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RESUMO

Os insetos possuem mecanismos imunes que fornecem prote¢do contra diversos
microorganismos. Estas barreiras anatomicas e fisioldgicas incluem as respostas de defesa
celulares e humorais. A maior parte dos estudos de imunidade de insetos concentra-se na
resposta humoral. Entretanto, os hemocitos sdo também conhecidos por estarem envolvidos
nas respostas imunes celulares contra muitos tipos de microorganismos. Inicialmente, nos
caracterizamos os hemdcitos dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus revelando seis
diferentes subpopulac¢des celulares: prohemocito, adipohemdocito, granuldcito, plasmatdcito,
oenocitdide e trombocitdide. Nos demonstramos que estes mosquitos tém aproximadamente
3.000 hemocitos/ul de hemolinfa e eles exibem diversos padrdes no reconhecimento de
diferentes lectinas (Bandeiraea simplicifolia, Canavalis ensifonnis, Helix pomatia, Arachis
hypogea, Ulex europaeus, Triticum vulgaris, Limulus polyphemus, Ricinus communis). Os
ensaios de endocitose demonstraram que, em A. albopictus, o granuldcito e o plasmatdcito
apresentaram atividade fagocitica contra as particulas de latex. Além disso, nestas células e no
oenocitdide foi observada a presenca de diversos lisossomos através da utilizacdo de
anticorpos especificos. Em 4. aegypti, o prohemdcito, o granuldcito e o oenocitdide foram os
tipos celulares que endocitaram a albumina. Entretanto, o plasmatocito e o oenocitéide foram
as células marcadas como possuindo lisossomos. Os estudos de interacdo do A. aegypti com
Dengue virus demonstraram que no 5° e 7° dia apds a alimentag¢do oral houve um aumento
significante no niamero total de hemocitos onde os plasmatocitos, oenocitdides e granuldcitos
foram os tipos celulares que aumentaram neste periodo. Os estudos por microscopia exibiram
alteragdes morfoldgicas caracteristicas nos plasmatocitos e nos oenocitoides de 4. aegypti
devido a presenca do virus na hemolinfa. Entretanto, os plasmatdcitos, oenocitoides e
granulocitos estdo habeis para endocitar os virus, como demonstrado pela imonumarcagio

especifica visualizada na microscopia confocal.
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ABSTRACT
Insects have immune mechanisms to provide protection against different microorganisms.
These include anatomic and physiologic barriers as well as, cellular and humoral defense
responses. Most insect immunity studies are concerned with the humoral response. However,
hemocytes are also known to be involved in the cellular immune responses against many
types of microorganisms. Firstly, we characterized the hemocytes of the mosquitoes Aedes
aegypti and Aedes albopictus revealing six different cellular subpopulations: Prohemocyte,
adiphoemocyte, granulocyte, plasmatocyte, oenocytoide and thrombocytoid. We show that
these mosquitoes have approximately 3.000 hemocytes/ul of hemolymph and they exhibit
diverse patterns in the recognition of different lectins (Bandeiraea simplicifolia, Canavalis
ensifonnis, Helix pomatia, Arachis hypogea, Ulex europaeus, Triticum vulgaris, Limulus
polyphemus, Ricinus communis). Endocytosis assays revealed that in A. albopictus,
granulocytes and plasmatocytes have phagocytic activity against the latex particles.
Additionally, in these cells and in oenocytoides we observed the presence of several
lysosomes through visualization specific antibodies. In 4. aegypti, the prohemocyte, the
granulocyte and the oenocytoide were the cellular types that endocytosed the albumin.
However, the plasmocyte and the oenocytoite were the cells that were labeled as having
lysosomes. The interaction studies of 4. aegypti with Dengue virus showed that in the 5° and
7° days after the oral feed there was a significant increase in the total number of hemocytes,
with the plasmocytes, oenocytoides and granulocytes being the cellular types that increase
during this phase. Microscopic studies showed characteristic morphological alterations in the
plasmocytes and the oenocytoides of A. aegypti due to presence of virus in the hemolymph.
However, granulocytes, plasmocytes and oenocytoides were able to ingest virus as

demonstrated by specific immunolabeling see by confocal microscopy.
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1 INTRODUCAO

1.1 A doenca

1.1.1 Aspectos historicos

Os primeiros registros de uma doenga semelhante a dengue estdo descritos na
Enciclopédia Chinesa de sintomas e remédios e datam da Dinastia Chin (265-420 a.C.). A
doenga era conhecida como “agua envenenada” pelos chineses e acreditava-se que estivesse
relacionada a insetos voadores associados a agua. Os primeiros relatos de uma grande
epidemia de uma doenga com sintomas semelhante a Dengue Cléssica aconteceram nos trés
continentes (Asia, Africa e norte da América) em 1779 e 1780. Essa ocorréncia simultinea de
casos indica que o Dengue virus, assim como seu mosquito vetor, apresentava uma
distribuicdo mundial ha mais de 200 anos. A dengue era considerada uma doenca benigna, de
curso ndo fatal, proveniente dos visitantes dos trépicos. A II Guerra Mundial foi um evento de
grande importancia para a dispersdo do Dengue virus e do seu mosquito transmissor. Antes,
as epidemias aconteciam em intervalos de 10 a 40 anos. A dispers@o dos sorotipos virais
ganhou grande importancia com o crescimento da densidade e da drea ocupada pelo mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Este fato deve-se ao transporte dos mosquitos para areas nas
quais estes ndo eram encontrados e ao crescimento exacerbado da populagdo urbana e a sua
migragdo do ambiente rural para os crescentes centros urbanos. Desde entdo, a pandemia de
dengue comegou no sudeste da Asia e tem se espalhado pelo mundo (Halstead, 1992; Gubler,
1998; CDC, 2008). A intensidade da transmissao da infec¢do esta na relagdo direta, embora
ndo exclusiva, da abundancia de mosquitos A. aegypti em presenga de portadores humanos do
virus (Russell, 1993).

O cientista cubano, Carlos J. Finlay, incriminou o 4. aegypti como sendo o transmissor
da febre amarela em 1881. Esta descoberta abriu caminho para o estudo de outras doengas
transmitidas por vetores (Revisdo em Tan & Sung, 2008). A transmissdo da dengue por
mosquitos do género Aedes foi primeiramente descrita por Bancroft em 1906. Ashburn e
Craig encontraram um agente filtravel no sangue humano em 1906 e Simmons e
colaboradores transmitiram o virus para voluntdrios humanos e definiram o periodo de
incubagdo em mosquitos, em 1926 e 1931, respectivamente (Simmons, 1931 e Halstead,

1974).
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1.1.2 Descrigéo

A dengue ¢ uma arbovirose (virose transmitida por artropodes) que acomete o homem
e cujos agentes etiologicos sdo os virus pertencentes a familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Séo conhecidos quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV — 1, DENV — 2, DENV —3
e DENV—4 (Gubler, 1998).

Atualmente os sorotipos 1, 2 € 3 do Dengue virus circulam em todos os estados
brasileiros, exceto Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul. No dia 3 de janeiro de 2011, o
Instituto Evandro Chagas (IEC/PA) comunicou a confirmac¢do de um caso de dengue causado
pelo sorotipo 4 do virus (DENV4) em Manaus. O paciente nido possui histéria de
deslocamento para dreas de reconhecida circulagdo desse sorotipo, portanto o caso ¢
considerado autoctone (transmissdo ocorrida em Manaus). Com as informagdes disponiveis
até o momento este evento ndo apresenta vinculo com a ocorréncia de um surto de dengue
pelo mesmo sorotipo ocorrido em Roraima nos meses de julho a setembro de 2010. A
Secretaria de Satide do Municipio de Manaus iniciou ag¢des visando minimizar o impacto da
transmissdo pelo DENV4. Em 7 janeiro de 2011 o IEC também confirmou um caso autoctone

de dengue causado pelo sorotipo 4 em Belém (Ministério da Saude, 2011).

Em 2008, uma equipe de cientistas amazonenses ja havia identificado o DENV-4,
ausente no Brasil desde 1982, em trés pacientes que vivem e trabalham em Manaus
(Figueiredo et al., 2008). O constante risco da entrada de novos sorotipos no pais preocupa as
autoridades de saude. Segundo Halstead (1988), a segunda infec¢do adquirida pelo Dengue
virus pertencente a um sorotipo diferente daquele causador da primeira infec¢do (infecgdo
cruzada) desencadeia uma resposta imunolégica e esta condi¢do favoreceria um aumento na
permeabilidade vascular. A presenca de anticorpos circulantes de uma primeira infec¢do ndo
neutraliza o segundo virus infectante de sorotipo diferente e amplificam a infeccéo,
facilitando a penetra¢do em macrdéfagos do novo tipo infectante. As particulas virais utilizam
a por¢do Fc dos anticorpos ligados ao envelope viral para a ligagdo com os receptores de
membrana Fcy, presentes na membrana dos macrdéfagos. Trata-se da teoria da intensificagdo
da infec¢do viral dependente de anticorpos (antibody-dependent enhancement of viral
infection— ADE). Desta forma, o contato da populagdo com os quatro sorotipos acarreta um
aumento significativo no niimero destas infec¢des cruzadas, causando um aumento no nimero

de casos graves da doenca (Figueiredo, 1999). Sao destacados alguns outros fatores de risco

22




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

para a ocorréncia de casos graves, tais como: a cepa, o sorotipo de virus infectante, o estado

imunoldgico e genético do paciente e a concomitancia com outras doengas (Tauil, 2001).

O Dengue virus ¢ transmitido pela picada da fémea infectada do mosquito 4. aegypti e
apds serem inoculados no homem, fazem uma primeira replicacdo em células musculares
estriadas, lisas e fibroblastos, bem como em linfonodos locais. Neste momento, tem inicio a
viremia, disseminando-o por todo o organismo. Os virus podem circular livres no plasma ou
no interior de mondcitos/ macroéfagos. Sabe-se que o Dengue virus tem tropismo por essas
células fagocitarias, as quais sdo os maiores sitios de replicacdo viral (Figueiredo, 1999). Um
mosquito 4. aegypti susceptivel pode tornar-se infectado picando a pessoa doente durante o
estagio virémico febril causado pelo DENV. Apds um periodo de incubagao de 8-12 dias, um
mosquito infectado € capaz de transmitir o virus aos individuos susceptiveis. As fémeas
infectadas podem também transmitir o virus a sua prole (através dos ovos) pela transmissao

transovariana (Gubler, 1998).

1.1.3 Epidemiologia

Originalmente, o Dengue virus circulava e era mantido em ciclos de transmissédo
silvestres, envolvendo primatas inferiores ¢ mosquitos Aedes, na Asia e na Africa (Gubler,
1998). No entanto, a doenga se estabeleceu em centros urbanos das regides tropicais, em um
ciclo que envolve o homem — A4. aegypti — homem. Hoje, a transmissdo urbana do Dengue

virus tornou-se um grave problema de saude publica (Gubler, 2002).

Nos trés ultimos séculos, tem-se registrado a ocorréncia de dengue em varias partes do
mundo, com pandemias e epidemias isoladas, atingindo todos os continentes. Nas Américas, a
dengue tem sido relatada ha mais de 200 anos. Apds as primeiras décadas do século XX
parece ter havido uma diminui¢do ou mesmo interrup¢do da transmissdo do Dengue virus.
Porém, a partir dos meados da década de 60, diferentes epidemias de dengue classico foram
registradas em varios paises. A partir de 1963, houve circulacdo comprovada dos sorotipos 2 e
3 em vdrios paises. Em 1977, o sorotipo 1 foi introduzido nas Américas, inicialmente pela
Jamaica. A partir de 80, foram notificadas epidemias em varios paises, aumentando
consideravelmente a magnitude do problema. A FHD que afetou Cuba, em 1981, ¢
considerada como evento de extrema importancia na historia da dengue nas Américas. Essa
epidemia foi causada pelo sorotipo 2 , tendo sido o primeiro relato de FHD ocorrido fora do

Sudeste Asidtico e do Pacifico Ocidental (Ministério da Saiade, 2009).
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Na década de 90, o quadro epidemioldgico da dengue nas Américas e no Caribe
agravou-se e epidemias tém sido freqlientemente, observadas em vdrios centros urbanos,
muitas delas associadas a ocorréncia de casos hemorragicos (Teixeira et al., 1999). Hoje ¢
mundialmente considerada, a arbovirose mais importante, constituindo um grande problema
de satde publica com um significante impacto econdmico, politico e social (Gubler &

Meltzer, 1999 e Kyle & Harris, 2008).

No mundo, cerca de 3,5 bilhdes de pessoas, metade da populacdo mundial, estdo sob o
risco de infeccdo pelo Dengue virus. Aproximadamente 50-100 milhdes de pessoas sdo
infectadas anualmente, incluindo mais de 500.000 casos potencialmente letais de febre
hemorragica da dengue e sindrome do choque da dengue. Isto ocorre principalmente em
paises tropicais, onde as condi¢des climaticas (temperatura e umidade) sdo favoraveis a
proliferagdo do mosquito vetor (Tauil, 2002; Halstead, 2007; Kyle & Harris, 2008) (Figura 1).
A dengue é uma infec¢do reemergente e vem preocupando as autoridades sanitarias de todo o
mundo em virtude de sua circulagcdo nos cinco continentes e de seu grande potencial para

causar as formas graves e letais da doenga (Halstead, 1997).

@ Pais
? Local
[ ] Areas de risco continuo de transmissdo

Figura 1.Mapa da Dengue.

Este mapa pode ser usado como um guia para a avaliacfo de risco da dengue em todo o mundo. As regides azuis representam
as areas de risco continuo, tal como definido pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), confome relato pelos
Ministérios da Satde, organizagdes de saude internacionais, revistas e especialistas (ultima revisdo: 2008 do guia do CDC para
viajantes). A falta de indicadores vermelhos ndo relata que ndo ha transmissio, especialmente em areas onde Dengue virus ¢
endémico.

Fonte: Adaptado de http://www.healthmap.org/dengue/pt/
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Ha referéncias de surtos da dengue ocorridas no Brasil desde 1845, no Rio de Janeiro
(RJ) e, provavelmente ocorreram outros surtos nas regides Sul, Sudeste e Nordeste durante o
século XIX (Figueiredo, 2000). Entre 1958 e 1960, o 4. aegypti foi eliminado do Brasil e da
maioria dos paises americanos, através dos esforcos para erradicar a febre amarela pela
Associagdo Panamericana de Saiude. Entretanto, a erradicacdo ndo teve sucesso no Suriname,
Guianas, Venezuela, Ilhas do Caribe e Estados Unidos devido a falta de recursos para manter
a campanha. Desta forma, a reinfestagdo no pais pelo A. aegypti foi inevitavel ocorrendo no
ano de 1976. Em 1995, sua distribui¢do alcangou os mesmos niveis encontrados antes da
campanha (Figueiredo, 2000; Schatzmayr, 2000; CDC, 2008).

A primeira epidemia, documentada clinica e laboratorialmente, no Brasil ocorreu em
1981-1982, em Boa Vista-RR, causada pelos sorotipos 1 ¢ 4. Em 1986, ocorreram epidemias,
atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da regido nordeste. Desde entdo, a dengue vem
ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias,
geralmente associadas com a introdugdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes
ou alteracdo do sorotipo circulante. Na epidemia de 1986, identificou-se a ocorréncia da
circulagdo do sorotipo DENV-1, inicialmente no estado do Rio de Janeiro, disseminando-se, a
seguir, para outros seis estados até 1990. Em 1990, foi identificada circulagdo de um novo
sorotipo, 0 DENV-2, também no estado do Rio de Janeiro. Entre os anos de 1990 e 2000,
varias epidemias foram registradas. A circulagdo do DENV-3 foi identificada, pela primeira
vez, em dezembro de 2000, no estado do Rio de Janeiro e, posteriormente, no estado de
Roraima, em novembro de 2001. Em 2002, foi observada a maior incidéncia da doenga,
refletindo a introdugéo do sorotipo 3. E em 2004, 23 dos 27 estados do pais ja apresentaram a
circulagdo simultdnea dos sorotipos 1, 2 e 3 do Dengue virus (Nogueira et al., 2007,
Ministério da Saude, 2009).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Satude registrou até a
semana epidemiologica 26, que corresponde ao periodo de 27 de junho a 03 de julho de 2010,
cerca de 482.284 casos de dengue. Nesse cenario, a distribui¢do dos casos de dengue de
acordo com as regides do pais é a seguinte: Sudeste com 51,2%, Centro-Oeste com 23,7%,
Norte com 8,5%, Nordeste com 11,3% e Sul com 5,3%. Os estados com maior incidéncia da
doenga durante o periodo foram o Acre (3.619,5 casos por 100 mil habitantes), Mato Grosso
do Sul (2.521,1 casos por 100 mil habitantes), Goias (1.353,1 casos por 100 mil habitantes)
Rondonia (1.256,4 casos por 100 mil habitantes), Roraima (1.146,9 casos por 100.000
habitantes) e Mato Grosso (1.095,5 casos por 100 mil habitantes). Os Estados de Sdo Paulo e

Minas Gerais também se destacam pela incidéncia de 453 e 912,4 casos por 100 mil

25




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

habitantes, respectivamente. Esses oito estados concentram 75% dos casos no Brasil nas 26
primeiras semanas epidemiologicas do ano de 2010. Em Minas Gerais, 42% dos casos se
concentram em quatro municipios: Belo Horizonte (46.692; 26,6%), Betim (16.682; 9,1%),
Montes Claros (6.770; 3,7%) e Contagem (4.745; 2,6%) (Ministério da Saude, 2010).

Até a presente data, foram notificados 9.688 casos graves de dengue, sendo 2.271 casos
de Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome do Choque do Dengue e 7.417 casos de dengue
com complicagdes. Observa-se um aumento de 30,6% em relagdo ao mesmo periodo do ano
anterior, quando foram confirmados 7.180 casos graves. Com relagdo aos 6bitos, houve um

aumento de 67,6% em relagdo ao mesmo periodo de 2009 (Ministério da Saude, 2010).

1.1.4 Manifestac¢des Clinicas

A infec¢do pelo Dengue virus pode apresentar formas assintomaticas ou dois quadros
clinicos diferentes: Febre do Dengue (FD), também conhecida como dengue cléssico, e a
Febre Hemorragica do Dengue/Sindrome do Choque por Dengue (FHD/SCD), que € a forma
hemorragica com extravasamento de liquidos (Guzman & Kouri, 2003).

Os sintomas gerais sdo: febre, cefaléia e mal-estar geral que surgem apds o periodo de
incubagdo de quatro a sete dias, em média, apos a picada pelo mosquito. Durante esse periodo
febril agudo, que pode variar de 2 a 10 dias, o virus pode circular no sangue periférico. Nessa
fase da doenca, ¢ muito dificil diferenciar as formas clinicas da dengue, e muitas vezes a
dengue de outras infecg¢des, principalmente virais (Gubler, 1998).

A Febre do Dengue, em sua forma classica, ¢ uma doenca de evolugdo benigna
caracterizada por febre alta (39°C a 40°C), de inicio abrupto, seguida de cefaléia (dor de
cabega), mialgia (dor nos musculos), artralgia (dor nas articulagdes), nduseas, vOmitos,
fraqueza e pequenas manifestagdes hemorragicas. As mialgias sdo conseqiientes, em parte, a
multiplicagdo viral no préprio tecido muscular e acometem inclusive os musculos
oculomotores, sendo responsaveis pela cefaléia retro-orbitaria que muitas pessoas apresentam
(Figueiredo, 1999; Halstead, 2007). A febre do dengue geralmente é autolimitante e dura de 3
a 7 dias mas o paciente pode sentir mal-estar por até¢ 10 dias. Com o desaparecimento da
febre, ha regressdo dos sintomas que correspondem com o término do periodo de viremia
(Gubler, 1998).

