivel. Além disso, quando esferas
de Sephadex foram primeiramente inoculadas in vivo em mosquitos susceptiveis e essas
esferas foram entdo retiradas, lavadas e inoculadas em mosquitos refratarios, também foi
observada uma forte redu¢do na melanizagdo. A incubacdo de esferas in vitro em hemolinfa
de insetos refratarios e susceptiveis, resultou na redugdo da melanizagdo quando
posteriormente essas esferas foram inoculadas em mosquitos refratarios. Os autores sugeriram
a existéncia de fatores que previnem a melanizag¢do das esferas de Sephadex em mosquitos da
linhagem susceptivel. Estes mesmos fatores presentes na hemolinfa, poderiam posteriormente
prevenir a melanizagdo em mosquitos refratarios.

Em trabalho anterior, (PASKEWITZ & RIEHLE, 1994), utilizando ainda duas
linhagens do mosquito Anopheles gambiae, observaram que a linhagem refrataria forma uma
capsula melanotica em torno do parasito Plasmodium sp, no intestino médio, destruindo-o. Ja
na linhagem susceptivel o parasito desenvolveu-se normalmente. Para examinar a base da
diferenca entre a resposta imune destas duas linhagens, utilizaram a comparacdo com a
resposta a inoculacdo de Sephadex sem a ocorréncia de parasitismo. Houve uma rea¢do muito
forte contra o Sephadex na linhagem refratria, na qual 49% das esferas de Sephadex ficaram
totalmente melanizadas apds 1 dia de inoculagdo, contra 5% na linhagem susceptivel. Apods 3
dias houve aumento da melanizacdo em 91% das cépsulas em torno do Sephadex na linhagem
refratdria, contra 9% na linhagem susceptivel. Os autores concluiram que a linhagem
refratdria de Anopheles gambiae possui maior aptiddo que a linhagem susceptivel, para
reconhecer e encapsular tanto o agente abidtico, no caso o Sephadex, quanto os parasitos
causadores da maldria.

Também CHUN et al. (1995), trabalhando com as mesmas linhagens de Anopheles
gambiae, refratéria e susceptivel, observaram em microscopia de luz e em eletronica de
varredura os estagios inicial e tardio da melanizacdo de esferas de Sephadex. Foram
observadas, em insetos refratarios, grandes capsulas enegrecidas e coalescentes; portanto, uma
ativacdo do sistema de proPO com conseqliente aumento da melanizagdo/encapsulagdo das
esferas de Sephadex em mosquitos refratdrios. A ativagdo do sistema de proPO também
ocorreu em hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis inoculadas com esferas de Sephadex.
Além disso, no presente trabalho, observamos em MET que as esferas de Sephadex foram
reconhecidas como elemento “ndo proprio” e provocaram a reagcdo de encapsulagdo celular

nos insetos inoculados, a semelhanca do trabalho citado acima.
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Por fim, realizamos uma analise do efeito da inoculagdo de material abidtico em
insetos parasitados, Grupos P, P+S e P+Se, comparados aos controles, Grupos C, S e Se,
respectivamente. Salientamos que ndo ha na literatura grupos experimentais semelhantes, para
a confrontagdo dos nossos resultados. De um modo geral, houve uma inibi¢ao significativa do
sistema de proPO, nos periodos de inoculacdo inicial (2 h), intermediaria (3 dias) e tardia (6
dias) na hemolinfa de insetos parasitados pela Cotesia flavipes, ou seja, em todos os periodos,
nos grupos de insetos com parasitismo ou com parasitismo concomitante a inoculacdo de SSI
ou Sephadex, ocorreu a inibi¢ao do sistema de proPO.

Em nosso trabalho, observamos em MET a formag¢ao da capsula melandtica em torno
de esferas de Sephadex na hemocele de insetos inoculados com esferas de Sephadex
concomitante ao parasitismo pela Cotesia flavipes (Grupo P+Se). Apesar de ter ocorrido
diminuicdo na ativag¢do do sistema de proPO, o Sephadex foi reconhecido com elemento nao-
proprio e encapsulado; ja o parasitdide ndo foi reconhecido e se desenvolveu com sucesso,
nos insetos inoculados com Sephadex. Fica claro, mais uma vez, que ¢ importante que o

sistema de proPO esteja inibido para o estabelecimento do parasitismo.

Compararmos entre si os grupos de insetos parasitados, P, P+S e P+Se. Em
parasitismo inicial (2 h), observamos que a ativa¢do espontdnea do sistema de proPO na
hemolinfa de larvas somente parasitadas (Grupo P) ndo diferiu com a de larvas parasitadas e
inoculadas com veiculo (Grupo P+S) ou com agente abiotico (Grupo P+Se). J& na presenca do
ativador tripsina, somente no grupo em que havia inoculagdo de agente abidtico (Grupo P+Se)
houve um aumento significativo dos niveis de ativacdo do sistema de proPO, indicando que o
agente abiotico propiciou, ja no periodo inicial, um aumento na ativagdo do sistema de proPO
em presenca de tripsina.

Apo6s 6 h de parasitismo e/ou inoculagdo houve um aumento significativo nos niveis
de ativagdo do sistema de proPO em todos os grupos experimentais, tanto espontanea como
na presenga de ativador — sendo que no Grupo P+Se a ativacdo foi maior que no Grupo P+S,
que por sua vez foi maior que no Grupo P. Fica evidente que a presenga do agente abiotico faz
com que haja aumento na ativagdo do sistema de proPO; assim também o veiculo (Grupo
P+S), porém de forma menos acentuada. Assim a inoculagdo de agente abidtico em insetos
parasitados (controle = Grupo P+S) ativa o sistema de proPO nas primeiras horas (ainda que

em niveis reduzidos pela a¢do do parasitdide), acarretando a encapsulacdo deste agente.
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2. DETECCAO in vitro DE HEMOCITOS COM REACAO POSITIVA PARA PO

Inicialmente, vamos discutir as dificuldades técnicas enfrentadas nesta etapa do
trabalho, que frustraram a obtengdo de dados mais claros sobre a localizacdo celular da PO em

insetos controle (Grupo C) e na vigéncia do parasitismo (Grupo P).

No experimento de deteccdo de hemdcitos com reagdo positiva para PO, houve
dificuldade de reproducdo da técnica, embora tenhamos obtido, numa primeira tentativa,
excelentes resultados. A hemolinfa de Diatraea saccharalis possui osmolaridade de
360mOsng’1, utilizada nas solug¢des, mas com resultados frustrantes nos testes posteriores,
embora FALLEIROS (1995) tenha conseguido bons resultados. Trocamos o tampdo CacS-
380, com osmolaridade ligeiramente acima da hemolinfa do nosso inseto, para o tampao TCS
com osmolaridade de 342mOsmKg™', muito parecida com a osmolaridade do inseto.
Experimentamos também colocar na lamina a hemolinfa pura ou diluida em tamp3o; testamos
diversos tempos de adesdo dos hemdcitos nas 1dminas; testamos diversos tempos de fixagéo
com diferentes concentracdes do fixador; quando a tripsina era adicionada variamos o tempo
de incubagdo e sua concentragdo; por vezes colocamos tripsina junto com o L-Dopa e ainda
usamos alternativamente tripsina de suino ao invés de bovino; variamos o tempo de incubagdo
com o L-Dopa e o tempo de refixacdo. Todas estas alteragdes foram realizadas em varias
combinagdes como demonstrado nas figuras dos resultados; porém todas as tentativas foram
vas, ndo sendo possivel detectar onde estava o erro experimental, o que impossibilitou repetir
a técnica com sucesso. O material ficava enegrecido devido a melanizacdo, ndo permitindo a
visualizagdo perfeita para a contagem do tipo de hemécito marcado para PO, ja que as vezes,
outros tipos de hemdcitos ficavam escuros e davam uma falsa impressdo de estarem

marcados.

Na maioria dos insetos a PO ¢é encontrada em sua forma inativa, a proPO (ASHIDA,
1981; LEONARD et al., 1985a; SODERHALL et al., 1996), e a presenca de qualquer
elemento “ndo proprio” ou injuria € capaz de desencadear sua conversio na forma ativa, a PO,
iniciando uma sériec de reacdes de defesa, relacionadas com esta cascata enzimatica
(RATCLIFFE et al., 1985; RATCLIFFE & ROWLEY, 1987).

Os OE foram os tunicos hemocitos de Diatraea saccharalis a reagirem positivamente a
técnica de detec¢do da PO, em nivel de MO, concordando com FALLEIROS (1995). A reagédo
foi visualizada de maneira difusa por todo o citoplasma, ndo estando aparentemente confinada

a compartimentos citoplasmaticos.

Os tipos celulares que contém a PO variam, em funcdo da espécie de inseto estudada.

Em Galleria mellonella (DECLEIR et al., 1960), em Antheraea pernyi (MONPEYSSIN &
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BEAULATON, 1977), em Bombyx mori (KAWASE, 1960; IWAMA & ASHIDA, 1986), em
Spodoptera litura (KURIHARA et al., 1992), em Manduca sexta (JIANG et al., 1997) e em
Chrysomya megacephala (FARALDO, 2004), os OE sdo as células descritas como portadoras
de PO. Outros trabalhos demonstraram a presenca desta enzima em GR de Galleria
mellonella (SCHMIT et al., 1977), em PL de Leucophaea maderae (PRESTON & TAYLOR,
1970) e em coagulécito (CO) de Locusta migratoria (HOFFMANN et al., 1970).

Segundo MONPEYSSIN & BEAULATON (1977), a atividade enzimdtica no OE
estaria localizada em dois sitios distintos: em inclusdes citoplasmaticas globulares e no
citosol. De acordo com estes autores, a ndo reatividade em compartimentos como o complexo
de Golgi e o RER, bem como a auséncia de gradiente de precipitado, permitiram excluir a
hipdtese de uma migragdo da enzima ou do produto da reacdo dos granulos para o citosol.

IWAMA & ASHIDA (1986), utilizando anticorpo monoclonal contra proPO em
Bombyx mori, observaram que somente o OE incorporava o anticorpo, indicando que este tipo
celular seria o responsavel pela sintese da proPO. KURIHARA et al. (1992) também
concluiram que o OE possui proPO, e que a fixagdo seria suficiente para ativar a enzima, ja
que o indice de melanizag¢do desta célula aumentou com longos tempos de fixagao, cerca de
3 h em glutaraldeido.