Alguns aspectos clinicos dependem da idade do paciente. As criangas e o0s

adolescentes apresentam, normalmente, febre inespecifica o que dificilmente a diferencia de
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outras doencas. Os casos mais graves ocorrem nos adultos e sdo caracterizadas por um
aumento subito da temperaturaX 39°C) que persiste por 5 a 6 dias, retornando, algumas
vezes, a temperatura normal no meio do periodo febril (Mairuhu et al., 2004).

A prova do lago ¢ um procedimento utilizado para diagndstico da dengue, onde ¢
mantida uma pressdo elevada sobre o membro superior na tentativa de verificar a fragilidade
dos capilares. Ela é positiva quando aparecem mais de vinte petéquias em uma determinada
area da pele e pode ser encontrada em mais de 1/3 dos pacientes com febre classica (Rigau-
Pérez et al., 1998).

A Febre Hemorragica do Dengue inicia-se como uma febre indiferenciada nas
criangas, ou associada, segundo a idade, a graus variaveis de mialgias, artralgias, cefaléia, dor
retroorbitdria, exantema e manifestacdes digestivas como vOmitos e dor abdominal. O
periodo de incubacdo da FHD € semelhante ao da FD ocorrendo de 2 a 7 dias. Em qualquer
momento da doenga, € possivel a prova do lago tornar-se positiva ou aparecerem hemorragias
espontdneas. O periodo mais critico da FHD ocorre quando a febre regride para niveis
normais, onde, neste ponto, o paciente pode se recuperar ou progredir para a fase de
extravasamento de plasma. Instalam-se os derrames em cavidades serosas como ascite ou
hidrotérax, as manifestacdes hemorragicas aparecem ou pioram e os doentes apresentaram
hipotensdo e choque (Revisdo em Torres, 2005).

A Sindrome do Choque do Dengue ¢ a mais grave manifestacdo da FHD e foi definida
pela Organiza¢do Mundial de Saide como a FHD acrescida de sinais de insuficiéncia
circulatoria. Ocorre quando o extravasamento de liquidos para o intersticio causa queda na
pressdo arterial, seguida de hemoconcentragdo resultando em um choque hipovolémico onde,
sem tratamento adequado, pode levar a morte (Halstead, 2007). Os principais sinais de
adverténcia para o quadro de choque s3o: dor abdominal, vomitos persistentes, agitagdo e uma
subita mudanca da febre para hipotermia com sudorese e prostra¢do (Rigau-Pérez et al.,
1998).

As manifestacdes clinicas da dengue tém sido descritas como uma pirdmide onde: na
base podemos encontrar as infecgdes assintomadticas correspondendo de 50-90% de todos os
casos. O meio da pirdmide estd representando os casos sintomaticos ndo relatados e os
relatados que correspondem a menos de 10%. A doenga mais grave, FHD/SCD, é encontrada
no topo da piramide e sua incidéncia varia significantemente entre as infecgdes primarias e
secundarias (Figura 2). A infec¢do secundaria do dengue ocorre quando uma pessoa

previamente infectada com um sorotipo € exposta a outro sorotipo diferente e isto tem sido
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relatado sendo com o fator de risco mais importante para o desenvolvimento da forma mais

grave da dengue (Kyle & Harris, 2008).

FD
Sem notificagdo

Infecgdes
assintomaticas

Figura 2: Piramide que representa as manifestagdes clinicas da
dengue.

Fonte: Adaptado de Kyle JL e Harris E, 2008.

1.1.5 Diagnostico

Na Febre do Dengue, por causa da presenca da febre e mal-estar, os pacientes
procuram atencdo médica dentro de dois dias apds o inicio dos sintomas. Neste estagio, o
diagndstico € possivel apenas pela deteccdo do RNA viral ou pela presenca de proteinas do
dengue no sangue. O diagnostico soroldgico ndo € possivel até passar o periodo febril, porque
nesta fase ndo sdo detectados os anticorpos IgM e IgG no sangue (Guzméan & Kouri, 2004;
Halstead, 2007).

O isolamento viral pode ser realizado por inoculacdo em culturas celulares como
células C6/36, oriundas de A. albopictus. A observa¢do da alteragdo morfologica (efeito
citopatico) faz-se suspeitar da presencga viral, contudo este achado néo € constante. A detec¢do
de anticorpos especificos no soro do paciente (o ELISA de captura de [gM - MAC-ELISA) ¢
um exame util para a vigilancia, porque requer somente uma amostra de soro na maioria dos
casos, além de ser simples e rapido (Gubler, 1998 e Guzman & Kouri, 2004).

Por causa do desejo dos médicos e pacientes por um diagndstico no periodo febril,
existe uma necessidade em aperfeigoar e simplificar os métodos de Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) (Halstead, 2007). A transcri¢do reversa — reacdo em cadeia da polimerase
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(RT-PCR) pode ser usada para identificar o sorotipo especifico. E um método rapido, sensivel
e especifico que permite a detec¢do do virus em pequenas quantidades do soro do paciente
durante o periodo de viremia. S3o usados oligonucleotideos iniciadores (“primers”)

especificos para os sorotipos do Dengue virus (Lanciotti et al., 1992; Malavige et al., 2004).

1.1.6 Tratamento

Nao existe até o momento, uma droga antiviral em uso clinico, que tenha agdo efetiva
contra o Dengue virus. Nos casos benignos, como a Febre do Dengue, a medicagdo
administrada ¢ apenas sintomatica com o uso de analgésicos e antitérmicos. Contudo, devem
ser evitados os salicilatos, que podem favorecer o aparecimento de manifestagdes
hemorragicas e a acidose.

Os pacientes com Febre Hemorragica do Dengue devem ser observados
cuidadosamente para a identificagdo dos primeiros sinais de choque. O periodo critico para o
aparecimento destes sintomas ocorre apos o terceiro dia de doenga. Em casos menos graves,
quando os vOmitos ameagam causar desidratacdo ou acidose, ou houver sinais de
hemoconcentracdo, a reidratagdo deve ser realizada em nivel ambulatorial (Figueiredo &

Fonseca, 2004).

1.1.7 Controle e prevengao

Atualmente, muitas doencgas transmitidas por virus contam com vacinas eficazes,
como a da febre amarela, ou com medicamentos geralmente eficientes, como no caso da
malaria. Todavia, o controle do vetor ainda é imprescindivel para se prevenir diversas
doengas, entre as quais a dengue é o melhor exemplo; a qual ¢ parte integrante de muitos
programas de saude.

O controle dos vetores ndo pode depender de um s6 método, ele deve dispor de varias
alternativas, adequadas a realidade local, que permitam sua execucdo de forma integrada e
seletiva. Os componentes do controle incluem a vigilancia, o controle bioldgico, o controle
quimico com uso de inseticidas e repelentes, as armadilhas e o manejo da resisténcia a
inseticidas (Braga, 2007).

Com relacdo a dengue, s@o bem conhecidas sua etiologia e seus mecanismos de
transmissd@o. O seu espectro clinico ¢ muito amplo, variando de formas assintomaticas ou

oligosintomaticas até as formas graves e letais. Por outro lado, apesar de muito pesquisada,
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ainda ndo estd disponivel uma vacina preventiva e eficaz. Da mesma forma, nio se pode
contar ainda com uma quimioprofilaxia efetiva. No momento, o unico elo vulneravel na

cadeia de transmissdo do dengue ¢ o vetor (Tauil, 2002).

1.2 Dengue virus

O nome Flavivirus ¢ derivado da palavra latina Favus que significa amarelo, e
corresponde a ictericia causada pela febre amarela em pessoas contaminadas. A familia
Flaviviridae consiste de trés géneros: Flavivirus, Pestivirus ¢ Hepacivirus. O género
Flavivirus abrange aproximadamente 70 virus, incluindo o Dengue virus, o virus da encefalite
japonesa, o virus da encefalite transmitida por carrapatos, o virus do Oeste do Nilo e o virus
da febre amarela. Os flavivirus sdo transmitidos por membros do Filo Arthropoda,
principalmente mosquitos (Mukhopadhyay et al., 2005). O Dengue virus é classificado em
quatro sorotipos antigenicamente distintos, os quais podem ainda apresentar variagdes
genotipicas. O DENV-2, por exemplo, ¢ filogeneticamente agrupado em 4 ou 5 gendtipos,
sendo que dois sdo os mais usuais: o genodtipo Americano ¢ o do Sudeste Asiatico. O
Americano foi endémico no Hemisfério Ocidental e também em ilhas do Pacifico Sul por
cerca de cinco décadas, entretanto, atualmente esse gendtipo sé € encontrado no Norte do
México e Peru. Em contraste, o gendtipo do Sudeste Asiatico foi detectado a principio nas
Américas, durante uma epidemia de FHD em Cuba em 1981 e vem substituindo o genotipo

Americano (Rico-Hesse ef al. 1997).

Os Dengue virus sdo virus de RNA envelopados, esféricos, que medem de 40 a 60 nm
de didmetro. Possuem um nucleocapsideo poliédrico coberto com um envelope lipidico
derivado da célula do hospedeiro, e possui pequenas espiculas que se projetam do mesmo. O
genoma ¢ formado por uma molécula de RNA de fita simples com sentido positivo. Assim
como os virus de RNA senso positivo, o genoma do DENV ¢ considerado um material

infeccioso, pois funciona como RNA mensageiro.

O RNA viral é composto por aproximadamente 11.000 nucleotideos e possui uma
pequena regido 5’ capeada e ndo codificadora (NCR), uma janela aberta de leitura (ORF) e
uma regido ndo codificadora terminal 3°, que ¢ desprovida de cadeia poli-A, o que o
diferencia dos RNAs mensageiros celulares. A ORF codifica uma poliproteina de 3.400
aminoacidos que ¢ clivada co- e pods-traducionalmente por proteases virais e da célula

hospedeira para gerar um conjunto de 3 proteinas estruturais e das 7 ndo-estruturais. As
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proteinas estruturais codificadas pelo genoma sdo: do capsideo (C), de membrana (M,
expressa por prM, precursora da proteina de membrana que ¢ proteoliticamente clivada por
uma protease celular para formar proteina M em virions maduros) e do envelope (E), além de
sete proteinas ndo-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 essenciais na
replicagdo viral mas cujas fung¢des ndo estdo totalmente identificadas (Lindenbach et al.,

2007; Chambers et al., 1990; Mukhopadhyay ef al., 2005).

A proteina C é o primeiro polipetideo viral sintetizado e é capaz de neutralizar a
molécula de RNA viral com a qual estd associada, mas ndo é capaz de induzir anticorpos
neutralizantes. A formacdo da proteina M a partir de um precursor (proteina prM) parece ser
um fato crucial na morfogénese do virus. A fungdo desta proteina ndo esta clara, mas tem por
efeito um aumento da infectividade viral e uma reorganizagdo da estrutura da superficie do
virus que permite a fusdo a célula (Després, 1993). A glicoproteina E estd associada a fungdes
bioldgicas tais como a unido a receptores, a hemaglutinacdo dos eritrécitos, a indugdo de
anticorpos neutralizantes na resposta imunoldgica protetora, a fusdo dos virus com a
membrana endossdmica e o acoplamento viral (Chang, 1997). A figura 3 ilustra a estrutura e a

expressdo do genoma dos Flavivirus.
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Figura 3: Estrutura e expressdo do genoma dos Flavivirus.

A. Estrutura do genoma e elementos do RNA. O genoma apresenta uma pequena regido 5’ capeada e ndo
codificadora, uma janela aberta de leitura (open reading frame, ORF) contendo mais de 10.000
nucleotideos, uma regido ndo codificadora terminal 3’ (desprovida de cadeia poli-A) e as regides ndo
codificadoras 5'e 3° (NCR). A janela aberta de leitura codifica proteinas estruturais e ndo estruturais. B.
Processamento da poliproteina e clivagem dos produtos. As caixas abaixo do genoma indicam os
precursores e as proteinas geradas pela cascata proteolitica. Proteinas estruturais estfo na cor azul e as néo
estruturais (NS) estdo na cor branca. Sitios de clivagem (4, serino proeases virais ({), furinas ou proteases
relacionadas (V) e proteases ndo conhecidas (?) estdo indicadas. C. A proposta de topologia dos produtos
de clivagem da poliproteina com a indica¢do do reticulo endoplasmatico e citoplasma. As areas das
proteinas sdo proporcionais ao numero de aminoécidos e o arranjo segue a ordem (da esquerda para a
direita) do aparecimento da poliproteina. Proteinas estruturais maduras estfio na cor azul e os seguimentos
M e E que atravessam a membrana C-terminal estdo indicados.

Fonte: Adaptado de Lindenbach BD et al., 2007

1.2.1 Ciclo de multiplicagéo

Os flavivirus podem se replicar em uma variedade de células, de diferentes tecidos,
dependendo do hospedeiro. O ciclo de replicagdo dos Flavivirus (Figura 4) se inicia quando
os virus penetram na célula através de endocitose mediada por receptor (1). O ambiente acido
do endossoma inicia um processo irreversivel de trimerizag¢do da proteina E (envelope), o que
resulta na fusdo das membranas do endossoma e do virus (2). Apos a fusdo, o nucleocapsideo

viral € liberado no citoplasma, o RNA e o capsideo protéico se dissociam e o processo de
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replicagdo viral e a montagem da particula € iniciado. O genoma viral liberado no citoplasma
vai ser traduzido em uma série de proteinas virais e servir de molde durante a replicacdo do
RNA (3). E entfio sintetizada uma fita de RNA sentido negativo que serve como molde para a
producdo de fitas de RNA sentido positivo. A replicacdo do genoma ocorre nas membranas
intracelulares e a particula imatura ¢ formada na luz do reticulo endoplasmatico (RE). A
poliproteina viral € sintetizada em associagdo com o RE e posteriormente é processada em
tr€s proteinas virais estruturais: proteina C, prM e E e sete ndo-estruturais (4). Estas particulas
ndo infecciosas recém sintetizadas s@o transportadas para o Complexo de Golgi (5). Nele
ocorre a clivagem da prM criando uma particula madura e infecciosa, que é entdo liberada por

exocitose (6) (Mukhopadhyay et al., 2005).
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Figura 4: Ciclo de replicacéo dos Flavivirus.
Fonte: Adaptado de Mukhopadhyay S et al., 2005

1.2.2 Multiplicag@o do Dengue virus no vetor

Os mosquitos adquirem o Dengue virus (Figura 5) apos ingestdo de sangue
contaminado do hospedeiro vertebrado (1). As particulas virais se infectam e se replicam nas

células epiteliais do intestino médio do mosquito (2). Apds estabelecer a infecgdo neste drgdo,
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deixam o intestino (3) e passam para a hemocele podendo alcangar as glandulas salivares
através da corrente hemolinfatica (4b) ou apds infectar os érgdos secunddrios como 0s ovarios
e o corpo gorduroso (4a). Por fim, os virus sdo liberados das células epiteliais das glandulas
salivares e sdo transmitidos juntamente com a saliva para um novo hospedeiro vertebrado
através do repasto sanguineo (5) (Woodring ef al., 1996; Black 1V et al., 2002; Gubler ef al.,
2007).

Mesentério

RN
= V2

Glandulas salivares

Figura 5: Infecgdo do Dengue virus no mosquito vetor.
Fonte: Adaptado de Gubler DJ et al., 2007

O periodo de incubagdo extrinseco (PIE), que vai desde o repasto infectante até a
transmissdo do virus pela picada do mosquito dura em média 8-12 dias (Gubler, 1998). O PIE
¢ dependente da amostra viral, do titulo viral e da quantidade de sangue que o inseto se
alimenta (Halstead, 2008). Além disso, os fatores ambientais como a temperatura, a umidade
e a competéncia vetorial podem influenciar na disseminagdo do virus para as glandulas
salivares do mosquito (Black IV ef al., 2002).

A competéncia vetorial ¢ a habilidade intrinseca do vetor de transmitir o agente
bioldgico da doenga. Ela inclui a susceptibilidade a infeccdo, a reproducdo ou
desenvolvimento do patdgeno, a duracdo do periodo de incubagdo extrinseco e a eficiéncia da
transmissdo (Beerntsen et al., 2000). A competéncia vetorial para os arbovirus estd associada
a varias barreiras anatomicas que existem no inseto, as quais devem ser ultrapassadas pelos
virus para se estabelecer a infeccdo. Essas barreiras sdo classificadas como: a barreira de
infeccdo do intestino médio, a barreira de escape do intestino médio e a barreira da glandula

salivar (Black IV et al., 2002).
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1.3 Aspectos gerais da biologia do A. aegypti(Linnaeus, 1762) e do A. albopictus (Skuse,
1894)

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus pertencem a ordem Diptera, subordem
Nematocera, tamilia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, Género Aedes, Subgénero
Stegomyia (Consoli & Oliveira, 1994).

Os Dipteros se desenvolvem através de metamorfose completa (holometabolia), e o
ciclo de vida compreende quatro fases: ovo, larva (4 estadios larvarios), pupa e adulto. Assim
que os ovos entram em contato com a agua, ocorre a eclosdo das larvas. A larva passa por
quatro estadios (L1, L2, L3 e L4) e sua dura¢do depende da temperatura, da disponibilidade
de alimento e da densidade larvaria no criadouro. A fase larvéria corresponde ao periodo de
alimentacdo e de crescimento. Apds o quarto estadio, a larva passa a fase pupal, durante a
qual nd3o se alimenta e sofre a metamorfose para a fase adulta (Consoli & Oliveira, 1994;

Forattine, 2002) (Figura 6).
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Figura 6: Ciclo de vida dos culicideos. O desenho
mostra os quatro estadios de desenvolvimento:
1 - ovo, 2 — larva (4 estagios larvares), 3 - pupa,
4 - mosquito adulto.
O tempo médio de vida do mosquito adulto ¢ de 30 dias e a cada oviposicdo, a fémea
coloca em torno de 50 a 200 ovos (Gadelha & Toda, 1985). Ela € capaz de realizar inimeras
posturas no decorrer de sua vida, ja que copula apenas uma vez com o macho, armazenando

os espermatozoides em sua espermateca. Este 6rgdo ¢ utilizado para o armazenamento de

esperma, a partir da inseminagdo até antes que os ovos estejam fertilizados. Assim que o ciclo
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gonadotrofico (amadurecimento dos ovos) € completo, a fémea esta apta para a postura. Os
ovos sdo geralmente depositados em paredes internas e umidas dos locais onde, apds um
rapido desenvolvimento embriondrio, sdo capazes de se manter viaveis por longos periodos de
tempo (Consoli & Oliveira, 1994).

O A. aegypti é um mosquito rajado, de coloragdo escura, com manchas brancas pelo
corpo. Sua identificagdo ¢ facilitada pelo desenho em forma de lira presente no seu dorso, que
pode ser observado a olho nu. As manchas brancas, alternando-se com manchas escuras, sdo
encontradas na regido posterior da cabega, nos segmentos abdominais, onde as manchas
brancas formam cintos junto a base de cada uma das patas, que apresentam anéis brancos

contrastando com a sua cor escura (Gadelha & Toda, 1985 e Rey, 2001) (Figura 7).

Fiorda Medical Entormology Labaratory
@“IQ_QQ UNIVERSITY OF FLORIDA,

Figura 7: Aedes aegypti e Aedes albopictus.