Entretanto, a localizagdo dessa enzima, se celular ou humoral, tem sido causa de
discordancia entre os autores. ASHIDA et al. (1990) acreditam que o sistema de proPO esta
presente apenas no plasma e na cuticula de insetos. LEONARD et al. (1985b) detectaram a
atividade de PO em lisados de hemocitos e na hemolinfa de Blaberus craniifer, apos a
ativacdo da proPO com [-1,3-glucan, e acreditam que o sistema de proPO esta presente tanto
nos hemdcitos como no plasma. De acordo com ASHIDA & BREY (1997), a ativagdo da
proPO para localiza¢do do sistema de proPO pode ndo ser adequada, pois a PO produzida no
plasma apods a liberacdo da pré-enzima pelos hemdcitos, desde o momento da coleta da
hemolinfa, pode formar agregados ao redor dos mesmos, resultando numa localizagdo
artificial do sistema de proPO.

Em nosso trabalho anterior (NUNES, 2001) ndo conseguimos, ultra - estruturalmente,
deteccdo citoquimica de PO no OE, fato também referido por FALLEIROS (1995) para o
mesmo inseto; a explicagdo que a autora encontrou para a diferenga dos resultados
encontrados em microscopia de luz (quando observou rea¢do positiva para a enzima) e
microscopia eletronica (reagdo negativa), foi a dificuldade de se visualizar uma enzima
soluvel em citosol, normalmente eletréon-denso por conter abundantes ribossomos livres.

MENEZES (1984), trabalhando com hemdcitos de Bombyx mori, detectou ultra -

estruturalmente a presenca da PO em vesiculas de GR, enquanto que os OE apresentaram
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reacdo negativa a esta enzima. Entretanto, em preparagdes para microscopia de luz a PO foi
detectada em vesiculas de alguns GR e no citoplasma de OE. O autor justificou seus
resultados alegando que a fixacdo do material em metanol, para microscopia de luz, ativaria a
enzima que se encontra na forma de proPO; para a microscopia eletronica, em que a reacdo
foi processada apos a fixacdo em glutaraldeido, apenas a PO na forma ativa dos GR pdde ser
revelada. Sugeriu também que com o rompimento do OE, a proPO seria liberada para a
hemolinfa e ativada. J& nos GR, a forma ativa (PO) empacotada em vesiculas seria
descarregada em regides determinadas, devido a capacidade de mobilizacdo desta célula.

Em grande nimero de insetos, o citoplasma de OE possui atividade de PO, que pode ser
detectada apds incubagdo com tirosina ou L-DOPA (CROSSLEY, 1975; DRIF &
BREHELIN, 1983; FALLEIROS, 1995). Como a enzima PO deve estar presente sob a forma
de proPO, utilizamos alternativamente a tripsina que aumenta a quantidade de PO produzida,
quando comparada & ativag¢io espontdnea que ocorre com a coleta da hemolinfa (GREGORIO
& RATCLIFFE, 1999b).

A fungao de OE ainda € pouco conhecida, mas a presenca da atividade de PO indica que
esta célula pode desempenhar papel no metabolismo de melaninas, na vigéncia da formagéo
de capsulas ao redor de material estranho. Os OE sdo células geralmente instaveis in vitro; em
Drosophila ocorre ruptura de OE nestas condi¢des. Este fato, somado a atividade de PO, pode
indicar um papel para estas células no reconhecimento do ndo-proprio (GOTZ, 1986a;
SODERHALL & SMITH, 1986).

Observamos em nosso trabalho anterior (NUNES, 2001), que este tipo celular apresenta
vacuolos positivos para fosfatase acida e trimetafosfatase, como observado por FALLEIROS
(1995), corroborando com as evidéncias de que OE apresentam compartimentos lisossomais.

Em outros trabalhos (FALLEIROS, 1995; NUNES, 2001), observou-se em Diatraea
saccharalis que alguns dos OE apresentavam citoplasma desprovido de organelas, com
escassas mitocondrias e raros vacuolos, e que outros OE da mesma preparacdo apresentavam
Golgi e alguns compartimentos membranosos. Tais achados, ao lado da variabilidade de
tamanho dos OE principalmente em preparacdes de MO, sugerem a presenga de diferentes
estdgios de maturidade celular na circulacdo. Vimos ainda que o parasitismo de Diatraea
saccharalis pela Cotesia flavipes provoca alteracdes morfologicas ultra-estruturais
importantes nos OE, proporcionais ao tempo de parasitismo, culminando com o rompimento
da membrana plasmatica com liberacdo de conteudo citoplasmatico e do nucleo da célula
(NUNES, 2001). Isto provavelmente ocorreu em pelo menos alguns OE, em nosso
experimento de deteccdo de hemdcito positivo para PO, ja que a gota de material coletado

ficava muito melanizada. A ruptura ou lise de OE ¢ freqiiente em insetos, na vigéncia de
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diferentes agressdoes. KURIHARA et al. (1992) observaram o mesmo fendomeno em
Spodoptera litura, em nivel de microscopia de luz, em experimentos in vivo de fagocitose de
tinta da India e de encapsulacdo de latex. DAVIES et al. (1987) mostraram lise de OE em
larvas de Heliothis virescens parasitadas por Campoletis sonorensis. RIBEIRO et al. (1996)
observaram ultra - estruturalmente, OE rarefeitos em Mythimna unipuncta depois da
inoculacdo de sacarato de ferro ou Epon.

Nossos resultados demonstraram, em tempos tardios de parasitismo, a lise dos OE. Nao
sabemos se esta lise ocorre para que haja extravasamento do conteido citoplasmatico e
liberagdo da PO, ou, sob a ag¢@o do parasitismo, para impedir a liberagdo de enzima factivel de

ser ativada.
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3. EFEITO DO PARASITISMO E/OU DA INOCULACAO DE AGENTE
ABIOTICO NA PRODUCAO DE NO

Em invertebrados, muitos estudos tém sido feitos relacionando a producdo de NO ao
efeito citotéxico contra patdgenos e também aos mecanismos de sinalizagdo em varios
processos fisiologicos (COLASANTI & VENTURINI, 1998). Entretanto, pouco existe na
literatura sobre a producdo dessa molécula em insetos, e raras sdo as citagdes da producgdo de
NO na vigéncia de parasitismo (NAPPI ez al. 2000; WHITTEN et al., 2001); alguns
trabalhos descrevem sua produg¢do em tecidos (ELPHICK et al. 1993; RIBEIRO&
NUSSENZVEIG, 1993; LUCKHART ef al., 1998) e outros evidenciam a geragdo de NO na
hemolinfa (WEISKE & WIESNER, 1999; NAPPI et al. 2000; WHITTEN et al, 2001;
FOLEY & O’FARREL, 2003; FARALDO, 2005).

Em nosso trabalho constatamos a existéncia de uma produgdo basal de NO na
hemolinfa dos insetos controle (Grupo C) que variou ao longo do desenvolvimento larval. A
idade, por si s0, revelou-se um fator importante na producdo de NO na hemolinfa de larvas
de Diatraea saccharalis. Houve uma diminui¢cdo dos niveis de produ¢do de NO a medida que
as larvas se desenvolviam. Este fato poderia ser explicado pela proximidade da pupagdo da
larva, que ocorre em torno dos 35 dias. A pupagdo acarreta grandes transformagdes nos
insetos, incluindo talvez a diminui¢do, na hemolinfa, de substancias importantes na reagdo de
defesa, como o NO. Vale ressaltar que a mesma diminui¢gdo ocorreu com os niveis de

ativacdo de proPO, com o avango do desenvolvimento larval.

FARALDO (2005) também observou em hemolinfa de Chrysomya megacephala que
existiu uma produgdo basal de NO em larvas controle (larvas ndo injetadas) que foi
semelhante a de larvas injetadas com SSI, até 12 h pds-inoculacdo. WHITTEN et al. (2001),
trabalhando com Rhodnius prolixus também observaram a producdo basal de NO para este
inseto, no intervalo de 3 dias, a qual ndo apresentou variacdo significativa neste curto
periodo, pois o inseto em questdo pode viver cerca de um ano e meio. NAPPI et al. (2000),
trabalhando com Drosophila melanogaster e Drosophila teissieri também observaram uma
producdo basal de NO em larvas controle, embora ndo tenham feito a medi¢do ao longo do
desenvolvimento do inseto. Assim, em nenhum destes trabalhos foi realizada a medig¢ao dos
niveis basais de produgdo de NO ao longo do desenvolvimento do inseto, como por nds

apresentado.
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Observamos em nossos resultados que os niveis de produg¢dao de NO da hemolinfa de
larvas de Diatraea saccharalis parasitadas pela Cotesia flavipes (Grupo P) diminuiram nas
primeiras horas de parasitismo, considerado parasitismo inicial e recente (2 h e 6 h). Ja no
parasitismo intermedidario e tardio (3 e 6 dias), as diferencas nio foram significativas quando
comparadas com seus respectivos grupos controle (Grupo C). O fato de as larvas de Diatraea
saccharalis apresentarem, logo nas primeiras horas de parasitismo, uma reduc¢do nos niveis
de producdo de NO na hemolinfa, sugere que o parasito, que se desenvolve com sucesso na
hemocele do hospedeiro, deve ter iniciado mecanismos para evitar o sistema de defesa da
larva hospedeiro, incluindo uma diminui¢do da quantidade de NO. Esta hipotese de bloqueio
inicial dos mecanismos de defesa do inseto hospedeiro, é corroborada com os dados da
ativacdo do sistema de proPO, onde vimos que o parasitismo também provoca uma
diminuicdo na ativag@o espontanea (tampao) e induzida (tripsina) nos periodos experimentais
analisados. Apos 3 e 6 dias, quando o parasitismo ja se estabeleceu, ¢ provavel que o NO
deixe de ser determinante na eliminacdo do parasitdide, pois os niveis desta molécula se

restabelecem na hemolinfa.

Existe variabilidade na produc¢do de NO em insetos infectados, dependendo da espécie
de inseto e do agente patdgeno. A producdo de NO nas amostras de hemolinfa de duas
espécies de Drosophila infectadas com ovos de Leptopilina boulardi (Hymenoptera:
Figitidae) apresentaram-se significativamente maiores que nos controles, embora tenham
sido medidas apenas entre 24 h e 26 h apos a inoculacdo (NAPPI et al., 2000); entretanto,
nestes insetos os ovos do parasitoide sdo encapsulados pelo hospedeiro, o que ndo acontece
com a Diatraea saccharalis. Em Rhodnius prolixus os niveis de NO produzidos pela
hemolinfa também tiveram um aumento significativo apos 1 e 2 dias de inoculagdo de

Trypanosoma rangeli (WHITTEN et al., 2001).

Em algumas situa¢des, a semelhanca do ocorrido em nosso experimento, a reacao inicial
dos insetos frente a inoculagdo de agente estranho ¢ a diminui¢cdo dos niveis de producgdo de
NO. FOLEY & O’FARREL (2003), observaram inicialmente uma diminui¢do da producio de
NO em larvas de Drosophila apos as primeiras horas de infeccdo com bactérias gram-
negativas. No segundo dia, porém, houve um aumento da produgdo de NO quando comparado
com larvas controle. Esses resultados mostraram que o aumento na producdo de NO tornou-se
necessario para uma resposta imune efetiva contra as bactérias gram-negativas, que foram
eliminadas. Os autores concluiram que a infec¢do induziu, ainda que tardiamente, um
aumento na produgdo de NO e este intermediou os passos iniciais da resposta imune inata em

infeccdo contra bactérias gram-negativas.



Discussdo 108

A fim de estudar a reacdo dos insetos parasitados pela Cotesia flavipes frente a um
agente abidtico (esferas de Sephadex) e sua relagdo com o experimento que utilizou apenas
insetos ndo parasitados, foi necessario primeiramente verificar se a presenga do veiculo
(SSI), por si sd, teria efeito na produgdo de NO. No experimento realizado, apdés 2 h e 6 h de
inoculagdo (inoculacdo inicial e recente), houve uma diminui¢do dos niveis de producdo de
NO, na hemolinfa das larvas inoculadas com SSI (Grupo S), quando comparadas com o
grupo controle (Grupo C). Apos 3 e 6 dias (inoculagdo intermediaria e tardia) ndo houve
diferenca entre os grupos C e S. A redugdo dos valores obtidos para os niveis de NO nas
primeiras horas (2 h e 6 h) pode ser explicada em func¢do da consideravel perda no volume de
hemolinfa que ocorre durante a inoculagdo, e ainda porque a hemolinfa encontra-se diluida
logo apds este procedimento. Apds 3 e 6 dias estes niveis se normalizaram, provavelmente
devido a recuperacdo do volume de hemolinfa. Salientamos que no Grupo S houve também
uma diminuic¢do da ativagdo do sistema de proPO, espontanea (tampao) e induzida (tripsina),

em todos os periodos experimentais (2 h e 6 h, 3 e 6 dias) quando comparados ao Grupo C.

A literatura mostra diferencas na produg¢do de NO em insetos inoculados com SSI.
FARALDO (2005), por exemplo, observou que a produ¢do de NO em larvas controle e larvas
inoculadas com SSI até 12 h foram semelhantes. A autora creditou tal semelhanca ao nivel
basal produzido pelas células em resposta a simples manipulagdo das larvas para a obtengdo
de hemolinfa. Segundo o mesmo trabalho, ocorreu um aumento da produgdo de NO apos 1 e
2 dias de inoculag@o de SSI nas larvas, quando comparadas ao controle. JA4 WHITTEN et a/
(2001) observaram que nao houve diferengas significativas nos niveis de producdo de NO de
hemolinfa de Rhodnius prolixus controle e de insetos inoculados com solugdo tampio ao
longo de 3 dias; porém, os autores ndo discutiram estes dados, ja que a pesquisa destinava-se
a analise dos niveis de produ¢do de NO em insetos parasitados com diferentes cepas de

Trypanosoma rangeli.

Quando comparamos o grupo de larvas parasitadas e inoculadas com SSI (Grupo P+S)
com seu respectivo controle (Grupo S) observamos para o Grupo P+S uma diminui¢do da
produ¢do de NO nos tempos intermedidrio e tardio (3 e 6 dias). Assim, ocorreu o inverso do
constatado entre larvas parasitadas (Grupo P) e controle (Grupo C), onde a diminui¢do dos
niveis de produ¢do de NO, como dito anteriormente, ocorreu nas primeiras horas. Nao temos
explicacdo para este fato, j4 que no Grupo P+S também ocorreu perda e diluigdo de
hemolinfa (pela inoculacdo do veiculo SSI) nas primeiras horas de parasitismo/inoculagdo.

Na ativacdo do sistema de proPO observamos que houve diminui¢do em todos os tempos
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experimentais do Grupo P+S, quando comparados com o Grupo S. Devemos salientar que

ndo ha na literatura dados para a comparacdo dos nossos resultados.

Ao compararmos os grupos de larvas onde inoculamos SSI (Grupo S), Sephadex
(Grupo Se), Sephadex concomitante ao parasitismo pela Cofesia flavipes (Grupo P+Se), ou
ainda larvas inoculadas com SSI concomitante ao parasitismo pela Cotesia flavipes (Grupo
P+S), observamos que apds 2 h ndo houve diferenca significativa dos niveis de producdo de

NO, entre os grupos experimentais.

Confrontando nossos dados com a literatura observamos que ha diferengas nos niveis
de producdo de NO frente a inoculacdo de agente estranho. WEISKE & WIESNER (1999),
descreveram no lepidoptero Estigmene acraea que a produg¢do de NO pelos hemocitos,
ativados por 2 h com lipopolissacarideos (LPS) ou esferas de silicone, j4 se apresentou
significativamente maior que nos controles. Também FARALDO (2005), observou em
Chrysomya megacephala que em 0,5 h, 2 h, 4 h, 12 h, 1 e 2 dias apods a inoculagdo com
leveduras, os niveis de produ¢do de NO apresentaram-se significativamente maiores que nos
controles (larvas injetadas com SSI) em quase todos os tempos de inoculagdo, e atingiram um
pico de producdo 1 dia apds a inoculagdo e um subseqiiente decréscimo a niveis basais apds

2 dias.

Ao compararmos os grupos S, Se, P+Se e Grupo P+S, apos 6 h, observamos que houve
um aumento significativo dos niveis de producdo de NO na hemolinfa de larvas parasitadas e
inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se), quando comparadas com larvas parasitadas e
inoculadas com SSI (Grupo P+S). A presenca do elemento que difere os grupos, o Sephadex,
provoca, quando inoculado sozinho ou em associacdo com a Cotesia flavipes, aumento dos
niveis de producdo de NO, acompanhado de aumento da ativagdo do sistema de proPO, visto
em nosso trabalho, com conseqiiente encapsulagdo neste periodo conforme descrito por

BOMBONATO (1999).

A agdo do NO estd presente nos mecanismos de auto-imunidade e na inflamagio
(FLORA& ZILBERSTEIN, 2000). Nestes casos, o NO atua em concentragdes maiores do
que as de mensageiro. No Grupo P+Se apds 6 h, sugerimos que o aumento dos niveis de NO

talvez esteja relacionado com uma inflamacgao causada pela inoculacdo do Sephadex.

Nossos resultados sugerem ainda que o NO e também a proPO tém um papel
importante e essencial do arsenal citotoxico da Diatraea saccharalis para reconhecer e

combater agentes estranhos, no caso o Sephadex.
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Apos 3 dias, os niveis de producdo de NO diminuiram na hemolinfa de larvas
parasitadas e inoculadas com Sephadex (Grupo P+Se) e em hemolinfa de larvas parasitadas e
inoculadas com SSI (Grupo P+S), em relagdo as ndo parasitadas inoculadas com SSI (Grupo
S). Nao temos uma explicagdo para esta redugc@o dos niveis de producdo de NO para o Grupo
P+Se, ja que pela presenga do agente abidtico a tendéncia seria de aumento, como visto 6 h
apds a inoculagdo. No caso do Grupo P+S, o parasitdide parece ser o responsavel pela
diminuicdo dos niveis de produgdo de NO, ja que ele € o elemento diferenciador. Entretanto,
para os grupos de insetos ndo inoculados com SSI, ou seja, para a comparacgio entre larvas
parasitadas pela Cotesia flavipes (Grupo P) e seu respectivo controle (Grupo C), ndo houve
diferenga significativa nos niveis de NO neste mesmo periodo. Tal divergéncia nos leva a
sugerir que além do parasitoide, também o préprio veiculo (SSI) injetado nas larvas faz com
que haja uma redugdo nos niveis de NO apds 3 dias de sua inoculagdo, como ja mencionado
pela perda e diluicdo da hemolinfa, que diante de agressdes sucessivas (parasitismo +

inoculag@o) ndo tem tempo de restabelecer os niveis normais.

Ja com 6 dias de inoculagdo, quando comparamos os grupos S, Se, P+Se ¢ P+S,
observamos que se manteve a reducdo dos niveis de producdo de NO nas larvas do Grupo
P+S quando comparadas com o grupo controle (Grupo S). Porém, neste periodo o grupo
injetado com Sephadex (Grupo Se) também apresentou niveis mais baixos de NO quando
comparados com o grupo controle (Grupo S). Uma explicacdo para esta redugdo na producio
de NO nas larvas injetadas somente com Sephadex ¢ dificil, visto que o elemento abidtico
causa reacdo de defesa celular (encapsulagdo) nas larvas de Diatraea saccharalis, o que
parece ndo acompanhar a reacdo de producdo de NO. O que podemos sugerir, neste caso, ¢
que a molécula de NO apds 6 dias de encapsulagdo do Sephadex nio é um fator decisivo para

o término do processo de formag¢do da capsula.

Pelo presente trabalho, observamos que de uma maneira geral, houve uma tendéncia
dos niveis de produ¢do de NO em acompanhar os niveis de ativagdo do sistema de proPO. O
parasitdide, que ndo foi reconhecido e se desenvolveu com sucesso na hemolinfa do inseto

hospedeiro, inibiu os niveis de produgdo de NO e a ativacdo do sistema de proPO.