O A. aegypti, que ¢ originario da Africa, é o principal vetor da dengue e da febre
amarela urbana (Paupy ef al., 2009). E caracterizado pelo alto grau de adapta¢io ao ambiente
urbano, o que vem dificultando bastante o controle da densidade populacional desse mosquito
(Silva, 1994). Os ovos sdo muito resistentes a dessecacdo, podendo permanecer vidveis por
mais de um ano. Essa resisténcia tem-se apresentado como sendo um dos principais
obstaculos para o controle do 4. aegypti, pois é ela que possibilita a dispersdo passiva da
espécie (Eiras, 2005). Ja a dispersdo ativa dos adultos ¢ reduzida, sendo a sua autonomia de
voo de aproximadamente 100 metros (Gadelha & Toda, 1985).

As fémeas de A. aegypti sdo preferencialmente antropofilicas, apresentam habito

alimentar diurno, intra e peridomiciliar, com picos pré-crepusculares. Apos a realizacdo do
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repasto sanguineo (hematofagia), as fémeas buscam os sitios para oviposi¢do onde seus ovos
sdo postos isoladamente nas paredes internas dos recipientes, préximos a laminas d’agua, que
servirdo de criadouros para o desenvolvimento de suas formas imaturas (quatro estadios
larvais e pupa). Em geral os criadouros colonizados pelo 4. aegypti, por ser uma espécie
bastante domiciliada, sdo artificiais preenchidos por aguas pluviais como os pneus, latas,
garrafas, calhas, pratos de plantas domésticas e de cemitérios ou aqueles utilizados para o
armazenamento de 4gua, para o uso doméstico, todos situados nas proximidades das
habitagdes humanas. Seu habitat, portanto, estd diretamente relacionado as condigdes
oferecidas pelo homem em seu ambiente domiciliar (Gadelha & Toda, 1985).

Esse mosquito ¢ vetor eficiente do Dengue virus, especialmente por causa do seu
comportamento hematofago intermitente, podendo assim, se alimentar em mais de um
hospedeiro durante um tnico ciclo gonadotréfico (Forattini, 1962 e Mackenzie et al., 2004).

O A. albopictus, originario da Asia, é o outro vetor do dengue no Sudeste Asiatico e
existente no Brasil desde 1986, onde foi identificado pela primeira vez no Rio de Janeiro
(Forattini, 1986, Paupy et al., 2009). Este mosquito também conhecido como “tigre asiatico”
pode ser encontrado na regifio da Asia temperada e tropical, Europa, Norte e Sul da América,
Africa e em alguns locais do Pacifico e Oceano Indico. O 4. albopictus é um mosquito de cor
negra, com uma faixa estreita, longitudinal, mediana, branco-prateada, abdomen com faixas
basais brancas e pernas marcadas de branco e preto (Eiras, 2005) (Figura 7). Como ¢
encontrado também em ambiente silvestre, ndo ¢é passivel, portanto, de eliminagdo pelos
programas de controle urbanos. E um vetor secundario do dengue, uma vez que nio é muito
doméstico e nem muito antropofilico. Assim, mesmo que o A. aegypti seja eliminado, ainda
existe, o risco de transmissdo do dengue pelo A. albopictus (Tauil, 2002).

Em algumas areas da Indonésia, t€m ocorridos surtos de dengue com frequéncia, nas
partes rurais do pais, onde o 4. albopictus ¢ a espécie predominante. Estudos sobre a
transmissdo do dengue em vilas da Tailandia indicaram o importante papel do 4. albopictus
na transmissdo da doenca (Braga, 2007). Na Asia, este mosquito tem um papel importante na
transmissdo da Encefalite Japonesa e Dirofilaria immits (Hawley, 1998).

Nas Américas, 0 4. albopictus ainda ndo foi incriminado de maneira consistente como
vetor do dengue, embora alguns estudos tenham encontrado larvas naturalmente infectadas
(Serufo et al., 1993). Em 1995, esse vetor foi encontrado pela primeira vez na América,

naturalmente infectado com o Dengue virus, durante um surto da doenga ocorrido no México

(Ibafiez-Bernal, 1997).

37




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

Os locais preferidos para as posturas t€ém, como carcteristicas comuns, a superficie
rugosa € o ambiente escuro presentes em recipientes naturais e artificiais. Os recipientes
naturais correspondem a ocos de arvores, tocos de bambus e bromélias. E os artificiais
correspondem, preferencialmente, aos pneus (Forattini, 2002).

As fémeas de 4. albopictus, frequentemente depositam seus ovos em pequenos grupos,
distribuidos em varios locais diferentes, o que facilita a dispersdo da espécie. Nos demais
aspectos da biologia sdo muito semelhante ao A. aegypti. Ressaltamos, resumidamente, que o
A. albopictus é diurno, muito eclético quanto ao hospedeiro, sendo o homem e as aves suas
vitimas mais frequentes; comparece muito ao domicilio humano, mas é muito mais comum no
peridomicilio; seus ovos sdo resistentes a dessecacdo e sua densidade é diretamente
influenciada pelas chuvas. E, porém, mais tolerante as temperaturas mais baixas (ex.: Norte da
Asia), enquanto o A. aegypti as evita. Devemos enfatizar que este mosquito pode tornar-se
uma "ponte" entre os ciclos silvestres e urbanos da febre amarela e de outros arbovirus no
Brasil, considerando-se a sua facilidade de frequentar, igualmente, os ambientes silvestres,

rurais, suburbanos e urbanos (Consoli & Oliveira, 1994; Braga, 2007; Paupy et al., 2009).

1.4 Sistema circulatorio dos insetos

Os insetos possuem o sistema circulatério aberto com a hemolinfa, liquido circulante,
ocupando a cavidade geral, conhecida como hemocele, e os apéndices. A hemolinfa circula
através da atividade de contragdo do unico vaso presente no inseto, que é um tubo localizado
dorsalmente ao trato alimentar que percorre o corpo do inseto longitudinalmente, chamado
vaso dorsal. E regularmente pulsatil e constituido por um tubo simples, diferenciado em duas
regides anatomicamente distintas: regido anterior, que se inicia no térax e termina na cabecga,
denominada “aorta”; e a regido posterior que se situa no abdomen e é denominada “coragéo”
(Gallo et al., 1978 e Chapman, 1983).

Nos Dipteros adultos, e em alguns outros insetos, a hemolinfa percorre todo o torax e
o abddmen, percorrendo os espagos ndo ocupados pelos 6rgdos internos, isto ocorre porque a
hemocele ¢ separada em duas partes por uma membrana mdvel de tecido gorduroso
(diafragma dorsal e ventral). As contra¢des dos musculos alares fazem com que o coragéo se
expanda e a hemolinfa seja empurrada para frente. A hemolinfa normalmente flui da parte
posterior para a anterior no vaso dorsal e da parte anterior para a posterior dentro das

cavidades perivisceral e perineural. O fluxo pode ser aumentado por estruturas pulsatorias
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acessorias localizadas na cabecga, torax, pernas ou asas e por contragdes do diafragma dorsal.
O fluxo da hemolinfa estd coordenado com os movimentos abdominais ventilatdrios

(Wasserthal, 1982 e Ruppert & Barnes, 1996) (Figura 8).
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Figura 8: Sistema circulatdrio dos insetos. As setas indicam o sentido da circulagdo da hemolinfa.
Fonte: Adaptado de Chapman RF, 1998.

1.5 Mecanismos de defesa dos insetos

Alguns animais multicelulares desenvolveram ao longo da evolugdo, formas de se
protegerem contra as infec¢des de organismos, utilizando dois sistemas de defesa conhecidos
como imunidade inata e adquirida. A imunidade inata necessita de fatores codificados da
linhagem germicida para o reconhecimento e morte de invasores estranhos. Entretanto, a
imunidade adquirida envolve a producdo de moléculas efetoras que reconhecem os antigenos
especificos que permitem ao organismo desenvolver uma memoria imunoldgica (Fearon,

1997; Lavine & Strand, 2002; Jiravanichpaisal ef al., 2006; Strand, 2008).

O sistema de defesa dos invertebrados, em geral, se distingue fundamentalmente
daquele dos vertebrados pela falta de imunoglobulinas, que sdo moléculas que apresentam alta
especificidade contra os invasores. Na falta da imunidade adaptativa, a resposta de defesa dos
invertebrados se apdia sobre um sistema de defesa complexo que envolve reacdes celulares e
humorais coordenadas (Karp, 1990 e Strand, 2008). No entanto, respostas semelhantes a
memoria imunoldgica t€m sido descritas em invertebrados como um fendémeno chamado de

“immune priming” (Schmid-Hempel, 2005).
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Um recente trabalho publicado na revista Science relata que quando ocorre uma
reinfeccdo do Anopheles gambiae com o Plasmodium falciparum, o sistema imunolégico do
mosquito responde de forma exacerbada a essa segunda infec¢do diminuindo a quantidade de
oocistos presentes no epitélio do intestino. A resposta imune também foi potencializada apds
a transferéncia da hemolinfa de mosquitos infectados para mosquitos sadios que depois foram
submetidos a infec¢do, o que demonstrou o mesmo padrio de resposta. Essa “vacinagéo”
gerou um aumento no nimero de hemocitos circulantes e uma diferenciagdo destas células.
Possivelmente, fatores de diferenciacdo produzidos pelos hemocitos s@o liberados na
hemolinfa dos mosquitos infectados que, quando transferidas para outro mosquito induzem a
diferenciagdo dos hemocitos conferindo uma imunidade. Os autores desse trabalho concluem
que o sistema imune do mosquito pode “lembrar-se” da infec¢do inicial e poder, desta forma,
montar uma resposta mais eficiente e duradoura como se gerassem células de memoria
(Rodrigues ef al., 2010).

O sucesso dos insetos, para se desenvolverem em ambientes repletos de competidores
potencialmente patogénicos, é atribuido a grande eficiéncia das suas barreiras mecanicas e/ou
fisiologicas. Nas barreiras mecanicas podemos destacar o tegumento (Gullan & Cranston,
1994) e a membrana peritrofica (matriz peritrofica) (Billingsley & Rudin, 1992). Em algumas
espécies de mosquitos a armadura cibarial ou cibario pode constituir uma importante barreira
mecanica (Mcgreevy et al, 1978). As barreiras fisiologicas utilizadas para a defesa
constituem as respostas humorais (Hultmark et al., 1980; Cociancich ef al., 1994) e celulares,
sendo esta ultima representada pelos hemocitos (Nappi & Christensen, 1986). Ha uma
interagdo estreita dos sistemas imunologicos celulares e humorais, pois, fatores humorais
podem atuar como moléculas de reconhecimento facilitando a fagocitose pelas células ou
ainda, células podem sintetizar e secretar moléculas humorais como aglutininas e peptideos
antimicrobianos; portanto a divisdo da imunidade é apenas para efeito didatico.

O tegumento é formado por uma camada epitelial de células (epiderme), e duas camadas
ndo celulares (lamina basal e cuticula). Sua importancia para o inseto ¢ evitar a perda
excessiva de agua e impedir a entrada de muitos patdgenos (Gullan &Cranston, 1994). A
estrutura e a composi¢do quimica da cuticula representam as principais barreiras de defesa.
Ela apresenta componentes antimicrobianos como: proteinas, lipidios, hidrocarbonetos,
diofenois, carboidratos, quitina e melanina que impedem a penetragdo na hemocele de
bactérias, virus e protozodrios, constituindo assim, a primeira linha de defesa contra

patdgenos e parasitas. Contudo, se essa barreira for danificada, esses patdgenos, que vivem na
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superficie da cuticula, podem penetrar na hemocele (Dunn, 1986; Marmaras et al., 1993;
Bulet ef al., 1999).

A matriz peritréfica, em insetos hematofagos, estd diretamente envolvida na protecdo
contra os danos mecanicos, mas um dos principais papéis atribuidos a ela € a protecdo contra
0s agentes patogénicos e toxinas; por promover uma barreira a transmissdo e subseqiiente
desenvolvimento desses agentes que penetram por via oral (Miller & Lehane, 1993;
Shahabuddin ef al., 1993; Pimenta et al., 1997). Sua localizagdo entre o alimento e o epitélio
do intestino médio, faz com que a matriz peritréfica desempenhe um importante papel na
biologia intestinal do inseto (Lehane, 1997). De acordo com Richards & Richards (1977) a
ingestdo da alimentagdo sangiiinea, assim como, a distensdo do estdomago por alimentos livres
de proteinas e o aumento do lumen do estdmago estimulam a sintese da matriz peritréfica. E a
partir da formacdo da matriz peritréfica que o intestino médio dos mosquitos passa a ser
protegido dos danos mecanicos, das agdes de patdgenos e das toxinas.

A armadura cibarial ou cibério é um obstaculo fisico dos insetos que funciona como
um filtro, podendo impedir a entrada de microorganismos ¢ parasitas pela via digestiva.
Alguns mosquitos apresentam esta estrutura quitinizada em seu intestino anterior (Mcgreevy
et al., 1978). Todavia, uma vez que o patdgeno vence estas barreiras e atinge a hemocele do
inseto, desencadeia a defesa hemocitaria, que segundo Bulet ef al. (1999) seria a resposta

imunologica propriamente dita.

1.5.1 Hemolinfa

A hemolinfa ¢ o unico tecido fluido extracelular no corpo dos insetos. E composto
pelo componente liquido, plasma linfatico; e por células incolores suspensas, hemocitos.
Percorre quase todo o corpo do inseto banhando os tecidos diretamente. A hemolinfa
corresponde de 15 a 75% do volume total do corpo do inseto. Sua quantidade e composigao
variam conforme a espécie, o momento fisioldgico e a idade. Esse liquido é claro, as vezes
incolor, podendo, apresentar coloracdo verde, amarela ou raramente vermelha, devido a
presenca de pigmentos soliveis provenientes da alimentagdo. Apresenta grande tendéncia a se
tornar escura, quando em contato com o ar, sob a influéncia de uma enzima, a tirosinase
(Barth, 1972 e Barracco, 1982).

O papel da hemolinfa no transporte dos gases respiratorios € pouco relevante e a troca
gasosa tecidual é realizada diretamente pelo sistema traqueal (Ruppert & Barnes, 1996).

Mesmo ndo tendo um papel destacado na oxigenacdo, a hemolinfa tem uma grande
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importéncia fisiologica. E atuando através dela que sio efetuadas as trocas quimicas entre os
diversos 6rgdos, funcionando no transporte de hormonios e enzimas; dos residuos oriundos do
metabolismo dos 6rgdos de excre¢do; e ainda no transporte das substancias nutritivas do
aparelho digestivo para os tecidos, asas e demais apéndices, os quais sdo banhados livremente
por ela (Gallo et al., 1978). A hemolinfa destaca-se ainda pela sua atuagdo na distribuicdo da
pressdo de uma regido para outra do corpo, como na ventilagdo do sistema traqueal, na
eclosdo, na ecdise e na expansdo das asas durante a muda (Vanetti, 1978).

Romoser (1973) e Borror et al. (1989) mencionaram ainda outras fun¢des da
hemolinfa tais como: lubrificante, armazenamento, prote¢do, coagulagdo, cicatrizacdo e
liberagdo de fatores protetores ndo celulares e formacgdo de outros tecidos. A hemolinfa
apresenta também, na parte liquida, aminoécidos livres os quais sdo os principais responsaveis
pela regulacdo osmotica do fluido, altas concentragdes de acido urico dissolvido, amonia,
fosfatos organicos, trealose (um agucar ndo redutor), proteinas e hemdcitos (Ruppert &
Barnes, 1996 e Chapman, 1998). A hemolinfa também participa da resposta imune humoral

como sera descrito em outro paragrafo desta introdugao.

1.5.2 Hemocitos

As células livres circulantes na hemolinfa dos insetos sdo denominadas de hemdcitos e
apresentam formas e fun¢des diversificadas (Barth, 1972). Sao todos elementos nucleados ¢
de acordo com Nappi & Stoloffolano Jr (1972), percorrem quase todas as regides do corpo
dos insetos, devido aos seus movimentos amebdides, podendo inclusive mover-se em sentido
contrario ao fluxo da hemolinfa. Podem também estar aderidos ao corpo gorduroso, traquéia e

sistema digestivo.

Em diferentes espécies de insetos, o nimero e os tipos de hemocitos podem
apresentar-se muito variaveis. Dentro de uma mesma espécie o nimero pode variar ao
longo do desenvolvimento do inseto na fase larval, nas ecdises e nos adultos e em resposta

ao stress, ferimentos e infecgdes (Lackie, 1988; Ratcliffe ef al., 1985; Brayner et al., 2007).

Os principais mecanismos de defesa sdo desenvolvidos pelos hemdcitos, que fornecem
uma resposta agil e eficiente contra os patégenos que atingem a hemocele (Ratcliffe et al.,
1985). Sdo comparados, devido as suas fungdes, aos leucdcitos dos vertebrados, visto que,
estdo relacionados direta ou indiretamente com a sua capacidade de reagir contra a

presenca de patdgenos (Bombonato & Gregdrio, 1995).
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1.5.2.1 Origem dos hemocitos

A populacdo de hemdcitos circulantes surge durante dois estdgios no
desenvolvimento do inseto. A primeira populagdo de hemocitos é produzida no mesoderma
anterior durante a embriogénese, enquanto que, a segunda populagéo € produzida durante o
estagio larval ou ninfal derivado do 6rgdo hematopoiético ou por divisdes celulares. O
conhecimento atual sobre como a hematopoiese é regulada deriva dos estudos com
Drosophila (Lanot et al., 2001 e Strand, 2008). Nem todos os tipos de hemdcitos se
dividem e a média de divisdo € varidvel até entre os mesmos tipos celulares (Hoffman et

al., 1979).

O ¢6rgdo hematopoiético em Drosophila ¢ chamado de ganglio linfatico, o qual se
forma bilateralmente ao longo da parte anterior da veia dorsal durante a embriogénese

(Jung et al., 2005).

1.5.2.2 Classificagdo dos hemocitos

Os diferentes tipos de hemdcitos tém sido descritos na literatura, porém tém sido
dificil uma classificacdo exata, porque as células individuais podem ter diferentes aparéncias
sob determinadas condi¢des. Desta forma, uma variedade de técnicas tém sido usadas nestes
estudos principalmente, a microscopia eletronica e a microscopia de luz. Esta ultima, por sua
vez, pode ser realizada empregando-se esfregacos fixados e corados, ou ainda através de
observagdes a fresco em contraste de fase. Para o estudo da microscopia de luz a maioria dos
autores prefere o contraste de fase devido a sua rapidez e a eficiéncia, além da vantagem de
permitir a observagdo de células vivas (Jones, 1979 e Shapiro, 1979).

Observagdes da hemolinfa, através da microscopia de luz, resultaram em numerosas e
conflitantes publicacdes quanto a classificacdo dos hemocitos, bem como, na dificuldade em
relaciona-los aos diferentes mecanismos de defesa, que envolvem a agdo de varios tipos
celulares (Willott ef al., 1994). As razdes para esta controvérsia decorrem também da grande

variabilidade morfoldgica dos hemocitos em fungdo dos estagios de desenvolvimento e das
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condi¢des ambientais, além da grande diversidade de insetos. Outra dificuldade encontrada ¢
a quantidade e a fragilidade destas células, dependendo dos métodos utilizados para seu
estudo, além dos pardmetros utilizados em sua classificagdo (Gupta, 1985 e Strand, 2008).
Para a classificagdo morfologica dos hemocitos sdo considerados varios aspectos
como: a) o tamanho, a forma, o nimero e afinidade tintorial de suas inclusdes e colora¢do do
citoplasma. b) as diferencas comportamentais, na sua habilidade de divisdo, rapidez de
degranulacdo ou vacuolizacdo de suas inclusdes, na sua fragilidade, no desenvolvimento de

projecdes citoplasmaticas e sua adesdo as superficies (Jones, 1979).