A ativacdo da proPO ¢ fator decisivo na producdo de PO e na encapsulacio de
particulas estranhas (ASHIDA, 1981; SODERHALL, 1982; LEONARD et al. 1985a,b;
SAUL & SUGUMARAN, 1988). Ja o papel do NO em insetos ainda nio estd totalmente
esclarecido. Sabe-se que o NO ¢ um importante mediador citotoxico de células imunes

efetoras ativadas, capaz de destruir células tumorais e patdgenos, fazendo parte assim, do
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arsenal de primeira defesa do organismo com poder microbicida, de ag¢do antibactericida,
antiviral e antiparasitica (DRAPIER ef al., 1988, GAZZINELLI et al, 1992; FENG &
WALKER, 1993; LOWENSTEIN et al., 1993; OSWALD et al., 1994). Assim, no caso do
parasitoide, parece importante que a producdo de NO esteja inibida, pelo menos nas

primeiras horas, para que o parasito se desenvolva com sucesso.
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4. LOCALIZACAO CELULAR DE OXIDO NiTRICO (NO)

A localizagdo celular da producdo de NO foi realizada com reagente de Griess (GREEN
et al., 1981), em hemolinfa de larvas do grupo controle (Grupo C — Larvas com 20, 23 e 26
dias de desenvolvimento) e de larvas parasitadas (Grupo P — Larvas parasitadas pela Cotesia
flavipes apos 2 h, 6 h, 3 e 6 dias), sem resultados positivos. Nao foi possivel, portanto,
evidenciar marcacdo celular da produ¢do de NO em nenhum dos cinco tipos de hemdcitos
existentes, PL, GR, ES, OF ou VE. O teste foi repetido por diversas vezes, sem €xito.

Também pelo método de Griess, utilizando hemolinfa de larvas de Drosophila
parasitadas por Leptopilina boulardi, NAPPI et al. (2000) verificaram que os hemocitos
envolvidos na produgao de NO foram os lameldcitos, uma linhagem de PL, os quais estiveram
presentes apenas em hemolinfa de larvas parasitadas; em larvas controle foram identificados
somente precursores de PL e células “cristal”, as quais ndo foram coradas pelo reagente.

FARALDO (2005), trabalhando com hemolinfa de larvas de Chrysomya megacephala
injetadas com SSI, injetadas com leveduras e larvas controle, verificou 1 dia apos as injegdes
que os hemdcitos marcados com o reagente de Griess foram os GR, e somente na hemolinfa
de larvas injetadas com levedura; segundo a autora, por serem os GR os principais fagdcitos
dessa espécie. Neste tempo experimental o nivel de produgdo de NO, para a hemolinfa de
larvas injetadas com leveduras, foi de 45uM/ml (FARALDO, 2005).

Os niveis de produgdo de NO, para os experimentos de NAPPI ez al. (2000), variaram de
90 a 110uM/ml em hemolinfa de larvas parasitadas. Em nosso trabalho, os niveis de produgao
de NO na hemolinfa de larvas controle (Grupo C) variou entre 90uM/ml em larvas com 20
dias de desenvolvimento e S0uM/ml em larvas com 26 dias de desenvolvimento. Para larvas
parasitadas pela Cotesia flavipes (Grupo P), a quantidade de NO produzido foi de 60pM/ml
para larvas com 2 h e 6 h de parasitismo, e 70uM/ml apos 3 dias de parasitismo.

Entendemos que as comparagdes abrangem insetos de ordens diferentes, e que pode
haver diferencas quanto a “sensibilidade” celular para a marca¢do com a referida técnica.
Entretanto, pela quantidade de NO produzida segundo o trabalho de NAPPI ez al. (2000),
podemos dizer que, como a Diatraea saccharalis apresenta niveis de produg¢do de NO
menores, ndo foi possivel a localizagdo celular com a técnica empregada. Porém, se nos
basearmos no trabalho de FARALDO (2005), faltara uma explicagdo para a marcagao
negativa do hemocito que produziu a molécula de NO, uma vez que a quantidade produzida
na hemolinfa de Diatraea saccharalis foi maior que a citada pela autora, para a Chrysomya

megacephala.
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5. REACAO DE ENCAPSULACAO DE AGENTE ABIOTICO EM LARVAS DE
Diatraea saccharalis PARASITADAS PELA VESPA Cotesia flavipes

Inicialmente, discutiremos as inumeras dificuldades técnicas enfrentadas na inoculacdo
de material inerte (Sephadex) nas larvas parasitadas pela Cotesia flavipes. No momento em
que inoculavamos as esferas, muitos insetos morriam quase que imediatamente, o que nos
levou a inocular um niimero maior de insetos para o sucesso do procedimento (aumentamos
de 10 larvas propostas inicialmente, para 20 larvas por tempo de parasitismo/inoculacdo); para
minimizar as perdas, diminuimos a quantidade do inoculado de 0,1mg/ml de solugdo para
0,05mg/ml. Nos 2 dias que sucederam a inoculagdo foi comum encontrarmos insetos mortos;
passados estes 2 dias, os insetos sobreviventes desenvolviam-se bem.

A recuperagdo dos materiais inertes nas larvas parasitadas/inoculadas, nos tempos
iniciais (6 h, 12 h e 1 dia) foi muito dificil, ja que era impossivel a visualizagdo macroscdopica
das esferas de Sephadex; na tentativa de examinar estas esferas, retiramos a hemolinfa total do
inseto e processamos o material como um todo.

A observacdo macroscopica das esferas de Sephadex com 6 h, 12 h e 1 dia de
inoculag@o, concomitante ao parasitismo, ndo foi possivel, uma vez as esferas inoculadas
ainda ndo estavam melanizadas e confundiam-se com o corpo gorduroso e estruturas internas
das larvas. Realizamos entdo inimeros testes com corantes, para melhor visualizacdo das
esferas na hemocele.

Segundo TANAKA (1987b) particulas de Sephadex coradas com o Vermelho Congo,
antes de serem inoculadas em larvas de Pseudaletia separata, coraram-se adequadamente;
também LAVINE & BECKAGE (1996) recuperaram facilmente as esferas de Sephadex
coradas em Manduca sexta. Entretanto, nossas tentativas em recuperar esferas de Sephadex
previamente coradas com Vermelho Congo ndo deram certo, ja que as esferas ndo se
mantinham coradas no interior da larva. Ha citagdes (BREHELIN ef al., 1975; PECH &
STRAND 1996) de utilizagdo de Azul de Coomassie a 0,1 %, para corar esferas de Sephadex;
realizamos testes com duas marcas do produto, com os quais também ndo obtivemos sucesso.

Tentamos corar as esferas com outros tipos de corantes: Azul Tripan (1%),
Hematoxilina (0,5%), Sudan Black (0,7%), Fast Green (1%), Azul de Metileno (0,1%), Azul
de Toluidina (0,1%) e Tinta da China (0,1%) — todas as tentativas sem sucesso. Realizamos
também testes com corantes fluorescentes como DAPI, Cromomicina e Fluoresceina que

também ndo mantiveram a coloracdo das esferas de Sephadex.
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LAVINE & BECKAGE (1996), observaram que apds 1 dia de parasitismo pela vespa
Cotesia congregata, as larvas de Manduca sexta mostraram uma forte supressdo de sua
resposta de encapsulacdo as esferas de Sephadex, apoés 2 e 3 dias de sua inoculagdo.
Diferentemente, quando a inoculagdo das esferas de Sephadex foi feita apds 8 dias de
parasitismo, a freqiiéncia da encapsulagdo das esferas de Sephadex, apos 2 e 3 dias da
inoculacdo, ndo diferiu das larvas controle (ndo parasitadas). Segundo os autores, esta
supressdo da encapsulacio das esferas, no periodo inicial do parasitismo, correlacionasse com
anormalidades morfologicas ocorridas nos hemdcitos do hospedeiro; estes apontaram o PDV
como o principal responsavel pelas alteracdes. O fato de ndo conseguirmos material
melanizado, até 1 dia apds o parasitismo, pode ser explicado pelo trabalho destes autores, que
sugeriram que alteragcdes comportamentais dos hemocitos geram incapacidade de encapsular

material estranho.

Também ndo conseguimos obter esferas de Sephadex em larvas parasitadas pela Cotesia
flavipes apds 10 dias, quando a hemocele era tomada por uma grande massa de parasitodides,
tornando impossivel a visualizacdo de esferas de Sephadex melanizadas.

Nao conseguimos, portanto, material para a analise 8 MET com 6 h, 12 h, 1 e 10 dias
apos a inoculagdo, pela dificuldade de recuperagdo das esferas de Sephadex na hemocele da
larva de Diatraea saccharalis.

Nos tempos intermedidrios de 2 e 3 dias, as esferas ja melanizadas eram encontradas
dispersas na hemocele do inseto. Ja nos tempos tardios de inoculacdo, 6 ¢ 10 dias (sendo que
aos 10 dias, somente inoculadas com Sephadex), as esferas se concentravam na regido
posterior do inseto, formando uma massa escurecida. Ndo encontramos na literatura descri¢do
semelhante para outro inseto, porém este fato ja havia sido observado por BOMBONATO
(1999) em Diatraea saccharalis.

Antes da recuperagdo dos materiais inertes implantados, o aspecto macroscopico dos
mesmos era analisado ainda na hemocele do inseto; como dito anteriormente, a melanizagao

das esferas de Sephadex foi detectada apos 2 dias de inoculag@o.

Sabe-se que a capsula ¢ freqlientemente escurecida devido a presenga de melanina,
produto da ativag@o do sistema de proPO. Resultado da ativagdo da pré-enzima proPO, a PO
¢ o componente terminal do sistema, que envolve ativagdo de proteases e inibidores destas
enzimas (SODERHALL & SMITH, 1986; HUNG & BOUCIAS 1996; BECK et al., 2000;
BACCAN et al., 2001). Assim, quando um elemento estranho penetra a hemocele, ocorre a

ativacdo do sistema de proPO, que acarreta a produgdo de substancias “imunologicamente”
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ativas como opsoninas, moléculas toxicas e sinais para indugdo de diferentes tipos de reagdes
de defesa mediadas por hemocitos (SODERHALL, 1982; RATCLIFFE et al., 1985; NAPPI
& VASS, 1993; RATCLIFFE, 1993; SODERHALL & CERENIUS, 1998).

Fatores microbianos tais como bactérias, fungos e componentes da parede celular de
fungos, provocam a ativagdo do sistema de proPO na hemolinfa de insetos (SAUL &
SUGUMARAN, 1988; BREHELIN ef al., 1989; CHARALAMBIDIS et al., 1996; JIANG et
al., 1998). Também elementos abidticos possuem a capacidade de promover o
desencadeamento do sistema de proPO (LACKIE, 1981, 1988; EHLERS et al., 1992; CAI et
al.,2004).

Demonstrou-se que alguns fatores humorais podem afetar o sistema de proPO,
provocando alteragdes na capacidade de espalhamento dos hemocitos sobre superficies
estranhas (requisito para encapsular), e na fagocitose de material particulado (MANDATO et

al., 1997, BAUER et al., 1998; WANG et al., 1999; RICHARDS & PARKINSON 2000).

Os estudos sobre a reagdo de defesa dos insetos referem-se a encapsulagdo celular como
um processo de defesa primario, que envolve a agregacdo de hemdcitos do hospedeiro ao
redor de um namero muito grande de pequenos invasores (como bactérias, fungos,
protozoarios e certos virus), um parasito ou outro elemento estranho de dimensdes
consideraveis (RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b; LACKIE, 1981; PECH & STRAND
2000).

Estudos das reagdes do hospedeiro a parasitdides mostram que pode haver uma
supressdo da imunidade do hospedeiro pelo parasito (VINSON, 1986; ASGARI et al., 1996,
1997; ALLEYNE & WIEDENMANN, 2001a, b; BECK & STRAND 2003, 2005). Em alguns
casos, os hemdcitos do inseto hospedeiro estdo alterados e mostram uma redu¢do em sua
capacidade de fagocitar ou encapsular particulas introduzidas na hemocele, em vigéncia de
parasitismo (VINSON, 1977; STOLTZ & GUZO, 1986; PREVOST et al., 1990; LAVINE &
BECKAGE, 1996).

O parasitéide Cotesia flavipes ndo ¢ encapsulado pelos hemoécitos de Diatraea
saccharalis (BOMBONATO, 1999; NUNES, 2001), embora o hospedeiro tenha a capacidade
de encapsular material inerte, como particulas de Sephadex (BOMBONATO, 1999). Um dos
objetivos do nosso trabalho foi constatar in vivo, se a introdu¢do de um agente abiotico ¢
capaz de desencadear os sistemas de defesa, teoricamente bloqueados pelo parasitoide, e
provocar a encapsulacdo do Sephadex. Também se a reagdo do hospedeiro, inicialmente

voltada para a encapsulacdo do Sephadex, poderia torna-lo apto a eliminar o parasitodide.
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Virias sdo as estratégias utilizadas por insetos parasitdides para desenvolverem-se na
hemocele de insetos hospedeiros, escapando de maneira eficiente das reacdes de defesa do
hospedeiro: ser reconhecido, fagocitado ou encapsulado, dependendo do tamanho e nimero
(WHITCOMB et al., 1974; EDSON et al, 1982; STOTZ & COOK, 1983; GOTZ &
BOMAN, 1985; GUPTA, 1985; RIZKI & RIZKI, 1990; FLEMING, 1992; DAHLMAN &
VINSON, 1993; STRAND et al., 1994, STRAND & PECH 1995a).

Muitos estudos sobre a relacdo hospedeiro-parasitoide baseiam-se no desenvolvimento
de vespas da superfamilia Ichneumoidea, especialmente algumas espécies braconideas e
ichneumoides, em hospedeiros lepidopteras (KITANO, 1969, 1974; STRAND & PECH,
1995a). Nessa relagdo, diferentes mecanismos devem contribuir para a efetivagdo da relagao
inseto hospedeiro-parasitoide, com a eventual introducdo de venenos ou virus durante a

ovoposic¢do do parasitéide (STRAND, 1994; WEBB & LUCKHART, 1996).

Durante a oviposi¢@o, muitas fémeas Hymenoptera parasiticas injetam veneno em seu
hospedeiro larval. Este veneno ¢ produzido em uma glandula associada ao seu trato
reprodutor; este fluido complexo tem propriedades toxicas e muitos de seus componentes
foram caracterizados (EDSON et al., 1982; RIZKI & RIZKI, 1990; JONES & COUDRON,
1993; STRAND et al,1994; STRAND & PECH, 1995a; WEBB & LUCKART, 1996).
Sugere-se que o veneno, além das propriedades toxicas, esteja envolvido na supressdo imune
do hospedeiro, como acontece com os venenos da Apanteles glomeratus ¢ da Apanteles
kariyai, que suprimem a resposta de seus respectivos hospedeiros, Pieris rapae e Pseudaletia

separata (KITANO, 1982; TANAKA, 1987a,b).

RICHARDS & PARKINSON (2000), estudando in vitro a agdo de doses sub-letais de
veneno da vespa endoparasitica Pimpla hipochondriaca em hemocitos de larvas de Lacanobia
oleracea, observaram uma potente a¢ao supressora do veneno na resposta imune mediada por
hemocitos, diminuindo em 50% a capacidade destas células em encapsular esferas de
Sephadex. Além disso, descreveram danos aos hemocitos tais como “desintegragcdo” celular
(deixando apenas parte da membrana plasmatica e nlcleos intactos), rompimento de
membrana plasmatica, degranulagdo e diminuicdo da sua viabilidade, confirmando que o
veneno tem propriedades citotoxicas. Também o veneno do parasitoide Pimpla turionellae

atua diretamente nos hemdcitos, inibindo a emissdo de pseudopodes (OSMAN, 1978).

CAI et al. (2004) trabalhando com Pieres rapae (Lepidoptera: Pieridae) parasitado por
Pteromalus puparium (Hymenoptera: Pteromalidae) também observaram o efeito do veneno

nos hemocitos do hospedeiro. Experimentos in vifro demonstraram que a porcentagem de
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espalhamento dos PL e a encapsulacdo de esferas de Sephadex, foram significativamente
menores. A microscopia eletronica, mostraram que hemdcitos incubados com veneno
permaneceram com a configuragdo arredondada; ndo se espraiavam e ndo emitiam
pseudopodes. Os autores também sugeriram que o veneno do parasitoide suprimiu ativamente

a resposta imune do hospedeiro.

Além dos venenos, outras substadncias inoculadas durante a ovoposi¢do podem
comprometer o sistema imune de seus hospedeiros, como € o caso dos polidnavirus (PDV),
particulas semelhantes a virus (FLEMING et al., 1983; WHIFIELD, 1990; FLEMING &
SUMMERS, 1991; BECKAGE et al, 1994; STRAND & PECH, 1995b; ASGARI et al.,
1996; BECKAGE, 1998, 2003; SHELBY & WEBB, 1999). Os PDV de muitos endoparasitos
afetam o comportamento dos hemdcitos e/ou sua viabilidade, atuando na supressdo dos
estagios tardios da resposta de encapsulacdo mediada por hemocitos (DAVIES et al., 1987,
DAVIES & VINSON, 1988; BECKAGE ef al, 1994; BECKAGE, 1998, 2003).
FEDDERSON et al. (1976) mostraram que ovos de Venturia canescens apresentam, na sua
superficie, particulas semelhantes a virus, com caracteristicas bastante parecidas a
determinantes protéicos do hospedeiro, sugerindo que o mecanismo de evasdo, neste caso,

seria 0 mimetismo molecular.

Em algumas espécies de Braconidae, o veneno pode agir em conjunto com o PDV
(KITANO, 1986; GUZO & STOLTZ, 1987, TANAKA, 1987a,b; WAGO & TANAKA,
1989; BECKAGE et al., 1994). Nestes casos sugere-se que o papel acessorio do veneno seria
facilitar a entrada do PDV no interior das células do hospedeiro (STOLTZ ef al., 1988).

Uma vez na hemocele do inseto hospedeiro, ovos de algumas vespas das familias
Braconidae e Scelionidae liberam, na eclosdo, células derivadas da membrana serosa,
chamadas de teratocitos (TE) (VINSON & LEWIS, 1973; GOTZ & BOMAN, 1985;
STRAND, 1986; TANAKA & WAGO, 1990; DAHLMAN, 1991; STRAND & WONG,
1991; DAHLMAN & VINSON, 1993; STRAND & PECH, 1995a). Inicialmente os TE sdo
células pequenas, aumentando consideravelmente de volume através da captagdo de nutrientes
da hemolinfa, onde circulam livremente junto com os hemoécitos do hospedeiro (SALT, 1968;
DAHLMAN & VINSON, 1993). O papel desta célula na eficiéncia do parasitismo ainda nao
esta claro (ZHANG & DAHLMAN, 1989; STRAND & WONG, 1991); postula-se que teria
ainda fungdo tréfica e secretora (JOINER et al., 1973; DAHLMAN & VINSON, 1993).

Assim, o caminho mais direto para prevenir a reacdo de encapsulacdo, utilizando
veneno, PDV ou teratdcitos, seria destruir os hemocitos, diminuir seu numero na circulagao

ou alterar o comportamento destas células, que atuam na formacdo da cépsula. Portanto, ¢
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consenso entre os pesquisadores que o parasitismo por endoparasitdides deve levar a reducgao
na capacidade de espalhamento de hemocitos do hospedeiro (PL), com conseqiiente redugdo
da atividade de encapsulacdo destes organismos. Geralmente as contagens total e diferencial
de hemocitos (CTH e CDH) também sdo afetadas, bem como sua morfologia. Tais alteragcdes
podem ser induzidas pela injecdo de fluido de célice, PDV, veneno, TE, proteina ovariana ou
proteina de superficie do ovo (DAVIES & VINSON, 1986; ASGARI & SCHMIDT, 1994;
BECKAGE et al., 1994, 2003; HARWOOD et al., 1994; LI & WEBB, 1994; STRAND,
1994; LUCKHART & WEBB, 1996; WEBB & LUCKHART, 1996; STETTLER et al.,
1998).

A Cotesia flavipes ao parasitar um hospedeiro considerado “refratdrio”, como € o caso
da Manduca sexta (Lepidoptera), ndo consegue se desenvolver com sucesso. Larvas de 1°, 2°,
3° 4° e 5° instar foram rapidamente parasitadas por fémeas do parasitdide, porém as larvas
ndo eclodiram deste hospedeiro. Os ovos do parasitdide foram invariavelmente encapsulados
pelos hemoécitos de Manduca sexta, sendo que o primeiro estdgio da encapsulacdo ficou
evidente apos 2 h de inoculagdo. Entretanto, poucos insetos hospedeiros conseguiram se
desenvolver até o estagio de pupa. A dissecagdo de larvas e pupas sobreviventes mostrou ovos
de vespas encapsulados e evidéncias de melanizagdo (PEREZ et al., 2005).

No presente trabalho, observamos que as esferas de Sephadex foram reconhecidas
como elemento “ndo proprio” e provocaram a reacdo de encapsulacdo celular, tanto nos
insetos inoculados com Sephadex (Grupo Se), como nos insetos em que a inocula¢do do
agente abiotico ocorreu simultaneamente com o parasitismo pela Cotesia flavipes (Grupo
P+Se).