Na literatura encontram-se poucos trabalhos com abordagem sobre hemocitos de
insetos, quando se considera o elevado nimero de espécies existentes, ou mesmo quando se
considera apenas as espécies economicamente importantes na agricultura ou na satde. Os
trabalhos a esse respeito enfocam as ordens mais estudadas que sdo: Lepidoptera,

Himenoptera, Coleoptera e Diptera (Chapman, 1998).

1.6 Resposta imune humoral

A defesa humoral é representada principalmente pela a¢do de proteinas e peptideos
antimicrobianos, a ativacdo de uma complexa cascata proteolitica que leva a coagulagdo,
melaniza¢do da hemolinfa e a formacgdo de produtos de reacdes mediadas pelo oxigénio e
nitrogénio (Bogdan et al., 2000; Vass & Nappi, 2001; Lavine & Strand, 2002).

Na hemolinfa dos insetos existem proteinas soluveis presentes em pequenas
quantidades, que aparecem somente no curso de uma infec¢do, e que normalmente leva
algumas horas ou dias para sua completa expressdo (Cociancich et al., 1994). Essas
substancias estdo envolvidas no reconhecimento, na mediag¢do da resposta imune celular ou na
acdo direta antimicrobiana. Entre estas substancias, as mais estudadas sdo as lectinas, os
peptideos e as proteinas antimicrobianas (Wilson et al., 1999).

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas anfipaticas positivamente carregadas, na
sua maioria, compostas de 12 a 45 aminoécidos. O principal modo de agdo destas moléculas €
através do aumento da permeabilidade da membrana plasmatica (Andreu & Rivas, 1998). Os
peptideos antimicrobianos estdo amplamente distribuidos nos diversos organismos. A ampla
ocorréncia dessas substancias sugere que elas desempenham um papel importante na

imunidade inata (Boman, 1998).
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O espectro de acdo dos peptideos ¢ diverso, alguns peptideos tais como as cecropinas
sdo ativas quando em contato com bactérias gram-negativas e gram-positivas, ja as defensinas
sdo ativas principalmente contra as bactérias gram-positivas. Peptideos antiflingicos
especificos foram identificados em Drosophila (Lowenberger, 2001).

Outros peptideos antibacterianos, que fazem parte da imunidade humoral dos insetos,
sdo as atacinas que tém sido isoladas da hemolinfa dos lepidopteros e os diptericinas isolados
da hemolinfa de varias espécies de dipteros. As atacinas sdo peptideos consideravelmente
maiores que as cecropinas (180 aminoéacidos), mas sua acdo antibactericida ¢ menor. Estudos
realizados demonstraram que cada tipo de peptideo liga-se a um receptor diferente na parede
celular das bactérias. Essa caracteristica impede que as bactérias escapem através de mutacdes
(Cociancich et al., 1994). Alguns insetos, como os grilos, as baratas e os gafanhotos, ndo
sintetizam esses peptideos antibacterianos. Na hemolinfa desses insetos, a atividade
antimicrobiana ¢ realizada principalmente pelas lisozimas, e estas estdo presentes na
hemolinfa de todas as espécies de insetos (Kanost, 1999).

No 4. aegypti, apés a invasdo da hemocele por bactérias inicia-se a produgdo das
defensinas e das cecropinas, peptideos ativos contra as bactérias gram-negativas e diversos
outros peptideos que ainda estio sendo caracterizados (Lowenberger, 2001). Os peptideos sdo
produzidos, geralmente, no corpo gorduroso ou nos hemdcitos e podem também ser ativados
por precursores e liberados na hemolinfa por outros tecidos (Boman, 1998; Lowenberger,

2001; Lackie, 1988; Dimopoulos et al., 2000; Bartholomay ef al., 2004; Irving et al., 2005).

1.6.1 Importancia das lectinas

Nos insetos, as lectinas sdo proteinas com alta afinidade por motivos de carboidratos e
estdo relacionadas a varios fendomenos de reconhecimento celular, incluindo adesdo a
hemocitos e microorganismos. Desempenham, portanto, um papel importante na imunidade
dos artropodes, funcionando como opsoninas ao se aderirem aos microorganismos invasores
estimulando a fagocitose ou como receptores na membrana dos hemocitos. As lectinas
também podem estimular os hemocitos a degranular, resultando na coagulacdo ou liberagdo
dos componentes da cascata da profenoloxidase (Paskewitz & Christensen, 1996).

As lectinas tém sido detectadas na hemolinfa, no intestino € nas membranas celulares.
Sdo produzidas pelo corpo gorduroso e pelos hemocitos durante os processos infecciosos,
injurias ao tegumento e na degradacio dos tecidos durante os estagios de desenvolvimento. E

uma classe de glicoproteinas, que participa de muitos processos bioldgicos e especificamente,
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se ligam a glicolipidios, glicoprotéinas ou polissacarideos na superficie das células, causando
a sua aglutinacdo e/ou precipitacdo. Alguns pesquisadores consideram a interagdo lectina-
carboidrato e a ativacdo da cascata da profenoloxidase um dos mediadores no processo de
reconhecimento de patdgenos e parasitoides (Drif & Brehélin, 1994; Boucias & Pendland,
1993; Paskewitz & Christensen, 1996; Kawasaki ef al., 1996; Wilson ef al., 1999). Em larvas
da mosca Sarcophaga peregrina, moléculas de lectinas sdo liberadas na hemolinfa todas as
vezes que a cuticula do inseto ¢ danificada. Essa proteina auxilia os hemocitos no
reconhecimento e na fagocitose dos tecidos injuriados ou de microorganismos que invadem a
hemocele. Em ninfas da barata Blaberus discoidalis, inje¢des de Escherichia coli induzem o
aparecimento de lectinas na hemolinfa, que aumenta a fagocitose das bactérias. Em ninfas néo
desafiadas, as lectinas ndo sdo detectadas (Boucias & Pendland, 1993). Moléculas de lectinas
na membrana dos hemocitos tém sido relatadas por varios pesquisadores (Bradley et al., 1989
e Wheeler e al., 1993). Nos gafanhotos, Melanoplus differentialis ¢ M. sanguinipes 20% a
30% dessas moléculas estdo na membrana dos granuldcitos (Bradley et al., 1989). Varias
moléculas de lectinas ja foram purificadas e caracterizadas em lepiddpteros e ortopteros (Drif
& Brehélin, 1994; Chen et al., 1998).

As lectinas tém sido utilizadas na tentativa de marcar diferencialmente os hemdcitos
de algumas espécies de insetos (Mckenzie & Preston, 1992; Hypsa & Grubhoffer, 1997;
Hillyer & Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003a; Castillo et al., 2006). O uso de anticorpos
monoclonais (mAbs) para distinguir molecularmente as diferentes popula¢des de hemocitos
também s3o empregados para marcar hemocitos. Populagcdes de hemocitos individuais de
Hyalophora cecropia, Manduca sexta e Pseudoplusia includens podem ser distinguidos por
uma variedade de caracteristicas como ligacdo de anticorpos a superficie de membranas,
citoplasma, inclusdes citoplasmaticas e at¢ mesmo no nucleo (Gillespie & Kanost, 1997).
Alguns anticorpos monoclonais ligam-se aos mesmos tipos de hemocitos em diferentes
espécies (Willott ef al., 1995) entretanto, outros exibem diferentes caracteristicas de marcagao
(Ribeiro & Brehelin, 2006).

A coagulagdo da hemolinfa, fendmeno freqlientemente observado apds um ferimento
no exoesqueleto do inseto, esta relacionada a prevencdo da perda de hemolinfa e a reparagdo
de seu revestimento externo. Funciona também como barreira mecanica, bloqueando a
penetragdo de patogenos oportunistas. Na formacgdo dos codgulos, proteinas soluveis na
hemolinfa interagem com células especializadas do sistema imunoldgico, que constitui a

barreira final do sistema de defesa dos insetos. A coagulagdo da hemolinfa desempenha um
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papel complexo nas reagdes de defesa dos insetos, tendo sido observada sua participacdo no
processo de encapsulacdo (Rowley & Ratcliffe, 1981).

A fenoloxidase é uma enzima que catalisa a oxidagdo de compostos fendlicos
presentes na hemolinfa e na cuticula dos insetos. O produto final dessa oxidagdo ¢ a melanina,
que participa de trés importantes processos fisiologicos: esclerotizag¢do da cuticula,
cicatrizagdo de feridas e defesas imunoldgicas. A fenoloxidase encontra-se como uma
proenzima, chamada pro-fenoloxidase, ¢ ativada proteoliticamente por uma ou duas serina-
proteases em resposta as infecgdes. A fenoloxidase ¢ uma enzima bastante ativa e os produtos
intermediarios de sua ativagdo sdo toxicos tanto para os microorganismos invasores bem
como para o proprio inseto, por isso sua ativa¢do é limitada ao local de infecgdo, caso
contrario poderia levar a uma melanizagdo generalizada e letal para o inseto (Silva, 2000 e

Strand, 2008)

1.7 Resposta imune celular

Os hemocitos participam ativamente dos mecanismos de defesa dos insetos tais como:
o reconhecimento, a fagocitose, a encapsulagdo, a coagulacdo, a formacdo de nddulos e a
citotoxidade. Elas ocorrem em combina¢do com as defesas humorais (Dunn, 1986 e Ratcliffe

et al., 1985).

Eles circulam livremente na hemolinfa, mas apds o contato com particulas estranhas ¢ a
resposta a sinais extracelulares, rapidamente migram para o local onde destroem os invasores
(Silva, 2002). Esta capacidade de reconhecer, responder e eventualmente destruir estes
patdégenos € em grande parte devida ao esfor¢o cooperativo dos hemdcitos (Anggraeni &

Ratcliffe, 1991 e Meyer-Fernandes Jr ef al., 2000).

Os hemocitos reconhecem uma variedade de objetos estranhos, pela interagdo direta
dos receptores de superficie celular com as moléculas do organismo invasor, ou indiretamente
pelo reconhecimento de receptores da resposta humoral que opsonizam a superficie do
invasor (Lavine & Strand, 2002). Os granuldcitos e os plasmatocitos sdo os hemdcitos que

participam das defesas celulares na maioria dos insetos estudados.

Um fato de grande relevancia a ser considerado em um quadro infeccioso € a varia¢do no
numero e na propor¢ao dos diversos tipos de hemocitos presentes na hemolinfa. Em resposta a

presenca dos patogenos, tais variacdes decorrem da produgdo elevada de alguns tipos
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celulares e da imobilizacdo de hemdcitos em nodulos e cdpsulas, ao redor dos organismos
invasores (Chapman, 1998 e Brayner et al., 2007).
As reagdes de defesa celular sdo influenciadas por pardmetros genéticos e fisiologicos do

hospedeiro e do patégeno (Russo et al., 2001).

1.7.1 Fagocitose

A fagocitose € considerada a resposta celular primaria de defesa, em muitos insetos, que
ocorre contra virus, bactérias, protozoarios, fungos, corpos apoptdticos ou material inerte
particulado tanto in vivo como in vitro, sendo similar ao que ocorre em macrdéfagos de
mamiferos (Lanot ef al., 2001; Lavine & Strand, 2002; Strand, 2008). Ela é evolucionalmente
conservada sendo um processo complexo baseado no reconhecimento, no englobamento e na
destrui¢do intracelular de patégenos (Blandin & Levashina, 2007). Entretanto, ndo é apenas
uma resposta imune inata estabelecida contra microorganismos invasores mas, também um
processo contra as células apoptdticas e debris que sdo gerados durante o desenvolvimento do
inseto (Jiravanichpaisal et al., 2006).

O reconhecimento do organismo invasor pode ocorrer de forma direta com a liga¢do do
receptor com a superficie do patdogeno, ou mediado via fatores de opsoniza¢do que marcam a
particula a ser fagocitada (Bayne, 1990). A fagocitose necessita da a¢do de filamentos de
actina conectados por moléculas adaptadoras aos receptores de superficie celular que podem
ser uma forma especializada de endocitose mediada por receptor. O processo inicia-se com a
aderéncia de particulas na superficie dos hemdcitos, provavelmente através da interagdo com
as proteinas de membrana dos hemocitos. Este reconhecimento ocorre através de proteinas de
reconhecimento padrdo que funcionam como opsoninas, ligando a superficie do
microorganismo a receptores presentes nos hemocitos. Esta aderéncia de uma particula a
superficie do hemdcito estimula uma via de transdu¢do de sinal que resulta na formagéo de
pseudopodes que englobam a particula. Quando a endocitose ocorre, a particula ingerida ¢
aprisionada numa vesicula intracelular conhecida como fagossomo. O fagossomo se fusiona
com o lisossomo que contem enzimas que estdo envolvidas na morte intracelular do patégeno.
Entretanto, ainda ¢ pouco conhecido o mecanismo usado para a morte de patdgenos
fagocitados em artropodes (Stuart & Ezekowitz, 2005; Barillas-Mury ef al., 2005; Strand,
2008).

Os plasmatdcitos sdo as principais células fagociticas, que ao receberem sinais da

presenga de bactérias ou outro microorganismo, estendem protusdes finas e rigidas, chamadas
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filopodios, as quais exercem um papel importante na fagocitose. Os granuldcitos também
podem agir em conjunto ou separadamente com os plasmatocitos durante a fagocitose (Silva,
2000; Russo et al., 2001). Um microorganismo quando fagocitado pode ser destruido ou se

multiplicar no hemécito e provocar sua lise (Silva, 2002).

1.7.2 Nodulagéo

Se a concentragdo de patégenos € muito grande, os hemdcitos se agregam e formam
ndédulos a fim de imobilizé-los e de remové-los da circulagdo (Ratcliffe & Gagen, 1977).

Para haver a formag¢ao do nodulo, os granulocitos se autodestroem ou sdo destruidos
por outras células. A degranulagdo descarrega na hemolinfa substincias sinalizadoras que
atraem os plasmatocitos para a regido e aglutinam os microorganismos. Desta maneira, o
agente infectante ¢ circundado e imobilizado por uma estrutura amorfa formada por estas
células que acabam formando uma série de camadas ao seu redor. O nédulo assim formado
compreende, além do agente infectante, varios hemocitos mortos ao seu redor, circundados
por camadas de hemdcitos vivos. Para finalizar, este nodulo é removido da circulagdo (Miller
et al., 1994; Menezes & Mosig, 1999). A velocidade e a intensidade da formacdo desses
nddulos variam entre os insetos e alguns podem ser eventualmente encapsulados.

A formagdo dos nddulos tém sido considerada como a principal resposta imune celular
contra infec¢do bacteriana em insetos, ja que resulta no isolamento de um grande numero de
bactérias. Os hemocitos envolvidos na formagdo de nddulos sdo os plasmatocitos e

granulocitos (Dean et al., 2004).

1.7.3 Encapsulagdo

Quando o corpo estranho ¢ muito grande para ser fagocitado por elementos isolados da
hemolinfa, como as larvas e os ovos de endoparasitoides que sdo depositados na hemocele e
ndo podem ser isolados em nddulos, ocorre o fendmeno da encapsulagdo, isto ¢, a
aglomerag@o de um conjunto de células culminando com a formacdo de capsulas ao redor do
agente invasor (Strand & Pech, 1995; Meyer-Fernandes Jr et al., 2000).

Geralmente, os granuldcitos sdo os primeiros hemocitos que chegam ao local da
infeccdo. ApoOs constatar a presenga do endoparasitdide, essas células se agregam e

rapidamente liberam uma substancia granular na hemolinfa, que atraem os plasmatocitos. Em
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seguida, os plasmatdcitos chegam para formar uma camada de células, que se torna rigida por
um periodo de vérias horas. Normalmente, a formacdo de cépsulas ¢ acompanhada pela
produgdo de melanina. Durante a sintese de melanina, moléculas citotdxicas intermediarias
(quinonas) s@o produzidas e inativam ou matam grande parte dos microorganismos (Silva,
2000).

A formagao de nddulos e de capsulas parece idéntico quando se observa ao nivel ultra-
estrutural, isto sugere que, seja 0 mesmo processo contra alvos diferentes (Lavine & Strand,

2002).

1.7.4 A resposta imune contra a infec¢do por arbovirus

O diptero Drosophila melanogaster ¢ considerado o modelo de estudo dos principios
basicos da imunidade inata. A resposta humoral é iniciada por receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs — pattern recognition receptors) que se ligam especificamente aos padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs — pathogen associated molecular patterns) como
os lipopolissacarideos e peptideoglicanos constituintes da parede de bactérias. Estes estudos
com D. melanogaster tem exibido que as respostas imunes de artropodes sdo reguladas por
duas vias principais: a Toll e a imunodeficiente (IMD) (Revisao em Xi et al., 2008).

Os receptores de reconhecimento padréo ativam as vias iniciando uma cascata celular
que resulta na ativacdo de fatores de transcri¢do, que penetram no nucleo e se ligam a
sequéncias especificas do DNA que promovem a expressdo de um conjunto de genes, entre
eles, os genes codificadores de peptideos antimicrobianos (Fragkoudis et al., 2009). A via
Toll responde a infec¢do por fungos, bactérias gram-positivas e virus e conduz uma cascata de
eventos que resulta na degradagdo do regulador negativo Cactus, na translocacdo para o
nucleo de fatores de transcricdo como Dif, ocasionando um rapido aumento de moléculas
antimicrobianas. Esta via estd envolvida especificamente na resposta anti-dengue em A.
aegypti. A via IMD possui um importante papel na produgdo de peptideos antimicrobianos
(AMP), que respondem as infecgdes contra bactérias gram-negativas. A ativacdo desta via
conduz uma cascata similar a observada na via Toll levando a degradacdo do regulador
negativo Caspar e na translocagdo para o nucleo do fator de transcri¢do Relish (Lemaitre et
al., 1995; Revisdo em Xi et al., 2008). Recentemente, foi demonstrada a importancia desta via
no controle da infec¢do do Sindbis virus em Drosophila (Avadhanula et al., 2009). Os fatores
de transcricdo da familia Rel, Dif e Relish em Drosophila ou seus correspondentes em

mosquitos Rell e Rel2 atualmente s3o estudados através do uso do RNAi (RNA de
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interferéncia) como silenciador dos respectivos reguladores negativos Cactus e Caspar
(Revisdo em Xi et al., 2008).

A primeira evidéncia do envolvimento da via JAK/STAT - Janus Kinase (JAK) e
transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (STAT) - na resposta imune de insetos foi através
de estudos com Anopheles gambiae. O principal ponto da ativacdo da via JAK-STAT ¢é a
translocagdo do ativador de transcricdo STAT para o nucleo onde ativa genes-alvo. Esta via
contribui para a imunidade através da inducdo dos fatores tipo complemento, como a proteina
contendo tiol-ester (TEP) (Agaisse & Perrimon, 2004). A via JAK-STAT também tem sido
relacionada na defesa antiviral em Drosophila (Dostert, 2005) e na defesa contra DENV em
A. aegypti (Souza-Neto et al., 2009).

Nos ultimos anos, houve um aumento no conhecimento de genes relacionados a
imunidade dos mosquitos, principalmente através dos projetos de sequenciamento do A.
gambiae e A. aegypti (Holt et al., 2002 ¢ Nene et al., 2007). Grande parte dos trabalhos
pioneiros sobre resposta imune de mosquitos estéd relacionado a interagdo de Plasmodium com
Anopheles (Barillas-Mury & Kumar, 2005). Entretanto, existem poucas informagdes sobre a
imunidade inata dos mosquitos em resposta a infeccdo por arbovirus se comparado com os
estudos sobre Anopheles/malaria e Drosophila.

Em estudos com D. melanogaster infectadas com virus X de Drosophila, foi
observado que existe a ativag@o das vias Toll e IMD, ocasionando um aumento na produgdo
de peptideos antimicrobianos, chegando a niveis comparaveis aos vistos em infecgdes por
bactérias. Porém, a andlise de mutantes para genes destas vias demonstrou que apenas a via
Toll parece ser essencial na defesa do organismo contra a infec¢@o viral. Entretanto, estudos
com mutantes que super-expressam estes peptideos, ndo mostram nenhuma diminui¢do na
infeccdo pelo virus. Sendo assim, se estas moléculas possuem algum papel no combate a
infeccdo, este papel parece ser indireto, provavelmente auxiliando na ativagdo dos hemocitos
e na resposta celular de combate ao virus (Zambon et al., 2005). Esta teoria é sustentada pela
observagdo de estudos com lepiddpteras onde, os hemocitos sdo capazes de reconhecer e
melanizar as células infectadas por virus (Trudeau et al., 2001).

A via Toll de A. aegypti possui um papel importante em controlar a replicagdo do
Dengue virus apds o estabelecimento da infec¢do no mosquito (Ramirez & Dimopoulos,
2010). Xi et al. (2008) exibiram que a infec¢do pelo Dengue virus tipo 2 induz a expressdo de
um conjunto de genes correspondentes a via Toll e JAK-STAT. A ativagéo da via Toll e IMD
através do silenciamento, mediado pelo RNAi, de Cactus e Caspar causou uma reducdo nos

niveis de infecgdo viral que eram controlados primariamente pela via Toll. A repressdo da via
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Toll através do silenciamento do gene MID88 resultou em altos niveis de infec¢do pelo
Dengue virus.

Em muitas espécies de lepiddpteras, os hemocitos facilitam a amplificagdo dos
baculovirus e posteriormente a sua disseminac¢do para outros orgdos através das traquéolas
(Engelhard et al., 1994; Keddie et al., 1989). Entretanto, a resisténcia a infeccdo por
baculovirus é atribuida aos hemocitos no lepidoptero Spodoptera frugiperda que evitam a
infeccdo através da remog¢do dos virus da hemolinfa (Clarke & Clem, 2002). Os hemocitos
também podem diminuir a propagacdo viral através do processo de apoptose, que reduz o
numero de células infectadas (Feng et al., 2007). Embora importante no desenvolvimento em
vertebrados, a apoptose ou morte celular programada ¢ também uma resposta inata a infecg¢do
por virus em insetos que podem limitar sua replicagdo e propagacdo.

Girard et al. (2004) especulam que alguns arbovirus, podem requerer um sitio de
amplificacdo externo ao epitélio do intestino. Hardy ef al. (1983) especulam que mosquitos
que se alimentam de sangue com baixas concentra¢des de virus, necessitam de um sitio de
amplificacdo secundario diferente do epitélio do intestino.

Em geral, os hemdcitos respondem a presenca de patdgenos como bactérias, fungos e
parasitas (Plasmodium) através da melanizagdo e estdo envolvidos nos eventos de sinaliza¢do
celular através da producdo de peptideos antimicrobianos em associagdo ao corpo gorduroso
(Bartholomay et al., 2004; Herndndez-Martinez et al., 2002; Hillyer et al., 2003a, b; Infanger
et al., 2004; Lowenberger, 2001).

O papel dos hemocitos de mosquitos na replicagdo, disseminagdo e resposta antiviral a
infeccdo por arbovirus ndo ¢ bem compreendida. A infeccdo de hemocitos de mosquitos por
arbovirus tem sido relatada na literatura (Foy et al., 2004; Salazar et al., 2007; Sriurairatna &
Bhamarapravati, 1977), entretanto, ainda nido foi bem caracterizada, isso ocorre devido a

dificuldade em se coletar e trabalhar com estas células.
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2 JUSTIFICATIVA

As respostas imunes t€ém um papel critico na complexa relagdo que existe entre vetores
artropodes, humanos e os patéogenos que eles transmitem, podendo reduzir ou restringir a
capacidade vetorial de alguns organismos. A habilidade em se isolar e identificar os
hemocitos € essencial para os estudos de imunidade celular em insetos. A classificagdo destas
células baseada na morfologia e caracteristicas funcionais tem sido bem desenvolvida em
modelos como Drosophila melanogaster e alguns lepiddpteras. Entretanto, muito pouco ¢
conhecido sobre os tipos de hemdcitos presentes em outros insetos, incluindo numerosas
espécies de importancia médica como os mosquitos.

Desta forma, a caracterizagdo morfoldgica dos hemdcitos de insetos € o primeiro passo
para melhor compreender a resposta imune desencadeada por esses tipos celulares. Além
disso, o estudo da presenca de residuos de carboidratos na membrana destas células,
capacidade de fagocitose e as alteragdes observadas ultraestruturalmente na presenga de
patogenos sdo outras formas de avaliar a resposta imune celular.

O conhecimento sobre o sistema imunologico do A. aegypti e do A. albopictus é de
grande relevancia para o desenvolvimento de metodologias de controle de endemias
transmitidas por estes insetos. Desta forma, o presente estudo visa esclarecer alguns aspectos
da imunidade celular destas espécies sob o ponto de vista morfologico, funcional e ultra-

estrutural.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar morfologicamente os hemocitos do A. aegypti e do A. albopictus e avaliar

a resposta imune dos hemocitos do A. aegypti apos a infecgdo pelo Dengue virus sorotipo 2.

3.2 Objetivos Especificos

a) Caracteriza¢do morfoldgica dos hemocitos de 4. albopictus através da microscopia

oOptica e eletronica de transmissao.

b) Diferenciacdo das subpopulagdes de hemocitos atraveés da utilizacdo de marcadores

de superficie (lectinas).

c) Identificacdo dos hemocitos envolvidos no processo de endocitose de particulas de

latex e albumina e quais exibem marcago pelo anticorpo lisossomal.

d) Analise da dinamica hemocitaria do A. aegypti e do A. albopictus sadios e apds o

desafio com o Dengue virus.

e) Identificacdo das células alvo para o Dengue virus.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Mosquitos

A coldnia de mosquitos 4. aegypti, foi estabelecida em 1999, pelo Dr. Paulo Pimenta no
insetario do Laboratorio de Entomologia Médica do Instituto René Rachou (IRR), Belo
Horizonte, Minas Gerais, a partir de coletas realizadas em Campos dos Goitacazes, no estado
do Rio de Janeiro. A coldnia de mosquitos A. albopictus foi estabelecida em 2007 a partir de
ovos cedidos pelo Laboratorio de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes, Recife,
Pernambuco.

As colonias de mosquitos foram mantidas, sob condi¢des padrdo, num insetario a 28°C,
com umidade relativa do ar de 80% e sendo submetidos a um fotoperiodo de 12h de claro e
12h de escuro. As fémeas adultas foram alimentadas com solugdo de glicose 10%, oferecida
permanentemente e sendo diariamente renovada. Semanalmente, as fémeas foram alimentadas
com camundongos albinos sadios, anestesiados com thiopentax na dosagem de 3,5mg/animal.
Para a obtengdo da desova, apds trés dias da alimentag@o sanguinea foi colocado dentro da
gaiola um recipiente contendo agua isenta de cloro e um pedago de papel filtro. Para eclosdo
dos ovos, o papel contendo a desova foi colocado em uma bandeja pléstica contendo agua
preparada (sem cloro e com oito gotas de iodo). As larvas recém eclodidas foram transferidas
para novas bandejas com agua preparada e alimentadas diariamente com ragdo de peixe
(Goldfish Colour®). As pupas foram coletadas e transferidas para gaiolas proprias, até o

momento em que os adultos emergiam, os quais foram utilizados em todos os experimentos.

4.2 Coleta da hemolinfa através da técnica de perfusdo intratoracica

Para a realizagdo da perfusdo, os mosquitos foram colocados no gelo (1-2 minutos) para
imobilizacdo. A hemolinfa foi retirada através de perfusdo no torax, com o auxilio de um
microcapilar de vidro, através da inoculagdo de 1pl do fixador Formaldeido 4% (Electron
microscopy sciences®), utilizados para os experimentos envolvendo a microscopia de luz e
laser confocal. Para a microscopia eletronica de transmissdo foi utilizado o fixador Karnovsky
(3% Glutaraldeido e 2% Formaldeido em Tampao Fosfato de Sédio 0,1M pH 7.2) modificado
segundo artigo de Hillyer & Christensen (2002). Esta técnica foi utilizada em todos os
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experimentos que envolviam caracterizacdo dos hemdcitos de A. aegypti e A. albopictus

(Figura 9).

A — B Ci

Figura 9 (A-C): Perfusdo no térax para coleta de hemolinfa.
Figura A - Mosquitos anestesiados no gelo. Figura B - Inoculagio da solugdo fixadora no térax do mosquito e
retirada da hemolinfa. Figura C - Materiais utilizados nesta técnica: pinga, microcapilar de vidro e fixador.

Fonte: Aragjo, H.R.C.

4.3 Microscopia de Luz

Apds a realizagdo da perfusdo, como descrito no item 4.2, as amostras de hemolinfa
colhidas foram colocadas individualmente em lamina para secar a temperatura ambiente por
20-30 minutos. As células foram coradas através da utilizagdo do kit Pandtico Rapido®
(Laborclin) através da imersdo da lamina por um minuto na solu¢do n°l, posteriormente na
solugdo n°2 e para finalizar na solugdo n°3, sempre retirando o excesso apoiando a ldmina em
papel toalha. As laminas foram lavadas em dgua corrente, com fluxo suave e em seguida
secas a temperatura ambiente. Apds a colora¢do, foram montadas sob uma laminula em
Entellan® (Merck). As células foram caracterizadas utilizando como parametro, a morfologia
e o0 tamanho. Para isso, foram visualizados todos os campos no microscopio 6ptico de campo

claro. Foram formados trés grupos de 10 mosquitos para o estudo com esta metodologia.

4.4 Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial

Para melhor caracterizar os diferentes tipos morfoldgicos de hemocitos através da
microscopia optica, a hemolinfa foi coletada por perfusdo dos mosquitos, com meio de cultura

Grace, em seguida foi colocada em placas de cultivo MatTek 35mm (MatTek Corporation,
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Ashland, MA USA) que também continham meio de cultura. Os hemocitos foram observados
vivos ao microscopio confocal Leica AOBS SPII. As imagens foram adquiridas em tempo

real utilizando contraste diferencial.

4.5. Microscopia Eletronica de Transmissdo

A hemolinfa de 300 insetos foi coletada como descrito no item 4.2 e colocada
diretamente em um microtubo de pléstico de 1,5ml contendo fixador e previamente tratado
com Sigmacote® (Sigma) por no minimo duas horas. O pool de hemolinfa obtido foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos, lavado duas vezes com tampdo fosfato de sédio
0,IM, pH 7,2 e pos-fixado com 1% tetréxido de dsmio e ferricianeto de potdssio 0,8%
(Pimenta & De Souza, 1985) por 30 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em
seguida, a amostra foi lavada por duas vezes no mesmo tampdo e desidratadas em séries
crescentes de acetona para posterior infiltragdo e emblocamento em resina Epon 812 (Electron
Microscopy Sciences). Apds a polimerizagdo dos blocos, foram obtidos cortes ultrafinos em
ultramicrétomo, que foram coletados em grades e contrastados com acetato de uranila por 60
minutos e citrato de chumbo por 05 minutos. As imagens foram analisadas ao microscopio
eletronico de transmissdo JEM 1011, JEOL (Tokyo, Japdo) e os registros fotograficos foram
obtidos por meio da camera digital Gatan BioScan Modelo 792 e software de captagdo de
imagens Gatan Digital Micrograph 3.6.5 (Gatan Inc., Warrendale, Estados Unidos da

América).

4.6 Marcacdo com lectinas

Para reconhecer os possiveis marcadores na superficie dos hemocitos, as hemolinfas
de 50 mosquitos foram obtidas como descrito no item 4.2 ¢ colocadas em microtubos de
plastico de 1,5ml previamente tratados com Sigmacote® contendo fixador (Formaldeido a
4%). O pool de hemolinfa obtido foi lavado trés vezes em PBS por 10 minutos, sendo
centrifugado a 3.000rpm por 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido em PBS, distribuido
em laminula tratada previamente com poli-L-lisina (Sigma), deixada em camara timida a
temperatura ambiente durante 24hs para a aderéncia das células. A laminula foi incubada em
PBS/ BSA 1%/TRITON 0,2% por 30 minutos. A partir deste momento, as amostras foram

acondicionadas em cadmara umida ao abrigo de luz. Em seguida, as amostras foram incubadas
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com as seguintes lectinas conjugadas a FITC: BSI (Bandeiraea simplicifolia), ConA
(Canavalia ensiformis), HPA (Helix pomatia), PNA (Arachis hypogea), UEA (Ulex
europeaus), WGA (Triticum wvulgaris), LPL (Limulus polyphemus) e RCA (Ricinus
communis) diluidas na concentragdo de 1:100 em PBS/ BSA 1%/ TRITON 0,2% durante 1
hora. Apos a incubagdo as amostras foram lavadas por trés vezes em PBS/ BSA 1%/ TRITON
0,2% por 5 minutos e incubada na presenga do corante nuclear DAPI 14.006nM (4 -
Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride — Molecular Probes) diluido 1:250 em PBS/
TRITON 0,2% por 30 min. Para finalizar, as amostras foram lavadas 1 vez em PBS e as
laminulas foram montadas utilizando meio de montagem que ndo perde a fluorescéncia,
Mowiol® (Aldrich) e guardadas em geladeira protegidas da luz. As amostras foram
observadas ao microscopio laser confocal Zeiss SLM 510. As imagens foram adquiridas na
objetiva de 63X utilizando o laser 488nm e filtro BP 505 - 530 para leitura do FITC e a leitura
para DAPI foi feita pela HBO. As células que exibiram fluorescéncia apos o tratamento foram
consideradas positivas e a intensidade das marcagdes foi analisada.

As caracteristicas de cada uma das lectinas utilizadas, mencionando o0s seus
respectivos nomes comuns e cientificos, além de suas especificidades para os diferentes tipos

de agucares estio na tabela abaixo:

Tabela 1 — Lista de lectinas

SIGLAS NOME COMUM NOME CIENTIFICO ESPECIFICIDADE

BSI - Bandeiraea simplicifolia a-gal, a-gal/NAc

ConA Concavalin A Canavalis ensifonnis a-man, a-glc

HPA Roman snail Helix pomatia GalNAc

PNA Peanut Arachis hypogea B-gal (1—3)GalNAc
UEA Furze Ulex europaeus a-L-Fuc

WGA Wheat germ Triticum vulgaris (GleNAc),, NeuNAc
LPL Horseshoe crab Limulus polyphemus ~ NeuNAc, GalNAc, GlcNAc
RCA Castor bean Ricinus communis GalNac, 3-Gal

Fonte: catdlogo da Sigma
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4.7 Ensaios de endocitose

4.7.1 Particulas de latex-FITC

Para a observagdo da fagocitose de particulas abidticas, as particulas de latex (Latex
beads polystyrene, sulfate modified fluorescent — SIGMA) previamente acopladas a
substancia fluorescente FITC de 0,526 pm de didmetro (solugdo aquosa, 2,5% de contetdo
solido), foram diluidas na proporg¢do de 1:10 em PBS estéril, pH 7,2. Cerca de 50 fémeas de
A. albopictus (com idade de quatro dias apos a emergéncia) foram inoculadas com 1ul no
torax com o auxilio de um microcapilar de vidro. Apds 1 hora da inoculagdo, os hemocitos
foram coletados como descrito no item 4.2 e colocados por 30 minutos em microtubos de
plastico de 1,5ml previamente tratados com Sigmacote® contendo o mesmo fixador. O pool
de hemolinfa obtido foi centrifugado a 3.000rpm durante 10 minutos, em seguida lavado trés
vezes em PBS por 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido em PBS, distribuido em
laminula tratada previamente com Poly-L-lisina, deixada em cadmara imida a temperatura
ambiente e protegida da luz durante 24hs para a aderéncia das células. As laminulas foram
montadas em laminas, utilizando meio de montagem que nao perde a fluorescéncia, Mowiol®
(Aldrich), e guardadas em geladeira protegidas da luz. O material foi visualizado e
fotografado ao microscépio confocal Zeiss SLM 510 na objetiva de 63X utilizando o laser

488nm e filtro BP 505 - 530 para leitura do FITC.

4.7.2 Albumina-rodamina

Cerca de 50 fémeas de 4. aegypti (com idade de quatro dias apds a emergéncia) foram
inoculadas no torax, com o auxilio de um microcapilar de vidro, com Sug/ml de albumina
conjugada a rodamina (Albumin, Bovine — Rhodamine B Isothiocyanate from bovine serum,
A4537, SIGMA) diluida em PBS. Apds os tempos de 30 min e 1 hora da inoculagdo, os
hemocitos foram coletados como descrito no item 4.2 e colocados em microtubos de pléstico
de 1,5ml previamente tratados com Sigmacote® contendo o fixador (Formaldeido a 4%) por
30 minutos. O pool de hemolinfa obtido foi centrifugado a 3.000rpm durante 10 minutos, em
seguida lavado 3X em PBS por 10 minutos. O sedimento foi ressuspendido em PBS,
distribuido em laminula tratada previamente com Poly-L-lisina, deixada em camara imida a
temperatura ambiente e protegida da luz durante 24hs para a aderéncia das células. Apds este

periodo, a laminula foi incubada com corante nuclear DAPI na concentracdo de 1:250 em
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PBS/TRITON X100 (Sigma) por 30 min, lavado 1X com PBS e montado em Mowiol®. A
lamina foi guardada em geladeira e protegida da luz. O material foi visualizado e fotografado
ao microscéopio confocal Zeiss SLM 510 na objetiva de 63X utilizando o laser 543nm e filtro

LP 560 para leitura da Rodamina. Para Dapi, a leitura foi feita pela HBO.

4.8 Marcagdo com anticorpo lisosomal

As hemolinfas de 50 mosquitos foram retiradas através da técnica de perfusdo, como
descrito no item 4.2; e colocadas em microtubos de plastico de 1,5ml previamente tratados
com Sigmacote® contendo o fixador Formaldeido a 4%. O pool de hemolinfa obtido foi
lavado trés vezes em PBS por 5 minutos, sendo centrifugado a 3.000rpm por 10 minutos. O
sedimento foi ressuspendido em PBS, distribuido em laminula tratada previamente com poly-
L-lisina, deixada em camara imida a temperatura ambiente durante 24hs para a aderéncia das
células. A laminula foi incubada em PBS/ BSA 1%/ TRITON 0,2% por 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram incubadas durante 2 horas com marcador lisossomal Anti-LAMP1
(anticorpo contra proteina de membrana lisossomal LAMP1 produzido em coelho — SIGMA/
L.1418) diluidas em diluidor de anticorpos com propriedades redutoras de fundo (DAKO), de
forma que a concentragdo final fosse Spg/ml. Apos a incubagdo, as amostras foram lavadas
por trés vezes em PBS/ BSA1%/ TRITON 0,2% por 5 minutos. A partir deste momento, as
amostras foram acondicionadas em camara imida ao abrigo de luz para posterior incubagio
com anticorpo secundario anti-coelho conjugado a FITC. O anticorpo secundario foi diluido
na concentragdo de 1:100 com diluidor DAKO® e incubado por 2 horas a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, as amostras foram lavadas por trés vezes em PBS/ BSA1%/
TRITON 0,2% por 5 minutos e incubadas na presen¢a do corante nuclear DAPI diluido 1:250
em PBS/ TRITON 0,2% por 30 min. Para finalizar, as amostras foram lavadas 1 vez em PBS,
montadas em Mowiol® e guardadas em geladeira protegidas da luz. As amostras foram
observadas ao microscépio laser confocal Zeiss SLM 510. As imagens foram adquiridas na
objetiva de 63X utilizando o laser 488nm e filtro BP 505 - 530 para leitura do FITC e a leitura
para DAPI foi feita pela HBO. As células que exibiram fluorescéncia apds o tratamento foram
consideradas positivas. As amostras controle receberam o mesmo procedimento citado acima,

entretanto, ndo foram incubadas com anticorpo primario Anti-LAMP 1.
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4.9 Cultura celular e multiplicagdo viral

4.9.1 Manutencéo das células C6/36

A linhagem celular continua C6/36 originarias de larvas de mosquitos 4. albopictus,
gentilmente cedidas pelo Dr. Claudio Antonio Bonjardim (ICB/UFMG), foi cultivada em
meio Leibovitz (L-15, Cultilab) contendo 100 UI/mL de Penicilina e Streptomicina, 2pg/ml
de Fungizon (Anfotericina B), 100ug/ml de Ciprofloxacina, suplementado com 10% soro fetal
bovino inativado (SFB, Cultilab) e mantido em estufa tipo Biologic Oxigen Demand (B.O.D.)
a28°C.