Devemos salientar que a discussdo de nossos achados foi dificultada pela exigiiidade, na
literatura, de trabalhos com insetos parasitados submetidos a inoculagdo de agente abiotico,

ou seja, com a observagdo da formagao da capsula na vigéncia do parasitismo.

STOLTZ & GUZO (1986), trabalhando com larvas de Malacosoma distria parasitadas
pela vespa da superfamilia Ichneumoidea (Hyposoter fugitivus), observaram que o sucesso do
parasitismo esteve associado a uma mudanga no comportamento dos hemdcitos,
principalmente dos PL os quais tiveram a capacidade de espalhamento afetada. Nestas larvas
houve uma supressao da resposta de encapsulacdo de fungos e esferas de Sephadex, sugerindo
para os autores que as alteragdes ocorridas nos hemocitos durante o parasitismo,
diferentemente do nosso trabalho, tornam os mesmos incapazes de uma resposta imune
natural frente ao material estranho. Os autores apontam o PDV como o principal responsavel

pelas alteragdes nos hemocitos. Constataram ainda o fato interessante de que a hemolinfa de
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larvas parasitadas ndo melanizava in vitro, fendmeno que estaria relacionado com a

estabilidade dos OE.

Em nosso trabalho observamos que a hemolinfa melanizava in vitro (dados apresentados
na Ativa¢do do Sistema de proPO) corroborando com a hipdtese de que € necessaria a

ativacdo da proPO para que ocorra encapsulagdo.

PREVOST et al (1990) trabalhando com Spodoptera frugiperda parasitada por
Campoletis sonorensis (Hymenoptera: Ichneumonidae) observaram que o efeito do
parasitismo na inibi¢cdo da habilidade de espalhamento dos hemocitos era mais pronunciado
em larvas susceptiveis do que em larvas resistentes. As larvas susceptiveis falham mais em
encapsular o parasitoide, permitindo assim o seu desenvolvimento no hospedeiro. Isto sugere
que a inducdo da mudang¢a comportamental em PL € relevante para o sucesso da evasdo a

encapsulagdo pelo parasitoide, nas larvas susceptiveis.

Em nosso trabalho observamos que os tipos celulares envolvidos diretamente na reagdo
de encapsulacdo foram PL, GR e ES, estando de acordo com os trabalhos iniciais de
BOMBONATO (1999) para a mesma espécie de inseto. A literatura especializada relata que
os tipos celulares GR e PL sdo as primeiras células a investirem contra o agente estranho. A
reacdo seria iniciada pelos GR, que entrariam em contato com o invasor, sofrendo lise e
liberando fatores de reconhecimento; em seguida, PL seriam atraidos para o local, aderindo-se
e espalhando-se ao redor do invasor (RATCLIFFE & VINSON, 1983; LACKIE et al., 1985,
TANAKA, 1987b; WIESNER & GOTZ, 1993, BOMBONATO 1999).

Ao compararmos nossos resultados de MET com os citados na literatura, encontramos
concordancia no que diz respeito a participagdo dos hemocitos na encapsulagio, caracterizada
pela adesdo e espalhamento de PL e GR, com emissdo de prolongamentos filopodiais por
estas células (LACKIE et al., 1985; RATCLIFFE et al., 1985; TANAKA, 1987b; LACKIE,
1988; STRAND & PECH, 1995b, PECH & STRAND, 2000; BECK & STRAND, 2003,
2005). Ja com relagdo a participacdo de ES no processo de encapsulagio, BOMBONATO
(1999) sugeriu que a degranulagdo vista em ES, serviria para a liberacdo de fatores, que
estariam atuando ou contribuindo no processo de “atra¢do” de PL e/ou GR para o local da

encapsulagdo.

Encontramos poucas referéncias com relacdo a participacdo de ES no processo de
encapsulagdo. RATCLIFFE & ROWLEY (1975) observaram que ES de Pieres brassicae
tinham como fun¢@o a fagocitose de particulas de latex, eritrocitos de aves e bactérias; fato

ndo observado por FALLEIROS (1995) para a Diatraea saccharalis, em que os hemocitos
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fagocitarios de bactérias e particulas inertes, eram apenas os PL e GR. J4 LING & YU (2005),
trabalhando com Manduca sexta, observaram in vitro que cerca de 10% da populagdo de GR e
ES continham PO em suas superficies celulares, ¢ ndo os OE. Quando injetaram Sephadex os
autores observaram, in vitro, que a proPO era ativada e o nimero de hemdcitos com PO
aumentava significativamente, apds 12 h da injecdo da particula estranha. Os autores
sugeriram que a ativagdo de proPO em GR ¢ ES da inicio a melanizagdo e posterior formagao
de capsula em torno das esferas de Sephadex. Em nosso trabalho realizamos a identificagdo de
hemdcitos positivos para PO, e diferentemente dos autores citados, a célula que continha esta

enzima foi somente o OE.

De um modo geral, em insetos inoculados com Sephadex (Grupo Se) e em insetos
inoculados com Sephadex e parasitados pela Cotesia flavipes (Grupo P+Se), apds 2 dias, a
capsula era constituida principalmente por células alongadas, achatadas e extremamente
justapostas, interpretadas como PL. Estes PL se dispunham em ntimero varidvel de camadas
celulares envolvendo o agente abidtico (Sephadex). Nas proximidades da superficie da esfera
de Sephadex, os PL exibiram aspecto de degeneragdo do citoplasma, sugestivo do processo
apoptdtico, com citoplasma mais denso e com alguns vacuolos de contetido heterogéneo. Os
PL mostraram gradag¢do de eletron-densidade do citoplasma celular, dependendo de sua
localizag¢@o na cépsula. Uma das hipdteses para explicar o processo apoptotico dos PL mais
internos, seria a deficiéncia nutricional sofrida por esta célula, decorrente da distancia entre os
PL e o meio de onde provém os nutrientes, a hemolinfa, uma vez que esta capsula era formada
por varias camadas de células extremamente compactadas. LAVINE & BECKAGE (1996)
também observaram o processo apoptotico, porém em hemdcitos circulantes de Manduca
sexta parasitada por Cotesia congregata. Sugeriram que este processo estava relacionado com
a presenca de PDV, como ja postulado por STRAND & PECH (1995b) em Pseudoplusia
includens (Lepidoptera: Noctuidae) parasitada por Microplitis demolitor. Em estudo posterior,
PECH & STRAND (2000) observaram que PL de Pseudoplusia includens induziram a
apoptose em GR. A apoptose foi caracterizada por condensagdo da cromatina, fragmentagao
do DNA nuclear e surgimento de “bolhas” na superficie celular. Testes de viabilidade
indicaram que os GR morriam rapidamente apds aderir a por¢cdo final da cépsula; o
experimento também demonstrou que um meio de cultura contendo PL ndo induzia apoptose
em outros tipos celulares e que um meio de cultura com outros tipos celulares, que nio os PL,
ndo induziam apoptose em GR. Observaram também que a taxa de adesdo de PL afetava a

apoptose de GR. Meios de cultura com PL espraiados, induziam um alto nivel de apoptose em



Discussdo 121

GR. Os autores sugerem que PL espraiados liberam um ou mais fatores que induzem a
apoptose de GR, e que esta resposta ¢ importante na fase final de formacgao da capsula. Porém,
ndo encontramos sinais de apoptose em GR na porg¢do final da cépsula.

Nem sempre foi possivel realizar uma distingdo morfoldgica clara das células préoximas
ao Sephadex, dificultando a quantificacdo do nimero de camadas. Esta dificuldade, presente
nos demais grupos, impediu-nos de quantificar, com exatiddo, se houve uma reagdo celular
maior ou menor, em fun¢do do parasitismo (quando comparamos o Grupo Se e o Grupo P+
Se).

Entre PL adjacentes, foi possivel observar a existéncia de desmossomos. A presenca de
estruturas juncionais do tipo desmossomo, ja haviam sido descritas entre PL constituintes de
capsulas, em outros insetos (SCHMIT & RATCLIFFE, 1977; RATCLIFFE & GAGEN, 1977,
RATCLIFFE & ROWLEY, 1979b; BOMBONATO, 1999). O seu papel seria o de permitir
uma coesdo celular intensa, na tentativa de separar o agente invasor das estruturas do inseto,
em especial da hemolinfa. Concomitante ao achatamento dos PL e a formacdo de
desmossomos, ocorreu também o aumento da quantidade de microtibulos € microfilamentos,
estruturas estas que provavelmente contribuem para a resisténcia de tais envoltorios
(KURIHARA et al, 1992). Estas modificagcdes foram observadas em PL de Diatraea
saccharalis, quando da encapsulacdo de diferentes materiais inertes como fios de algodio,
nylon e esferas de Sephadex (BOMBONATO, 1999), enfatizando o papel dos PL na
encapsulagdo.

Apds 2 dias, tanto no Grupo Se como no Grupo P+Se, os PL e GR das camadas mais
externas a capsula apresentavam-se arredondados, com poucos e pequenos vacuolos
citoplasmaticos. Obtivemos imagens de ES na porcdo externa da cdapsula, exibindo
modificacdes morfologicas importantes: rarefacdo das esférulas, fusdo destas estruturas e
liberagdo dos contetidos para o meio extracelular. Na por¢do final da capsula foram
observadas ainda esférulas soltas, em meio a restos de ES. As modificacdes observadas em
PL, GR e ES foram idénticas as dos hemdcitos de insetos apenas parasitados pela Cotesia
flavipes, vistas em nosso trabalho anterior (NUNES, 2001). Os ES mostraram sinais de
degranulagdo com intensidade proporcional ao tempo de inoculagdo e/ou parasitismo. ES séo
células pouco estudadas, pois ndo se apresentam em todas as ordens de insetos, havendo
muitas davidas sobre sua fungdo na fisiologia destes organismos. As possiveis fun¢des dos ES
incluem sua interferéncia/controle na produ¢do de seda, uma vez que NITTONO (1960)
reportou uma correlagdo positiva entre o numero de ES e a producdo de seda, em Bombyx

mori. Além disso, sdo apontadas para este tipo celular a sintese de algumas macromoléculas
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(SCHARRER, 1972, GILLESPIE et al., 1997; LAVINE & STRAND, 2002) ¢ o transporte de
substancias, tais como hormoénios (WIGGLESWORTH, 1959; BECKAGE, 2003).