4.9.2 Dengue virus

A cepa do virus utilizada para os experimentos foi a DENV-2/SPH, isolada do soro de
um paciente diagnosticado com Febre Hemorragica do Dengue, na cidade de Ribeirdo Preto,
Séo Paulo no ano de 1991. Esta cepa foi obtida do Laboratdrio de Virologia e Microbiologia
Molecular, na Fundacdo Ezequiel Dias (Belo Horizonte — MG) e vem sendo mantida no

Laboratdrio de Entomologia Médica em culturas de células C6/36.

4.9.3 Infeccdo das células C6/36

Utilizamos uma garrafa de 25 ¢cm® apresentando uma monocamada de células C6/36
contendo 70% de confluéncia. As células foram lavadas duas vezes com PBS e adicionado 1
ml do sobrenadante de células infectadas com Dengue virus 2 mantidos no freezer -70°C. O
meio contendo o DENV foi homogeneizado sobre a monocamada de células a partir de leves
movimentos com a garrafa de cultura, a cada intervalo de 10 minutos. Apos 1 hora de
adsorcdo foi adicionado meio L-15 suplementado com 10% de SFB e mantido em B.O.D. a
28°C. A infec¢do foi observada através da presenga do efeito citopatico (formacdo de
sincicios) caracteristicos da presenca da infec¢do viral na cultura de células (Figura 10). Neste
momento, o sobrenadante da monocamada foi coletado, clarificado de restos celulares por
centrifugacdo e congeladas a -70 °C até o momento dos experimentos de inoculagdo. Para os

experimentos de alimentacdo oral utilizamos os virus logo apds a coleta da cultura de células.
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Figura 10 (A-B): Monocamada das células de mosquito A. albopictus clone C6/36.

Figura A — Células C6/36 ndo infectadas. Figura B - Células C6/36 infectadas com Dengue virus
apresentando sincicios. Aumento de 25X.

Fonte: Aratjo, H. R. C.

4.10 Alimentagdo oral dos mosquitos com Dengue virus

Cerca de 300 fémeas de 4. aegypti com idade de 2 dias pos-eclosdo foram utilizadas
nos experimentos de alimentagdo oral. As fémeas foram anestesiadas com CO,, separadas e
colocadas em gaiolas devidamente identificadas sem a solu¢do de acticar 24 horas antes da
alimentacdo. O repasto infectante foi realizado através de um sistema artificial, onde
pequenos funis de vidro transparente com capacidade de 300-500ul foram colocados
invertidos e conectados através de finas mangueiras para a passagem de agua aquecida. A
parte inferior dos alimentadores artificiais foi revestida com membrana animal dissecada da
pele de Gallus domesticus (um dia de vida). Foi retirado sangue de camundongo (Mus
musculus) previamente anestesiado com Tiopental com seringa de 1 ml contendo heparina.
Apds centrifugagdo do sangue a 2000rpm por 5 minutos, o plasma foi separado das hemacias.
Em seguida o plasma foi colocado em banho-maria por 1 hora a 56°C para sua inativagao ¢ as
hemaécias foram lavadas uma vez com PBS estéril. As hemdcias foram misturadas com plasma
inativado e mantidas a 4°C até sua utilizagdo. Na parte superior do alimentador foi adicionada
uma mistura de 2/3 de sangue contendo plasma inativado e 1/3 do sobrenadante de células
C6/36 infectadas com o DENV-2. A temperatura dos alimentadores foi mantida a 37°C pela
circulagdo de 4gua aquecida nas mangueiras vinda do banho-maria a 40°C. O tempo de
repasto durou cerca de duas a trés horas e, ao fim do processo, as fémeas ndo alimentadas

foram retiradas das gaiolas. As fémeas ingurgitadas foram mantidas no infectério a 28°C e
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alimentadas diariamente com solucdo agucarada a 10% durante todo o periodo do
experimento. As etapas de infec¢do e manutengdo dos mosquitos infectados foram realizadas
seguindo as normas internacionais de seguranca e executadas dentro do infectdério de alta

seguranga presente no Laboratorio de Entomologia Médica (Figura 11).

|- 2%

Figura 11 (A-E): Material utilizado no experimento de alimentacéo oral dos mosquitos.

A. Alimentador artificial. B. Sangue sendo colocado no alimentador artificial montado com
membrana. C. Momento da realizacdo do repasto pelos mosquitos. D. Disposigdo das gaiolas contendo
0s mosquitos conectadas por mangueiras onde circula d4gua aquecida. E. Banho-maria utilizado para

aquecer a dgua que passa pelos alimentadores.

Fonte: Araujo, H. R. C.
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4.11 Titulacdo viral

A titulagdo viral foi realizada através do método TCIDs, (50% da dose infecciosa da
cultura de tecido) realizado em placa de 96 pogos como descrito por Schoepp & Beaty (1984)
com modificagdes.

Para a realizagdo deste procedimento células C6/36 foram cultivadas em placas de 96
pocos com meio L15 suplementado com 1% de SFB, sendo implantadas 2,5 x 10
células/poco. Uma cadeia de dilui¢des seriadas (de 102 a 107") contendo o virus a ser titulado
foi inoculada sobre a placa contendo as células C6/36. Como controles foram utilizados duas
colunas com células ndo infectadas. Apds incubag¢do por duas horas em B.O.D. a 28°C,
completou-se o volume de cada pogo com 100pl. de meio L15 suplementado com 10% de
SFB e adicionado com antibidticos. Em seguida, as placas permaneceram na B.O.D. a 28°C
de 5 a 7 dias. Para avalia¢do da titulagfo, foi realizada a contagem dos pogos positivos, os
quais possuiam a presenca de sincicios.

O célculo do TCIDs foi realizado através do método Reed-Muench (1938). O titulo
do virus utilizado nos experimentos de alimentagdo oral foi de 1,0 x 10° TCID50/ml. Nestes
experimentos utilizamos o virus retirado da cultura de células C6/36 infectadas, como descrito
no item 4.10.3. O titulo viral da aliquota congelada, utilizada nos experimentos de inoculagéo,
foi estimado em 1,0 x 10* TCID50/ml. A Figura 12 mostra o desenho esquematico da placa de
titulagdo e de como foram realizadas as diluigdes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CO |€co |102 [10° [10° [10° |10 107 107 | 107

cCo |co |10° [10”° [10° [10° 107 107 |10° | 107
co [co |[10* [10* [ 10* [10* [ 10* [10* |10 | 107

CO |co |10° [10° [10° [10° [10° [10° [10° [10°
co [co [10° [10° [10° [10° [10°® [10®° |10° |[10°®

co [co [107 [107 [107 107 | 107 [ 107 |107 | 107

- Q@ ™@m m o o W »

Figura 12: Desenho esquematico da placa de titulagio.

Legenda: PBS (azul), controle ndo infectado (laranja) e dilui¢des seriadas do virus (bege).
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4.12 Dinamica hemocitaria

Para a realizagdo da contagem total e diferencial dos hemocitos utilizamos o protocolo
descrito por Castillo et al. (2006) com modifica¢des. Esta técnica foi adaptada pelos Doutores
Féabio Brayner, Luiz Carlos Alves e Janneth Rodrigues no Laboratory of Malaria and Vector
Research, NIAID do National Institutes of Health, NIH — USA. Utilizamos esta forma de
extracdo da hemolinfa para realizacdo de todos os experimentos envolvendo contagem de
células neste projeto.

A contagem foi realizada em hemolinfa diluida, utilizando hemocitometro descartavel
(InCyto®). Os mosquitos foram colocados no gelo (1-2 minutos) para imobilizagdo e em
seguida foram injetados em seus térax com 10ul da solugdo anticoagulante que consiste de:
60% meio Schneider’s (Sigma), 10% soro fetal bovino (FBS) (Hyclone) e 30% tampao citrato
(98mM NaOH, 186mM NaCl, 1.7mM EDTA e 41mM 4acido citrico), pH 4.5 vol/vol. A
hemolinfa diluida, contendo os hemocitos, foi coletada através do local onde encontra-se
inserido as patas do mosquito e por uma pequena incisdo no abdomen, o liquido foi capturado
com o auxilio de uma pipeta contendo ponteira siliconizada (Figura 13). Para realiza¢do da
contagem total e diferencial dos hemocitos do 4. aegypti e do A. albopictus ndo infectados,
foram realizadas contagens das células de 6 mosquitos individualmente, ndo alimentados, nos
dias 1, 2, 3, 7 e 8 pos-eclosdo. Para realizacdo da contagem total e diferencial dos hemocitos
do A. aegypti alimentado com sangue contendo Dengue virus, foram realizadas contagens das
células de 6 mosquitos individualmente nos dias 1, 3, 5, 7, 10 e 11 dias pos-alimentacdo oral.
Como grupo controle para o experimento de alimentagdo oral, realizamos a contagem de
mosquitos alimentados somente com agucar e com sangue sem virus nos mesmos intervalos
de tempo. Os graficos e as analises estatisticas foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Software, USA). O teste ANOVA foi utilizado para verificar
se as médias obtidas foram significantemente diferentes entre os grupos e o teste de Tukey
para realizar uma compara¢do multipla entre as médias visando identificar quais grupos
diferem entre si. Na contagem diferencial utilizamos Teste t student para comparar as médias
dos grupos controle e alimentado para cada tipo celular. Todos os niveis de significancia aqui

adotados foram de 5%.
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Figura 13: Obtenc¢éo de hemolinfa conforme descrito por Castillo JC et al., 2006 com modificacdes.
Fonte: Araujo, H. R. C.

4.13 Inoculagdo dos mosquitos 4. aegypti com Dengue virus

Os mosquitos 4. aegypti (com idade de 2-3 dias apds a emergéncia) foram inoculados
com uma agulha de vidro intratoracicamente contendo aproximadamente 1ul do virus DENV-
2, que se encontrava congelado, diluido 1:5 em PBS (Figura 14). O grupo controle foi
inoculado com 1ul de PBS. As agulhas foram preparadas com micropipetas de vidro
utilizando aparelho préoprio para a confec¢do de microagulhas (P-2000/Sutter Instrument
C.0.). Apds a infecgdo, os mosquitos foram mantidos em gaiolas no infectorio a 28°C,
alimentando-se somente de solucdo acucarada. Apds 48 horas do desafio, a hemolinfa foi
obtida através da técnica de perfusdo como descrito no item 4.2 e processada para os
experimentos envolvendo microscopia de luz como descrito no item 4.3. Para os
experimentos envolvendo microscopia eletronica, o material obtido foi processado como
descrito no item 4.5 e para os experimentos de microscopia laser confocal, a hemolinfa obtida

foi processada como descrito no item 4.14.
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Figura 14: Microinjetor Nanoject II (Drummond)
Fonte: Araujo, H. R. C.

4.14 Imunomarcag¢do dos hemocitos para o Dengue virus

A hemolinfa dos mosquitos inoculados com Dengue virus foram obtida como descrito
no item 4.2 e colocadas em microtubos de plastico de 1,5ml previamente tratados com
Sigmacote® contendo o fixador (Formaldeido a 4%). Apods duas horas, o pool de hemolinfa
obtido foi lavado trés vezes em PBS por 10 minutos, sendo centrifugado a 3.000 rpm por 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido em PBS, distribuido em laminula tratada previamente
com poly-L-lisina, deixada em cdmara imida a temperatura ambiente durante 24hs para a
aderéncia das células. O material foi incubado por duas horas em meio RPMI (Gibco®), em
temperatura ambiente. Logo apos, incubou-se as amostras em PBS/BSA 1%/TRITON 0,2%
por 30 minutos. Posteriormente foi realizada a incubagdo por 24 horas com o anticorpo
primario anti-DENV 2 (mouse policlonal) na dilui¢do 1:125 (preparado com diluidor de
anticorpos DAKO). Este anticorpo foi gentilmente cedido pelo Dr. William C. Black IV do
Laboratdrio de Arboviroses e de Doengas infecciosas da Universidade Estadual do Colorado
de Fort Collins nos Estados Unidos.

Apds a incubag¢do com o anticorpo primadrio, as amostras foram lavadas em PBS/BSA

1% /TRITON 0,2% por trés vezes de 5 minutos cada. Posteriormente foi feita a incubagdo do
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material com o anticorpo secundario (Anti-mouse) conjugado a FITC (Sigma) 1:100
(preparado com diluidor de anticorpos DAKO) durante duas horas. Em seguida, as amostras
foram lavadas novamente em PBS/BSA 1%/TRITON 0,2% por trés vezes sendo de 5 minutos
cada lavagem, incubadas na presenga do corante nuclear DAPI diluido 1:250 em PBS/
TRITON 0,2% por 30 min e depois lavadas novamente em PBS por trés vezes de 5 minutos
cada. O grupo controle consiste na utilizagdo de mosquitos 4. aegypti que ndo receberam
virus. Os hemdcitos deste grupo receberam o mesmo tratamento do grupo infectado com
virus. Para finalizar, as amostras foram montadas em Mowiol®, observadas ¢ analisadas sob o
microscopio laser confocal LSM-510 (Zeiss). As imagens foram adquiridas na objetiva de
63X utilizando o laser 488nm filtro para leitura BP 505 - 530 para FITC e leitura feita pela
HBO para DAPI. As células que exibiram fluorescéncia ap6s o tratamento foram consideradas

positivas.

4.15 Detec¢do do Dengue virus na hemolinfa dos mosquitos

4.15.1 Extracdo do RNA

Cerca de 50 mosquitos A. aegypti foram inoculados com DENV-2, como descrito no
item 4.13 e apds 48 horas a hemolinfa foi retirada utilizando RNALater® (Qiagen), que
garante a integridade do RNA durante o processo de lise celular. Como controle positivo
utilizamos particulas virais obtidas da cultura de células C6/36 infectadas como descrito no
item 4.9.3 de materiais e métodos. As células foram centrifugadas a 2.000rpm por 5 minutos e
lavadas com PBS 1X. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o kit QIAamp® Viral
RNA Mini kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante. O RNA total purificado foi

estocado a - 70°C para a posterior realizacdo da RT-PCR.

4.15.2 RT-PCR

O RNA viral foi convertido em DNA complementar (¢cDNA) sintetizado a partir do
iniciador anti-senso D2 desenvolvido por Lanciotti RS er al. (1992) através da técnica de
transcri¢do reversa (RT) utilizando a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) e
seguindo as instrugdes do fabricante. A reagdo ocorre com a adigdo de 2ul do

oligonucleotideo reverso D2 (10pmol) a Sul do RNA extraido, onde foi posteriormente
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aquecido a 70°C por 5 minutos. Apds a incubagdo no gelo (4°C) por 5 minutos, foi adicionado
13ul do mix: 4ul Tampao 5X (Tris-HCI a 250 mM pH 8,3; KCl a 375 mM e MgCl, a 15
mM), 4ul da mistura de ANTPs (10mM), 1ul da enzima M-MLV (200U) e 4ul de 4dgua livre

de RNAse. A reagdo foi entdo incubada por 60 minutos a 42°C e resfriada no gelo.

4.15.3 PCR

O cDNA obtido foi amplificado através de uma PCR “semi-nested” utilizando os
oligonucleotideos iniciadores usados para o Dengue virus sorotipo 2 como descrito no

trabalho de Lanciotti RS ef al. (1992) e listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores.

Posi¢éo no Tamanho do
Iniciadores Sequéncia (5 —3°) genoma Fragmento
D1* TCAATAGCTGAAACGCGCGAGAACCG 134 -161
D2** TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616 — 644 511 pb (D1 e D2)
TS2%** CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232 -252 119 pb (D1 e TS2)

* Iniciador senso; ** Iniciador anti-senso

Fonte: Lanciotti RS et al., 1992

A PCR foi realizada em duas etapas: na primeira etapa foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores D1 e D2 para amplificagdo do fragmento correspondente aos 4
sorotipos de dengue que contem S5S11pb. Foram utilizados: Tampdo da reacdo
GoTaq™(1,5mM MgCl,), Mix de dNTPs (10mM), Primer senso D1 (10pmol), primer ani-
senso D2 (10pmol), Go Tag™ DNA polimerase (5U), cDNA (20%) e dgua livre de nuclease.
Na segunda etapa, realizamos uma segunda reagdo de PCR utilizando os iniciadores D1 e TS2
para a amplificacdo do fragmento especifico para o sorotipo 2 do Dengue virus que contem
119pb. A reacdo consiste de: produto gerado na primeira PCR (molde) diluido 50X em agua
estéril e apirogénica, tampdo da reagdo GoTaq ™(1,5mM MgCl), mix de dNTPs (10mM),
primer senso (10pmol), primer anti-senso (10pmol), Go Taq"™ DNA polimerase (5U) e 4gua

livre de nuclease.
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As reagdes de PCR foram processadas no termociclador GeneAMP® PCR System
9700 (Applied Biosystems). Os ciclos de PCR foram adaptados em relagdo aos tempos

originais citados em Lanciotti RS ez al. (1992) onde as condi¢des foram:

1° PCR:
Temperatura Tempo Numero de ciclos
95°C 5 1 ciclo
94°C 30
55°C 30> 35 ciclos
72°C 30”
72°C 10° 1 ciclo
4°C s s
2° PCR:
Temperatura Tempo Numero de ciclos
95°C 5 1 ciclo
94°C 30”
55°C 30” 27 ciclos
72°C 30
72°C 10° 1 ciclo
4°C 0 s
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4.15.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida a 0,8%

Para visualizag@o dos resultados obtidos, 6l do produto da PCR e o marcador de peso
molecular 100pb DNA Ladder® (Promega) foram aplicados em um gel de poliacrilamida
0,8%. Este gel foi preparado a partir de uma solu¢do de bis-acrilamida (30%) e acrilamida
(0,8%) em tampdo Tris-borato/acido borico/EDTA (TBE 1X), adicionado N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amonio (APS). O gel foi submetido a
eletroforese (100V) por 1 hora aproximadamente em tampao TBE 1X. O gel foi fixado em
solugdo fixadora (2% acido acético, 4% alcool etilico v/v) por 10 minutos sob agitacdo
constante. Posteriormente foi corado com solugdo de nitrato de prata 0,2% por 10 minutos.
Em seguida, o gel foi lavado 2X por 1 minuto em agua destilada e revelado utilizando a
solugdo de NaOH 3% adicionado a 5% de formaldeido e mantido sob agitacdo até a
visualizag¢do das bandas. A reagdo foi interrompida pela adi¢do da solucgdo fixadora utilizada
anteriormente. O gel foi visualizado e fotografado utilizando Camera fotografica e

negatoscopio (Easydoc 100 - Bioagency).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo morfologica dos hemocitos de A. albopictus

Nossos estudos utilizando microscopia Optica e eletronica de transmissdo
identificaram seis tipos morfologicos de hemocitos circulantes na hemolinfa de A. albopictus,
sdo eles: prohemdcitos, adipohemocitos, granuldcitos, plasmatocitos, oenocitdides e
trombocitoides, os quais sdo morfologicamente semelhantes aos descritos anteriormente por

nos em A. aegypti (Aratjo et al., 2008 — ver anexo 2).

Prohembécitos:

Os prohemocitos foram as menores células encontradas na hemolinfa, geralmente
apresentam-se em grupos, possuem perfil esférico, oval ou até alongado, medindo cerca de 5-
7um de diametro (Figura 25A). Possuem um nucleo largo localizado no centro da célula, que
ocupa praticamente todo o citoplasma exibindo uma superficie lisa e homogénea, sem
projecoes (Figuras 26A e 30 A, C). A andlise ultraestrutural revela uma cromatina dispersa no
nucleo e em algumas células, o nucléolo é evidente. Apresentam poucas organelas, como:

reticulo endoplasmatico liso (REL) e mitocondrias (Figura 27A).

Adipohemocitos:

Os adipohemocitos sdo células frageis, redondas ou ovais que medem
aproximadamente 12-50pum de diametro (Figura 30B e D). As células observadas neste estudo
apresentam um nucleo redondo, localizado centralmente ou deslocado para a periferia da
célula (Figuras 25B). Seu citoplasma é bastante caracteristico com a presenca de grandes
vesiculas lipidicas, poucos granulos escuros quando observados ao contraste de fase (Figura
26B). Ao nivel utraestrutural podem-se observar mitocondrias e o complexo de golgi bem

desenvolvidos localizados adjacentes a membrana (Figura 27B).

Granuldcitos:

Os granuldcitos apresentam formato que varia de circular a oval, com 8-20pum de

diametro e aderem-se bem na lamina de vidro (Figura 30 A ¢ E). A membrana plasmatica ¢é
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irregular e o citoplasma exibe alguns granulos densos (Figura 25C e 26C). Fotomicrografias
eletronicas mostram que o nucleo destas células pode ser esférico ou lobado com ilhas de
heterocromatina presentes. Em algumas células, o nucléolo proeminente pode ser observado.
O citoplasma exibe filopddios, granulos de diferentes elétrons-densidade, envoltos por
membrana e muitas vesiculas de diversos tamanhos preenchendo praticamente todo o
citoplasma. Diferentes tipos de vesiculas contendo materiais eletrondensos ou

eletronluscentes sdo encontrados em praticamente todas as células (Figura 27C).

Plasmatocitos:

Os plasmatocitos sdo células bastante polimorficas, variando de arredondadas a
alongadas com 9-40um de didmetro. Sao facilmente reconhecidos por aderirem a lamina,
formando projegdes citoplasmaticas (Figura 25D e 30G). A membrana plasmatica possui a
superficie irregular exibindo filopodios e pseuddpodes, com caracteristicas de fibroblastos
como descritos por muitos autores (Figura 26D).

A analise ultraestrutural exibe um nucleo redondo ou alongado, geralmente localizado
centralmente, com ilhas de heterocromatina distribuidas na periferia e um nucléolo evidente.
No citoplasma, observam-se mitocondrias alongadas, além de vactiolos de variados tamanhos,
preenchidos ou ndo com material eletrondenso (Figura 27D). Podem conter ou nio granulos.
Identificamos através de andlises ultraestruturais, um plasmatocito de A. albopictus

fagocitando uma célula em processo de apoptose (Figura 28).

Oenocitoides:

Os oenocitoides medem aproximadamente 7-10um de didmetro, possuem formato
redondo, com nucleo pequeno, lobulado e excéntrico (Figuras 25E e 26E). Bastante
semelhante aos prohemocitos, quando observadas na camara de neubauer diferem-se apenas
pelo tamanho (Figura 30A). A ultraestrutura revela um nucleo sem a presenca de nucléolo
proeminente e de citoplasma homogéneo com escassas organelas. Estdo presentes,
mitocondrias pouco desenvolvidas, pequenas vesiculas eletronluscentes e reticulo

endoplasmatico rugoso espacado (Figura 27E).

Trombocitbides:

73




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

Sdo as mais raras células encontradas, geralmente apresentam forma piriforme, medem
aproximadamente 10-14um de dimetro (Figuras 25F, 26F e 30H). Ultra-estruturalmente
possuem uma darea perinuclear evidente e citoplasma homogéneo, com organelas pouco
desenvolvidas. Similar aos oenocitdides, estas células exibem poucas mitocondrias, pequenos

vacuolos e granulos elétron-denso que podem ser visualizados (Figura 27F).

5.2 Marcagdo por lectinas

Como ndo existem atualmente anticorpos contra proteinas que possam ser marcadoras
dos diferentes tipos de hemocitos presentes nos mosquitos do género Aedes, resolvemos
diferenciar as subpopula¢des dos hemdcitos presentes em A. aegypti e A. albopictus,
utlizamos lectinas que possuem especificidade para diferentes residuos de carboidratos
(Tabela 01). As lectinas conjugadas a fluorocromos testadas neste estudo marcaram as
subpopulagdes de hemocitos das duas espécies de mosquitos com variagdes na intensidade.

Em A. aegypti, as lectinas ConA, UEA, WGA e LPL foram as que exibiram padrdes
de marcacdo mais fortes, seguidas da lectina PNA que exibiu um padrdo moderado. As
lectinas BS1, HPA e RCA néo marcaram nenhum hemécito de 4. aegypti (Tabela 03 e Figura
34).

Em A. albopictus, as lectinas UEA e WGA foram as que exibiram padrdes de
marcag¢do mais fortes, seguidas da lectina PNA que exibiu um padrdo moderado e das lectinas
BSI, ConA e HPA que marcaram fracamente as células. A lectina LPL ndo marcou nenhum
hemocito de A.albopictus. Nao realizamos a marca¢do com a lectina RCA (Tabela 04 e
Figura 35).

Das oito lectinas utilizadas em nosso estudo, metade delas marcaram hemocitos de
ambas as espécies (ConA, PNA, UEA e WGA). As células de A. albopictus foram marcadas
fracamente pela BS1 e HPA, entretanto em A. aegypti estas lectinas foram negativas. A
lectina LPL foi a unica que marcou hemocitos de 4. aegypti, mas ndo houve marcacdo desta
lectina em 4. albopictus, sendo a Unica negativa para esta espécie (Tabelas 03 e 04).

As lectinas ndo marcaram especificamente um Unico tipo de hemocito, desta forma,

ndo podemos separar as subpopulagdes de acordo com as marcagdes.

74




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

Tabela 1 — Lista de lectinas

SIGLAS NOME COMUM NOME CIENTIiFICO ESPECIFICIDADE

BSI - Bandeiraea simplicifolia a-gal, a-gal/NAc
ConA Concavalin A Canavalis ensifonnis a-man, a-glc

HPA Roman snail Helix pomatia GalNAc

PNA Peanut Arachis hypogea B-gal (1—3)GalNAc
UEA Furze Ulex europaeus a-L-Fuc

WGA Wheat germ Triticum vulgaris (GleNAc),, NeuNAc
LPL Horseshoe crab Limulus polyphemus ~ NeuNAc, GalNAc, GlcNAc
RCA Castor bean Ricinus communis GalNac, B-Gal

Fonte: catdlogo da Sigma

Tabela 3 — Marcagdo dos hemocitos de A. aegypti com lectinas

LECTINAS
HEMOCITOS  BSI ConA  HPA PNA UEA  WGA LPL RCA
Prohemocito - * * * . * * *
Adipohemocito * * * * ++ * Tt *
Granuldcito * -+ * + +++ T+ * ;
Plasmatdcito * * * - 4 * * *
Oenocitdide - +++ - - +++ -+ * *
Trombocitoide * * * ++ * * *¢ *

Intensidade de marcagéo: +++ forte, ++ moderada, + pouca, - nenhuma
* Nédo encontrado

Tabela 4 — Marcagéo dos hemocitos de 4. albopictus com lectinas

LECTINAS
HEMOCITOS BSI ConA HPA PNA UEA WGA LPL
Prohemécito * * * - 1 * _
Adipohemécito  * * * s * * *
Granuldcito * + * ++ - * *
Plasmatocito * * * - ++ ++ -
Oenocitoide + * + - ++ o+ -
Trombocitdide * - * - * * s

Intensidade de marcagéo: +++ forte, ++ moderada, + pouca, - nenhuma
* Nao encontrado
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5.3 Ensaio de endocitose

Para a realizagdo dos experimentos envolvendo endocitose, inoculamos albumina
conjugada a rodamina em mosquitos 4. aegypti. Realizamos a identificagdo das células apds
os primeiros 30 minutos e apos 1 hora de incubacdo in vivo. O prohemdcito, granulocito e
oenocitdide foram os tipos celulares que se encontraram positivos apds 30 minutos de
incubagdo (Figura 32 A,B e C). O oenocitéide foi o unico tipo celular positivo ap6s 1 hora de
incubagdo (Figura 32D). Apenas 27% das células identificadas neste experimento
encontraram-se positivas onde, 20% foram prohemocitos, 20% granuldcitos e 60% de
oenocitoides.

Para a identificacdo dos hemocitos que s@o responsaveis pela resposta imune contra as
particulas abidticas em A. albopictus, realizamos o desafio imune com as particulas de latex
acopladas a uma substancia fluorescente.

A resposta imune celular, desencadeada 1 hora apos a inoculagéo in vivo das particulas
de latex conjugadas a FITC em A. albopictus, foi a fagocitose realizada pelo granulocito e
plasmatécito (Figura 31). Com relagdo aos outros hemdcitos ndo observamos nenhuma

alteragdo morfoldgica significativa (dados néo exibidos).

5.4 Marcagdo com anticorpo lisossomal

O anticorpo lisossomal anti-LAMP 1 identificou lisossomos presentes em maiores
quantidades nos plasmatdcitos e nos oenocitdides de 4. aegypti (Figura 33A e B). Em A.
albopictus os granulécitos, plasmatocitos e oenocitdides foram as células que apresentaram

marcacdes para este anticorpo (Figura 33C,D.E e F).
5.5 Dinamica hemocitaria

A contagem total dos hemocitos circulantes na hemolinfa do 4. aegypti sadio, quando
avaliada nos primeiros dias em que os mosquitos emergiram para adultos, variou entre 11 e
46X10* hemécitos/pl em cada mosquito. O teste ANOVA demonstrou que existem diferencas
significantes entre o numero de células de acordo com a idade do mosquito. Estas diferengas
foram encontradas entre o primeiro e o segundo dia apos eclosdo (Tukey's test), onde houve
uma reducdo de aproximadamente 24% no numero de células. A partir do 3° dia o nlimero de

células aumentou mantendo-se sem diferenga significativa até o 8 °dia (Figura 15).
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Figura 15 — Contagem total do niimero de hemodcitos presentes na
hemolinfa de 4. aegypti de acordo com a idade. As barras representam as
médias (+ erro padrdo da média); os asteriscos indicam as diferengas que
sdo estatisticamente significantes (Tukey's test, n=6).

Em relacdo a média da contagem diferencial entre as subpopulag¢ées de hemocitos
presentes no 4. aegypti, os prohemocitos (53.3%), oenocitdides (30.8%) e plasmatodcitos
(12%) foram os tipos celulares mais freqiientes durante os dias analisados, onde juntos
constituem cerca de 96% do total de células. Os trombocitdides foram o tipo celular mais raro,
constituindo apenas 0.02% da populagdo celular, seguido pelos adipohemocitos (0,7%) e
granulocitos (3,2%) (Figura 16). A figura 29 exibe todos os tipos celulares visualizados na
camara de neubauer.

As células responsaveis pela reducdo no niimero total observada entre o primeiro e
segundo dia pds-eclosdo no A. aegypti foram os adipohemocitos e os plasmatocitos. Os
oenocitdides e prohemdocitos foram os unicos tipos celulares que permaneceram praticamente

com a mesma propor¢do em todos os dias analisados (Figura 16).
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Figura 16 - Contagem diferencial dos hemdcitos presentes na
hemolinfa de 4. aegypti (n=6). As barras representam as médias (+ erro
padrdo da média).

D Prohemocitos, -Adipohemécitos,D Granulocitos,

D Plasmatdcitos, D Oenocitoides, D Trombocitoides.

Quando os hemocitos dos A. albopictus sadios foram analisados foi observado que
apresentam entre 12 e 39 x10% hemocitos/ul de hemolinfa em cada mosquito. Inversamente ao
que foi observado no A. aegypti, os hemocitos do A. albopictus sofreram um aumento
significativo entre o primeiro e o segundo dia pos-eclosdo. O que ndo ocorreu nos dias 3, 7 ¢ 8
pos-eclosdo (Figura 17). A contagem diferencial seguiu praticamente a mesma propor¢do das
células presentes em A. aegypti onde, os prohemocitos correspondem a 50.8%, os
oenocitdides a 32%, os plasmatdcitos a 15%, os granuldcitos a 1.5%, os adipohemocitos a
0.7% e os trombocitoides a 0.01% (Figura 18). O aumento ocorrido a partir do 1° dia pos-
eclosdo foi proporcional entre os adipohemocitos, plasmatdcitos e oenocitdides. A figura 30

exibe todos os tipos celulares visualizados na camara de neubauer.
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Figura 17 - Contagem total do nimero de hemocitos presentes na
hemolinfa de A. albopictus de acordo com a idade. As barras representam
as médias (+ erro padriio da média); os asteriscos indicam as diferengas
que sdo estatisticamente significantes (Tukey's test; n=6).
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Figura 18 - Contagem diferencial dos hemdcitos presentes na
hemolinfa de 4. albopictus (n=6). As barras representam as médias (+
erro padrdo da média).
Prohemdcitos, h Adipohem(’)citos,D Granuldcitos,
DPlasmatécitos, - Oenocitoides, D Trombocitoides.
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A contagem total dos hemdcitos presentes na hemolinfa do A. aegypti apds
alimentacdo com sangue contendo Dengue virus exibiu um aumento estatisticamente
significante do numero de células no 5° (p=0,049) e 7° dia pds-alimentag¢do (p= 0,0357),

quando comparado com o grupo controle (Figura 19, 20 e 21).

® Controle
B Infectado
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1to

200000 -

150000 -

100000 -
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N° total de células/mosqu

0 T
Dias (idade) 3 5 7 9 12 13

Dias (pés-alimentacido) 1 3 5 7 10 1

Figura 19: Contagem total dos hemdcitos de 4. aegypti no grupo controle e
alimentados com sangue contendo Dengue virus, analisados até o 11° dia apds a
infec¢dio. Cada ponto representa a média (+ erro padrdo da média). Notar a diferenca
significativa que houve no 7° dia pds-alimentacdo (Test ¢ ndo pareado; n=6).
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Figura 20: Distribuicdo dos numeros de células por Figura 21: Distribuicdo dos ntimeros de células
mosquito 4. aegypti no grupo controle durante os dias 3, 5, por mosquito 4. aegypti infectado durante os dias
7, 9, 12 e 13 pds-eclos@o. Cada circulo representa um 1,3,5,7,10 e 11 pos-alimentagdo. Cada quadrado
individuo e a barra representa a média do somatorio de representa um individuo e a barra representa a
todas as células (n=6). média do somatorio de todas as células (n=6).
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A contagem diferencial de células no mosquito 4. aegypti demonstrou que os
prohemocitos diminuiram no 1° e 5° dia pos-alimenta¢do quando comparado os dois grupos.
Posteriormente, a propor¢do destas células permaneceu constante durante todos os tempos
analisados (Figura 22).

Os oenocitdides aumentaram significantemente apenas no 1° dia pds-alimentagdo
quando comparado com o grupo controle. No grupo controle foi observada uma redugéo
natural do numero destas no 7° dia pds-eclosdo, o que equivale ao 5° dia pds-alimentagdo.
Entretanto nos dias subseqiientes estas células voltaram a apresentar a mesma proporgao
(Figura 22).

A proporgdo relativa de plasmatocitos aumentou significantemente apenas no 13° dia
pos-eclosdo (equivalente ao 11° pos-alimentacdo) quando comparado com todos os outros
dias analisados no grupo controle. Entretanto, ap6s o 5° dia da alimentag¢do sanguinea com
Dengue virus, os plasmatodcitos e granulocitos apresentaram um aumento significante em
comparagdo com o grupo controle (Figura 23).

Os adipohemocitos foram os tipos celulares que ndo apresentaram nenhuma diferenca
significativa em todos os dias analisados em ambos os grupos (Figura 24). Com relagdo ao
trombocitoide, sé foi visualizado uma tnica célula no 11° dia pos-alimentagdo, o que equivale
a 0,04% do total de células presentes neste dia analisado.

Com relacdo ao grupo controle nido houve diferenga estatisticamente significante
quando utilizamos mosquitos alimentados com agucar e mosquitos alimentados apenas com

sangue sem virus (dados néo exibidos).
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Figura 22: Propor¢ido do numero de prohemdcitos (A) e oenocitdides (B) presentes
nos mosquitos A. aegypti controle e infectado. As barras representam as médias (£
erro padrdo da média); os asteriscos indicam as diferengas que sdo estatisticamente
significantes (Tukey's test; n=6).
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Figura 23: Propor¢do do numero de plasmatocitos (A) e granuldcitos (B) presentes nos
mosquitos A. aegypti controle e infectado. As barras representam as médias (+ erro
padrdo da média); os asteriscos indicam as diferencas que sfo estatisticamente

significantes (Tukey's test; n=6).
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Figura 24: Gréfico ilustrando a propor¢do do numero de adipohemdcitos presentes
nos mosquitos 4. aegypti controle e infectado. As barras representam as médias (+
erro padrdo da média) ( n=6).

5.6 Hemocitos de 4. aegypti ap6ds desafio com Dengue virus

Através da inoculagdo do Dengue virus na hemolinfa dos mosquitos A. aegypti
identificamos os hemocitos que se infectam e respondem a presenca do virus. Optamos por
realizar este procedimento para poder romper algumas barreiras de infeccdo e analisar a
resposta dos hemocitos que receberam os virus diretamente na hemolinfa. Nossos resultados
demonstraram que, apés 48 horas da inoculagdo com Dengue virus, os plasmatocitos e os
oenocitoides responderam a presenca do virus na hemolinfa exibindo altera¢cdes morfologicas
caracteristicas. Através da microscopia de luz podemos observar que os plasmatocitos
apresentaram um aumento na vacuolizacdo e na emissdo de projegdes citoplasmaticas (Figura
36D) e os oenocitoides exibiram aumento no nimero de vacuolos presentes no citoplasma

(Figura 36B).
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A imunomarcagdo dos hemdcitos presentes nos mosquitos A. aegypti desafiados com
DENV exibiu células positivas na hemolinfa ap6és 48h de infeccdo. Os granulécitos, os
plasmatdcitos e os oenocitdides foram as células que exibiram marcagdo com anticorpo
policlonal anti-dengue (Figura 37). O granuldcito exibe particulas virais agrupadas numa
determinada regido do citoplasma (Figura 37 A-D). O oenocitéide exibe particulas virais
aglomeradas na superficie da célula sugerindo que estejam em processo de endocitose (Figura
37 E-H). O plasmatdcito foi a célula que mais exibiu marcagdo para a presenga dos antigenos
virais no citoplasma (Figura 37 I-L).