Com relagcdo as reacdes de defesa dos insetos, os ES foram relacionados com a
melanizagdo (JONES, 1959; LING & YU 2005), fagocitose (ZACHARY & HOFFMANN,
1973; RATCLIFFE & ROWLEY 1975; GUPTA, 1991), secre¢do de algumas proteinas da
hemolinfa (GUPTA & SUTHERLAND, 1967; AKAI & SATO, 1979), regulagio da
coagulacdo, controle da adesdo e migracdo de células — encapsulacdo (COOK et al., 1985).
BOMBONATO (1999), estudando a encapsulagdo de material inerte por Diatraea
saccharalis, observou que ha imagens de ES degranulados na superficie da capsula, sugerindo
que este tipo celular desempenha papel indireto na encapsulagdo, possivelmente liberando
fatores quimiotateis.

Poucos s@o os estudos quanto ao papel dos ES na secrecdo de proteinas da hemolinfa
(fatores quimicos). Em Leucophaea maderae, os ES e os GR sdo os tipos de hemocitos que
contém hemaglutininas (AMIRANTE & MAZZALAI, 1978). Porém, deve-se lembrar que a
presenca de hemaglutinina nos hemoécitos ndo quer dizer, necessariamente, que o hemdcito a
sintetiza. Parece que os ES e GR simplesmente seqiiestram a aglutinina produzida em outros
orgaos, como ¢ o caso da hemaglutinina produzida pelo corpo gorduroso do gafanhoto

Melanoplus differentialis (STILES et al., 1988; BRADLEY et al., 1989).

Em insetos inoculados com Sephadex e parasitados pela Cotesia flavipes (Grupo P+Se),
apds 3 dias, havia na por¢do exterior a capsula, PL arredondados com seus RER dilatados.
Estes PL estavam em intima associagdo por meio de interdigitagdes entre suas membranas
plasmaticas. Também GR foram vistos com RER dilatados, indicando atividade secretora em
ambas as células. A capacidade de adesdo/espalhamento dos PL ndo estava afetada na
vigéncia do parasitismo pela Cofesia flavipes, pois a capsula em torno da esfera de Sephadex
era muito semelhante a capsula de insetos somente inoculados com Sephadex (Grupo Se). Em
outras relagdes de Lepidoptera com insetos parasitdides, estas habilidades do PL estavam
modificadas. Tais alteragdes de comportamento foram creditadas aos virus que sdo inoculados
durante a ovoposi¢do (DAVIES et al., 1987).

Em GR o aumento de RER também foi observado por RIBEIRO et al. (1996) em
Mythimna unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) durante a encapsulacdo de Epon e na
fagocitose de sacarato de ferro, embora os autores ndo tenham discutido o significado destes

achados.
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Em nosso material, no Grupo P+Se, foi possivel a visualizagdo de TE com crescimento
normal para o periodo de parasitismo. O papel dos TE na eficiéncia do parasitismo ndo esta
claro. Acredita-se, como dito anteriormente, que teria fungdo tréfica (SLUSS, 1968), com
base na observa¢do de que esta célula aumenta em tamanho e, por vezes, desaparece da
hemolinfa do inseto hospedeiro, na medida em que a larva do parasitdide cresce. Estas
observagdes sugerem que os TE seriam fonte de nutrientes especificos, particularmente nos
ultimos instares do parasitoide. De fato, foram encontradas células inteiras de TE e seus
fragmentos no trato digestivo de muitas larvas de parasitéides (SCHLINGER & HALL, 1960;
SLUSS & LEUTENEGGER, 1968; ARAKAWA & KITANO, 1989; STRAND & WONG,
1991). Ha indicacdes, em nivel ultra-estrutural, de que os TE teriam ainda a fung¢ao de sintese
e secre¢do de proteinas e, talvez, de outras substancias necessarias para a efetivagdo do
parasitismo (KOSCIELSKI et al., 1978; LAWRENCE, 1990).

Outros autores postulam que os TE afetariam o desenvolvimento da resposta imune do
hospedeiro, contribuindo para o sucesso do parasitismo (JOINER et al., 1973; ZHANG &
DAHLMAN, 1989; TANAKA & WAGO, 1990; STRAND & WONG, 1991). KITANO
(1969, 1974) e VINSON (1972) demonstraram que as larvas de alguns parasitoides ndo eram
encapsuladas quando TE eram introduzidos na hemocele do inseto hospedeiro, mesmo na
auséncia de veneno ou PDV. J4 em outras relagdes hospedeiro-parasitdide os TE contribuem,
mas ndo sdo inteiramente responsaveis pela inibicdo da encapsulagdo (TANAKA & WAGO,
1990; LAVINE & BECKAGE, 1995; STRAND & PECH, 1995b). Os TE podem também
contribuir na imunossupressdo do hospedeiro por inibirem a atividade de PO. KITANO et al.
(1990) observaram inibicdo de atividade de PO em hospedeiros parasitados pela Cotesia
congregata, fato este relacionado a presenca de TE.

Estudos sugerem que os TE podem seguir dois caminhos nas relagdes inseto hospedeiro-
parasito. Existem relacdes onde o nimero de TE diminui antes do consumo de tecidos do
hospedeiro, durante o desenvolvimento do parasito; isto pode ser explicado pelo fato de que
algumas larvas de parasitoides alimentam-se exclusivamente de TE (SCHLINGER & HALL,
1960). Ja& em outras relacdes inseto hospedeiro-parasito, os TE ndo diminuem
significativamente o seu nimero, sendo consumidos somente quando os tecidos do hospedeiro
tornam-se escassos (TAWFIK, 1961; KITANO, 1965).

Nossas imagens de TE em Diatraea saccharalis parasitada pela Cotesia flavipes mostram
claramente que esta célula aumenta o seu volume no decorrer do parasitismo, fato
anteriormente descrito por CONTE (1994), na mesma relagdo. O autor relata que 30 h apds a

liberagdo dos TE na hemolinfa de Diatraea saccharalis, estes eram vistos associados ao corpo
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gorduroso do hospedeiro, junto com grandes quantidades de hemdcitos, sugerindo que os
hemocitos estivessem empenhados numa tentativa de defesa. O fato de que os TE
inicialmente apresentem-se como células pequenas, aumentando de volume através da
captagdo de nutrientes da hemolinfa, onde circulam livremente junto com hemdcitos do
hospedeiro, foi observado por outros autores em diferentes insetos (SALT, 1968; STRAND &
WONG, 1991; DAHLMAN & VINSON, 1993, entre outros).

Nao se sabe como os TE ndo sdo reconhecidos como elemento estranho pelo inseto
hospedeiro. STRAND & WONG (1991), estudando a relagdo do parasitoide Microplitis
demolitor no hospedeiro Pseudoplusia includens, observaram que muitos TE eram
encapsulados 24 h apds sua injecdo na hemocele do hospedeiro; quando, além de TE, era
injetado também fluido do calice ou PDV+veneno, a resposta de encapsulagdo do hospedeiro
para esta célula estranha era totalmente suprimida. Isto permitiu aos autores concluirem que
PDV e veneno agem conjuntamente na supressio da resposta imune do hospedeiro, inclusive

para o reconhecimento do TE.

Na capsula de insetos inoculados com Sephadex e parasitados pela Cotesia flavipes
(Grupo P+Se), apos 6 dias, ocorreram as mesmas modificagdes sub-celulares nos GR, PL e
ES descritas para o periodo anterior. Observamos ainda TE com morfologia alterada, com
grandes gotas lipidicas, quando comparados com TE oriundos de hemolinfa de insetos
somente parasitados (Grupo P). Ndo pudemos precisar qual o significado bioldégico dessa
alteracdo em TE. Talvez a inoculagdo de esferas de Sephadex concomitante ao parasitismo,
seja o motivo da grande quantidade de gotas lipidicas, ja& que ndo encontramos na literatura
nada semelhante.

ALLEYNE et al. (2001) estudaram o papel dos TE de duas espécies de endoparasitos, a
Cotesia chilonis e a Cotesia flavipes. Estas espécies parasitam duas espécies de lagartas, a
Diatraea grandiosella e a Diatraea saccharalis. O estudo teve como objetivo favorecer
diferentes combinag¢des entre hospedeiro-parasitdide para investigar a relacdo entre
hospedeiros susceptiveis e o desenvolvimento dos TE. A Diatraea saccharalis foi susceptivel
as duas espécies de parasitoides; ja a Diatraea grandiosella foi susceptivel (adequada para o
desenvolvimento) apenas a Cotesia chilonis e frequentemente encapsulou a progénie de
Cotesia flavipes. A encapsulag¢do das larvas de Cotesia flavipes pela Diatraea grandiosella
teve inicio assim que os ovos eclodiram liberando os TE na hemolinfa do inseto hospedeiro.
Cada ovo de Cofesia flavipes liberou cerca de duzentos TE e no caso de parasitismo na

Diatraea grandiosella houve diminui¢do dos TE ao longo do tempo de parasitismo. Os
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autores sugerem que a diminuicdo do nmimero de TE de Cotesia flavipes favorece a nao
susceptibilidade da Diatraea grandiosella. Os TE tém papel fundamental no sucesso do
parasitismo e no caso citado, em que houve uma diminui¢do do seu numero, o parasitismo

nio se efetivou.

Na cépsula de insetos inoculados com Sephadex (Grupo Se), apos 10 dias, obtivemos
imagens em que as camadas celulares estavam em menor nimero em torno das esferas, se
comparadas ao grupo analisado ap6s 6 dias de inoculagdo de Sephadex, sendo que as células
que compunham a cépsula estavam mais frouxamente dispostas. Este achado nos leva a
sugerir que ha diferencas individuais em larvas de Diatraea saccharalis quanto a velocidade
de reacdo (encapsulacdo) contra um agente invasor; também que as particulas inoculadas nao
sdo simultaneamente encapsuladas em um mesmo inseto.

Sabe-se que o tempo de formagdo completa da capsula difere dependendo do agente
invasor, muito embora a estrutura da cépsula seja semelhante (RATCLIFFE & GAGEN,
1977, SCHMIT & RATCLIFFE, 1977, 1978). Pouco se conhece sobre os fatores que
determinam o final do processo de encapsulagdo. SCHMIT & RATCLIFFE (1977)
observaram que 72 horas apos a inoculacdo de fragmentos de nervos de Schistocerca gregaria
em Galleria mellonella, havia uma cépsula completa formada, ndo sendo visivel qualquer
hemdcito em processo de adesio. BOMBONATO (1999) observou hemdcitos em processo de
adesdo apds 288 horas (12 dias) da inoculagdo de Sephadex em Diatraea saccharalis, quando

jé havia uma capsula completa e extremamente elaborada ao redor das esferas coalescentes.

Diferentemente dos nossos resultados, RICHARDS & EDWARDS (2002) observaram
que o parasitismo de larva de Lacanobia oleracea pela vespa ectoparasitica Eulophus
pennicornis suprimiu a encapsulagao de esferas de Sephadex. Esferas de Sephadex em larvas
parasitadas tinham poucos hemocitos associados a elas, e estes tinham configuragdo
arredondada e muito raramente apresentavam-se achatados. Resultados similares foram
detectados em preparagdes in vitro. Houve algumas diferencas entre larvas parasitadas,
injetadas com tampao PBS, e larvas inoculadas com esferas de Sephadex, o que levou os
autores a sugerir que mudangas nas proteinas do plasma do hospedeiro, mediadas pelo
parasitismo, devem contribuir para diferengas na resposta de encapsulacdo ocorridas nestas

larvas.
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Nao conseguimos estabelecer um padrao na reacdo de defesa, proporcional ao tempo de
parasitismo/inoculacdo. Porém, observamos que em insetos parasitados pela Cotesia flavipes,
a reacdo de encapsulagdo das esferas de Sephadex (Grupo P+Se) foi muito semelhante a de
insetos que foram somente inoculados com o agente abidtico (Grupo Se), salvo as alteracdes
sub-celulares dos hemdcitos de larvas parasitadas, ja vistas em nosso trabalho anterior
(NUNES, 2001).

Pelo presente trabalho, podemos concluir que hemdcitos de larvas de Diatraea
saccharalis parasitadas pela Cotesia flavipes ndo perdem a capacidade de reconhecer material
inerte. O sistema de defesa (encapsulagdo) contra o Sephadex permanece ativo mesmo na

vigéncia de parasitismo.
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Os resultados obtidos através da andlise dos niveis de ativacdo do sistema de proPO e de

producdo de NO, em hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis parasitadas pela vespa

Cotesia flavipes e/ou inoculadas com agente abidtico, em diferentes tempos de

parasitismo/inoculagdo, permitiram-nos concluir que:

R/
L X4

R/
L X4

o

X/
L X4

A reducdo significativa dos niveis de ativacdo do sistema de proPO e de produgdo de
NO, nas larvas de Diatraea saccharalis nao parasitadas/inoculadas (Grupo C), em
funcdo do seu desenvolvimento entre 20 e 26 dias, demonstra que a idade larval ¢ um

fator relevante na andlise da ativag@o do sistema de proPO e da produgéo de NO.

Ao longo de sua vigéncia, o parasitismo por Cotesia flavipes inibe o sistema de proPO
em Diatraea saccharalis, sugerindo que este sistema enzimatico seja importante para o
ndo reconhecimento do parasitoide; entretanto, a inibicdo dos niveis de NO s6 ocorre
nas primeiras horas de parasitismo, sugerindo que a escassez inicial desta molécula

exer¢a um papel importante no estabelecimento do parasitdide no inseto hospedeiro.

A inoculagdo de agente abidtico (esferas de Sephadex) eleva os niveis de ativa¢do do
sistema de proPO e induz a formag¢do de capsula melanizada; entretanto, ndo eleva os
niveis de producdo de NO. Assim, o sistema de proPO tem participacdo na reagdo de

defesa contra o agente abiotico, processo em que a molécula de NO ndo participa.

O parasitismo por Cotesia flavipes frente a inoculagdo com agente abidtico (controle =
Grupo Se) exerce efeito inibidor na ativagao do sistema de proPO e ndo afeta os niveis
de producdo de NO; entretanto ocorre a encapsulacdo deste agente. A presenca do
Sephadex na hemocele produz a ativagdo do sistema de proPO (controle = Grupo P+S),

ainda que em niveis reduzidos pela acdo do parasitdide.

A inoculag@o de agente abidtico em insetos parasitados (controle = Grupo P+S) ativa o
sistema de proPO nas primeiras horas, o que acarreta a encapsulacdo deste agente;
entretanto, isto ndo torna o hospedeiro apto a eliminar o parasitdide, que nio ¢é

reconhecido e se desenvolve com sucesso.

O oenocitoide ¢ o hemdcito de larvas de Diatraea saccharalis que contém a proPO,
sendo impossivel determinar, com o reagente de Greiss, o tipo de hemoécito que produz

o NO.

Na observagdo em MET, a reacdo de encapsulacdo das esferas de Sephadex nos insetos
parasitados pela Cotesia flavipes (Grupo P+Se) foi muito semelhante a de insetos
somente inoculados com o agente abiotico (Grupo Se), salvo as alteragdes sub-celulares

nos hemocitos de insetos parasitados.
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NUNES, C.C.C. Efeito do parasitismo de larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) pela vespa Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) nas reagdes de defesa
frente a inoculag@o de agente abidtico: sistema de profenoloxidase, produgdo de dxido nitrico
e reagdo de encapsulacdo. Botucatu, 2006. 154p. Tese (Doutorado em Zoologia) - Instituto de

Biociéncias, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

RESUMO: No presente trabalho, analisamos os niveis de ativa¢do de proPO e produgdo de
NO em hemolinfa de larvas de Diatraea saccharalis nao parasitadas e parasitadas pela vespa
Cotesia flavipes e/ou inoculadas com agente abidtico, em diferentes tempos de
parasitismo/inoculag@o, e em fun¢do da idade larval; propusemo-nos ainda a observar a ultra-
estrutura da capsula formada ao redor do agente abiotico (esfera de Sephadex), na vigéncia do
parasitismo. Larvas de D. saccharalis com 20 dias de desenvolvimento (5° instar) foram
naturalmente parasitadas pela C. flavipes. Apds diferentes tempos de parasitismo e/ou
inoculagdo com agente abidtico (2 h, 6 h, 3 e 6 dias), a hemolinfa da broca da cana-de-agtcar
foi coletada e congelada a -20°C para posterior andlise dos niveis de ativagdo in vitro do
sistema de proPO e da produ¢do de NO. Para observar a rea¢do de encapsulacdo do agente
abiotico, as esferas de Sephadex foram recuperadas e preparadas para analise ultra-estrutural,
por meio de técnica convencional. Existiu redugdo significativa dos niveis de ativagdo do
sistema de proPO e da producdo de NO nas larvas de D. saccharalis nio
parasitadas/inoculadas, em funcdo do desenvolvimento larval, entre 20 e 26 dias. O
parasitismo por C. flavipes inibiu a ativacdo do sistema de proPO em todos os tempos
experimentais; quanto aos niveis de produgdo de NO, houve inibi¢do apenas nos tempos de
parasitismo inicial (2 h) e recente (6 h). A inoculacdo de Sephadex em larvas ndo parasitadas
aumentou os niveis de ativacdo do sistema de proPO em todos os tempos experimentais, mas
ndo aumentou os niveis de produgcdo de NO destas larvas. O parasitismo de larvas de D.
saccharalis pela C. flavipes concomitante a inoculagdo de esferas de Sephadex, inibiu
significativamente a ativagdo do sistema de proPO, mas ndo afetou os niveis de producao de
NO, em todos os periodos analisados. A larva de D. saccharalis parasitada pela C. flavipes
conseguiu identificar e encapsular as esferas de Sephadex, da mesma forma que os insetos nao
parasitados, visto ultra-estruturalmente. Assim, nossos resultados indicam que embora
houvesse diminuicdo da ativacdo do sistema de proPO devido ao parasitismo, o Sephadex foi
reconhecido como elemento nao-proprio e encapsulado; ja o parasitéide ndo foi reconhecido e
se desenvolveu com sucesso na hemocele de seu hospedeiro. O hemocito responsavel pela
sintese de proPO em D. saccharalis é o oenocitdide; ndo conseguimos detectar o tipo de

hemdcito responsavel pela produgdo de NO.

Palavras-chave: Diatraea saccharalis, Cotesia flavipes, Profenoloxidase, Oxido Nitrico,

Encapsulagdo, Parasitismo, Ultra-estrutura.
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NUNES, C.C.C. The effect of the parasitism of Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) larvae by the wasp Cofesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) in the defense
reactions against abiotic agent: profenoloxidase system, nitric oxide production and
encapsulation reaction. Botucatu, 2006. 154p. Thesis (PhD in Zoology) - Instituto de

Biociéncias, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho".

Abstract: This work aimed to analyze the proPO activation and the NO production in the
hemolymph of Diatraea saccharalis larvae non parasitized and parasitized by the wasp
Cotesia flavipes and/or inoculated with abiotic agent (Sephadex beads), along the
parasitism/inoculation, and related with larval age; the ultrastructural observation of the
capsule formed around the abiotic agent during the parasitism was also performed. D.
saccharalis larvae with 20 days of development (5° larval instar) were parasitized by C.
flavipes. After different times of parasitism and/or inoculation of the abiotic agent (2 h, 6 h, 3
e 6 days), the sugarcane borer hemolymph was collected and freezed at -20°C for posterior
analyses of the in vitro proPO system activation and NO production. To observe the
encapsulation response to the abiotic agent implant, the Sephadex beads were recovered and
conventionally prepared for ultrastructural analyses. There was a significant reduction in both
the activation of the proPO system and in the NO production of D. saccharalis non
parasitized/inoculated larvae related with the larval development, from 20 to 26 days old. The
parasitism by C. flavipes inhibit the proPO system activation in all the experimental time; the
level of NO production was inhibited only at the initial (2 h) e recent (6 h) parasitism. The
inoculation of Sephadex beads in non parasitized larvae increased the level of the proPO
system activation, in all the experimental times, but it didn't increase the NO production of
these larvae. The parasitism of D. saccharalis larvae by C. flavipes concomitant with the
inoculation of Sephadex beads significantly inhibited the activation of the proPO system, but
it didn't affect the production levels of NO, in all the analyzed times. The D. saccharalis
larvae parasitized by C. flavipes were able to identify and encapsulate the Sephadex beads as
the non parasitized insects, as evaluated by the ultrastructural analyses. Thereby, our results
indicate that although there was an inhibition of the proPO system due to the parasitism, the
Sephadex beads were recognized as non-self and encapsulated; already the parasitoid was not
recognized and successfully developed into the insect host hemocele. The hemocyte
responsible for the proPO syntheses in D. saccharalis was the oenocitoid; it was impossible to

detect the hemocyte type responsible for the NO production.

Key words: Diatraea saccharalis, Cotesia flavipes, Profenoloxidase, Nitric oxide,

Encapsulation, Parasitism, Ultrastructure.
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