O nucleo celular desloca-se para a periferia da célula e grandes vacuolos contendo
material eletrondenso podem ser visualizados. O reticulo endoplasmatico rugoso e um grande
numero de mitocondrias alongadas sdo encontrados no citoplasma destas células (Figura 38).
A érea de replicagdo viral € caracterizada pelo aumento das cisternas do RER (Figura 39 B) e
pela presenca de estruturas lisas de membrana (“smooth-membrane structure” - SMS) (Figura
39C). As figuras 39A e D exibem numerosos ribossomos bem desenvolvidos aderidos a
membrana nuclear que se liga a0 RER. Este aumento do tamanho e densidade dos ribossomos
sugere a sintese de proteinas virais.

Os prohemdécitos, os adipohemocitos e os trombocitoides ndo apresentaram nenhuma
alteracdo caracteristica através da MET (Figura 40 A, B e C respectivamente) apos 2 e 48h
pos-infecgdo. A microscopia eletronica revelou células com caracteristicas morfoldgicas de
apoptose. Estas células exibiram fragmentago nuclear, condensacdo e retragdo do citoplasma.
Numerosas vesiculas podem ser encontradas, algumas aparentando estarem sendo liberadas
para o meio extracelular (Figura 40D). Apesar do mecanismo de apoptose ser uma importante
forma de defesa antiviral, ndo podemos concluir apenas com estes resultados preliminares que
este fenomeno esta influenciando a infecgéo viral, outros experimentos terdo de ser realizados

futuramente.
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5.7 Detecgdo do Dengue virus na hemolinfa

A presenga do Dengue virus na hemolinfa dos mosquitos 4. aegypti, apos 48 horas da
inoculag¢do, foi confirmada através da realizacdo da técnica de PCR desenvolvida por
Lanciotti RS ef al. (1992). A técnica “semi-nested” RT-PCR tem como objetivo detectar e
identificar os quatro sorotipos do DENV, tanto em soros de pacientes, quanto em mosquitos
infectados, sendo realizada através de 2 PCRs. Os oligonucleotideos iniciadores amplificaram
um produto de 511 pares de base (pb), entretanto a presenca do Dengue virus sorotipo 2 foi
caracterizada por uma banda que apresentava peso molecular de 119pb revelada em gel de

poliacrilamida a 0,8%, corado com nitrato de prata (Figura 41).
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Figura 25 — Morfologia dos hemdcitos de A. albopictus fixados e observados

através da microscopia de luz.

Figura A - Prohemocito
Figura B — Adipohemocito
Figura C — Granuldcito
Figura D — Plasmatdcito
Figura E — Oenocitéide

Figura F - Trombocitode

Barras = 10pum
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Figura 26 — Morfologia dos Hemécitos de A. albopictus através da microscopia de

contraste de interferéncia diferencial.

Figura A — Prohemécito
Figura B — Adipohemocito
Figura C - Granulocito
Figura D — Plasmatdcito
Figura E - Oenocitdide

Figura F — Trombocitoide

Barras A, C, D, E, F = 10um; B =20um.
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Figura 27 - Caracterizacéio ultraestrutural dos hemécitos de A. albopictus

Figura A - Prohemdcito exibindo um ntcleo (N) largo localizado centralmente,
contendo nucléolo (Nu). O citoplasma exibe poucas organelas como as mitocondrias (m)
e reticulo endoplasmatico liso (cabega de seta).

Figura B - Adipohemécito exibindo um nucleo largo (N), citoplasma contendo grandes
e pequenas vesiculas lipidicas (asterisco preto) e mitocondrias (m). Note-se o complexo
de golgi (inset).

Figura C - Granuldcito com citoplasma preenchido com vesiculas delimitadas por
membranas (setas) e nucleo (N). Algumas vesiculas contém granulos eletron-densos
(seta fechada), eletron-lucentes (seta aberta) e com alta eletrondensidade (cabega de
seta).

Figua D - Plamatodcito exibindo nucleo alongado (N), com nucléolo evidente (Nu).
Algumas ilhas de heterocromatina estdo presentes (seta). Citoplasma contendo
mitocondrias (m) e vesiculas (V).

Figura E - Oenocitéide exibindo nucleo lobado excéntrico (N) com ilhas de
heterocromatina (seta). Vacuolos citoplasmaticos (seta aberta) e mitocondrias (m) estdo
presentes.

Figura F - Trombocitoéide contendo ntcleo (N), com nucléolo bem evidente (Nu) e

citoplasma homogéneo contendo mitocondrias (m).

Barras = 2pum.
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Figura 28 — Plasmatocito fagocitando uma célula apoptética.
Nota: Célula exibindo nudcleo (N) com heterocromatina perifericamente
localizada, mitocondrias (m) alongadas e um corpo apoptotico sendo fagocitado

(seta).

Barra =2pum
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Figura 29 - Hemocitos de A. aegypti vivos observados em Camara de

Neubauer através da microsopia de luz.

Figura A — Todos os tipos celulares
Figura B — Prohemécito (PR)
Figura C — Adipohemocito (AD)
Figura D — Granuldcito (GR)
Figura E — Oenocitéide (OE)
Figura F — Trombocitdde (TR)

Figura G — Oenocitéide e Prohemécito

Barras =25um
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Figura 30 - Hemécitos de A. albopictus vivos observados em Camara de

Neubauer através da microsocopia de luz.

Figura A — Proemécitos (PR), oenocitdides (OE) e granuldcitos (GR).
Figura B — Adipohemocito (AD), Plasmatocito (PL) e oenocitdides (OE).
Figura C - Prohemocito

Figura D — Adipohemocito

Figura E — Granulocitos

Figura F — Oenocitéide

Figura G — Plasmatocito

Figura H - Trombocitdéde (TR)

Barras =25um
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Figura 31 — Endocitose (fagocitose) de particulas de litex pelos hemécitos de A.

albopictus.

Figura A - Imagem em DIC do granulécito de A. albopictus

Figura D — Imagem em DIC do plasmatécito de A. albopictus

Figura B, E — Imagem do confocal exibindo particulas de latex conjugadas a FITC

Figura C, F - Imagem sobreposta do granuldcito de 4. albopictus

Barras = 11,9um.
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Figura 32 — Endocitose de albumina-rodamina pelos hemécitos de A. aegypfi.
Figura A - Prohemocito ap6s 30 minutos de incubagéo

Figura B - Granuldcito apos 30 minutos de incubagéo

Figura C - Oenocitéide apds 30 minutos de incubag@o

Figura D - Oenocitdide apds 1 hora de incubagdo.

Note albumina — rodamina em vermelho e no detalhe o nticleo marcado com DAPI

em azul.

Barras = 10pum
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Figura 33 - Marcacao dos lisossomos presentes nos hemocitos de A. aegypti e A.

albopictus.

Figura A — Oenocitoide de 4. aegypti
Figura B - Plamatocito de A. aegypti
Figura C — Plamatocito de A. albopictus
Figura D — Granulocito de A. albopictus
Figura E — Oenocitdide de 4. albopictus
Figura F - Controle

Barras = 10um.
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Figura 34 - Ligacao das lectinas aos hemocitos de A. aegypti

Figura A - Oenocitdide marcado com a lectina ConA.

Figura B - Trombocitdide marcado com a lectina PNA.

Figura C - Prohemécito marcado com a lectina UEA.

Figura D - Granulécito incubado com a lectina WGA.

Figura E - Adipohemdcito incubado com a lectina LPL.

Em verde estfo as lectinas conjugadas a FITC. No detalhe: DAPI em azul.

Barras = 10pum
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Figura 35 - Ligacio das lectinas aos hemocitos de A. albopictus

Figura A - Oenocitéide marcado com a lectina BS1.
Figura B - Granulécito marcado com a lectina ConA.
Figura C - Oenocitéide marcado com a lectina HPA.
Figura D - Granul6cito marcado com a lectina PNA.
Figura E - Granuldcito marcado com a lectina UEA.

Figura F - Oenocitéide marcado com a lectina WGA.

Em verde estdo as lectinas conjugadas a FITC. No detalhe DAPI em azul.

Barras = 10um
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Figura 36 - Hemécitos de A. aegypti apos 48h horas da inoculacio com Dengue virus 2

observados através da microscopia de luz.

Figura A - Oenocitoide presente na hemolinfa dos mosquitos controle.

Figura B - Oenocitdide apresentando citoplasma vacuolizado apds a exposi¢do da hemolinfa
ao virus.

Figura C - Plasmatocito presente na hemolinfa dos mosquitos controle.

Figura D - Plamatocito ap6s o desafio com virus exibindo diversas proje¢des citoplasmaticas

e vacutolos no seu citoplasma.

Barra = 10um
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Figura 37 - Imunomarcacio dos hemdcitos de A. aegypti apoés 48 horas da

inoculacio com Dengue virus 2.

Figura A —Granulocito presente na hemolinfa dos mosquitos inoculados com virus.
Figura E - Oenocitdide presente na hemolinfa dos mosquitos inoculados com virus.
Figura I — Plamatdcito presente na hemolinfa dos mosquitos inoculados com virus.
Figura M — Plasmatdcito presente na hemolinfa dos mosquitos controle.

Figura B, F, J, N — Imunomarcagdo com anticorpo anti-dengue conjugado a FITC
(verde). No detalhe, notar o nucleo da célula marcado com DAPI (azul).

Figura C, G, K, O — Sobreposi¢do da marcagdo do anticorpo anti-dengue (verde) com o
marcador nuclear DAPI (azul).

Figura D, H, L, P — Sobreposi¢do das imagens de DIC, anticorpo anti-dengue (verde) e

marcador nuclear (azul).

Barra = 10um
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Figura 38 - Ultraestrutura dos hemocitos de A. aegypti apos 48h do desafio

com Dengue virus 2.

A — Oenocitoide exibindo nucleo (N) deslocado, nucléolo (Nu), diversas
mitocondrias alongadas (m), vactiolos (V) contendo debris celulares e
estruturas lisas de membrana (SMS).

B — Oenocitoéide possuindo nucleo (N) localizado centralmente, estruturas lisas
de membranas (SMS), mitocondrias (m), vactiolo (V) contendo material
eletron-denso e reticulo endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido.

C — Plasmatécito exibindo ntcleo (N), estruturas lisas de membranas (SMS) e

vaculo (V).

Barras A, B, C =2um.
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Figura 39 - Detalhes das estruturas lisas de membrana (SMS) e outras
alteracoes morfologicas presentes nos hemdécitos em resposta a infeccio pelo

Dengue virus 2.

A — Mitocondrias (m) alongadas dispersas pelo citoplasma da célula. Note
ribossomos bem desenvolvidos (seta) na face citoplasmatica da membrana que
reveste o nucleo (N), vacuolos (V) e reticulo endoplasmatico (RER) rugoso.

B — Alguns SMS dentro do reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que encontra-se
bem desenvolvido.

C — Numerosos SMS circulares e alongados.

D — Nucleo (N) possuindo ribossomos bem desenvolvidos (seta) na membrana

nuclear, citoplasma contendo SMS e muitas mitocondrias alongadas (m).

Barras = 0,5um.
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Figura 40 - Ultraestrutura dos hemocitos de A. aegypti ndo exibindo altera¢des

morfologicas ap6s 2h e 48h do desafio com Dengue virus 2.

A — Prohemocito exibindo nucleo (N) largo preenchendo praticamente todo o
citoplasma.

B — Adipohemdcito contendo diversas vesicuas lipidicas (*) no citoplasma da célula.
C — Trombocitoéide com nucleo (N) localizado centralmente e citoplasma pobre em
organelas.

D- Célula apoptdtica exibindo contracdo celular (setas), condensagdo e fragmentagio

nuclear (N) e intensa vacuolizagdo (V) citoplasmatica.

Barras A, B=2um, C=5ume D = lum
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Figura 41 - Detec¢ao do Dengue virus 2 na hemolinfa de A. aegypti apés 48

horas da inoculacio através da RT-PCR.

Amplicons gerados por RT-PCR vizualizados em gel de poliacrilamida a 0,8%

e corado com nitrato de prata.

Canaleta 1 - Hemolinfa nfo infectada;

Canaleta 2 — Controle negativo;

Canaleta 3 — Pool de hemolinfa infectada exibindo uma banda de 119pb;
Canaleta 4 — Controle positivo (virus) exibindo uma banda de119pb.

PM — Marcador de peso molecular (100pb DNA Lader®)
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizagdo dos hemocitos de 4. albopictus

O atual sistema de classificacdo dos hemocitos de insetos é bastante controverso e a
terminologia utilizada para designar cada tipo celular é diferente dependendo da espécie
estudada. Uma classificagdo compreensiva ¢ dificil, porque estas células podem apresentar
morfologias diferentes, dependendo das técnicas utilizadas no seu estudo.

Rowley & Ratcliffe (1981) e Drif & Brehélin (1994) classificaram em cinco os tipos
principais de hemdcitos existentes. Sdo eles: prohemocitos, plasmatdcitos, granuldcitos,
esferulocitos, oenocitoides. Gupta (1985), em ampla revisdo da literatura, adicionou mais dois
tipos celulares a esta classificagdo, os adipohemocitos e coaguldcitos. Provavelmente, o mais
conhecido e mais usado sistema de classificacdo dos hemécitos € o que foi desenvolvido por
Jones (1962), o qual estd baseado no estabelecimento de que ha trés tipos celulares bem
definidos na maioria dos insetos (prohemocitos, plasmatocitos, granuldcitos), mais quatro
outros tipos que também s3o encontrados (cistocitos ou coagulocitos, células esféricas,
adipohemdcitos e oenocitdides) e dois tipos extremamente especializados presentes em alguns
poucos insetos (poddcitos e células vermiformes). Alguns autores relatam que os poddcitos,
vermiformes e trombocitéides ndo sejam populagdes celulares distintas, pois, sdo
ultraestruturalmente similares aos plasmatécitos (Gupta, 1985 e Paskewitz & Christensen,
1996).

Como podemos observar, a classificagdo dos hemocitos de insetos € bastante vasta e
controversa, desta forma, nosso grupo inicialmente realizou a caracterizagdo dos hemocitos de
A. aegypti utilizando a técnica de extra¢do da hemolinfa por perfusdo como descrito no item
4.2 de matérias e métodos. Identificamos e descrevemos as principais caracteristicas
morfoldgicas de cada tipo celular utilizando a microscopia de luz (ML), de contraste de
interferéncia diferencial (DIC) e eletronica de transmissdo (MET). Com base nestas
ferramentas classificamos os hemdcitos de A. aegypti em seis tipos: prohemdcitos,
adipohemdcitos, granuldcitos, plasmatdcitos, oenocitoides e trombocitdides. Estes resultados
foram publicados em 2008 na MICRON, uma revista internacional especializada na area de
microscopia e microanalise (Araujo et al, 2008 — ver anexo 2).

Para os posteriores critérios de comparagao, realizamos a caracterizagdo dos hemocitos
presentes na hemolinfa de A. albopictus sob as mesmas condigdes daquelas empregadas na

caracterizacdo dos hemocitos de 4. aegypti. Desta forma, identificamos que a hemolinfa das
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fémeas de 4. albopictus possuem os mesmo seis tipos de hemocitos descritos anteriormente
em A. aegypti, que variam na morfologia e no tamanho, s3o eles: prohemocitos,
adipohemdcitos, granuldcitos, plasmatdcitos, oenocitdides e trombocitdides.

O Uunico estudo que relata a descricdo de hemdcitos de A. albopictus data de 1975,
onde Bhat & Singh descrevem os hemocitos de larvas de 4° estadio, retirando a hemolinfa
através de um corte no coragdo apds pressionar o abdomen. Os hemocitos foram observados
através da microscopia de contraste de fase e da coloragdo com giemsa. As células foram
classificadas em cinco tipos principais: prohemocitos, pequenos e grandes podocitos,
plasmatocitos e esferulocitos.

Kaaya & Ratcliffe (1982) analisando a hemolinfa de larvas, de pupas e de adultos de
diversas ordens de insetos de importdncia médica, inclusive A. aegypti e Culex
quinquefasciatus, obtiveram resultados similares aos nossos. Os autores identificaram
prohemocitos, plasmatocitos, granulocitos, adipohemocitos, oenocitdides e células alongadas.
Entretanto, naquele estudo realizado através da microscopia dptica, ndo foi identificado o
hemocito denominado trombocitoide. Hillyer & Christensen (2002) e Hillyer et al. (2003a)
observaram, através da microscopia Optica e eletronica de transmissdo, em 4. aegypti ¢
Armigeres subalbatus, respectivamente, apenas quatro tipos de hemdcitos: granulécitos,
oenocitdides, adipohemocitos e trombocitdides. Provavelmente, esta diferenga no tipo
morfoldgico encontrado por estes autores, pode estar relacionada ao método de coleta de
hemolinfa empregada pelos mesmos.

Brayner ef al. (2005), utilizando o mesmo método de coleta de hemolinfa, descrito em
nossos estudos, encontraram na hemolinfa do C. quinquefasciatus seis tipos diferentes de
hemocitos, que foram classificados através da microscopia Optica e eletrdnica em:
prohemocitos, adipohemocitos, granuldcitos, plasmatocitos, oenocitdides e esferuldcitos. Em
nossos resultados ndo encontramos a célula denominada como esferuldcito, porém
identificamos o trombocitdide evidenciando que existe uma variacdo celular entre os géneros.

Castillo et al. (2006) conduziram um estudo comparativo com hemocitos de Anopheles
gambiae e A. aegypti, onde classificaram as células presentes na hemolinfa destas espécies
como: granuldcitos, oenocitdides e prohemdcitos através da combinacdo de observacdes
morfolégicas no DIC e da utilizagio de marcadores funcionais. E importante salientar que
estes autores utilizaram um método diferente do empregado por Hillyer & Christensen (2002)
e Hillyer et al. (2003a), por isso seus resultados ndo foram idénticos. Por outro lado,

encontraram trés dos seis tipos celulares identificados em nossos experimentos.
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Os prohemocitos sdo células com caracteristicas muito distintas de outros tipos
celulares, por seu pequeno tamanho, citoplasma pobre em organelas e a alta relagdo nutcleo-
citoplasma. E necessario ter muito cuidado para ndo confundi-las com restos celulares. Estas
células foram descritas também por muitos autores em outras ordens de insetos (Bhat &
Singh, 1975; Kaaya & Ratcliffe, 1982; Hypsa & Grubhoffer, 1997; Hernandez et al., 1999;
Gardiner & Strand, 1999; Da Silva et al., 2000; Silva, 2002; Lavine & Strand, 2002; Ling et
al., 2003; Andrade et al., 2003; Falleiros et al., 2003; Giulianini et al., 2003; Paily et al.,
2005; Brayner et al., 2005; Castillo et al., 2006; Araujo et al., 2008 — ver anexo 2). Segundo a
literatura, estas células estdo envolvidas no processo de hematopoiese, pois se dividem
ativamente originando os demais tipos de hemocitos como os plasmatdcitos e os granuldcitos.
Alguns autores sugerem que, todos os hemocitos representam fases de desenvolvimento de
um unico tipo celular (Lavine & Strand, 2002; Silva, 2002). A identificacdo de células com
morfologias intermedidrias entre os prohemocitos e os plasmatocitos; e entre os plasmatdcitos
e os granuldcitos sugerem uma possivel diferenciacdo celular entre estes tipos de hemocitos
(Gupta, 1985; Jones, 1962). Entretanto, os resultados do nosso estudo demonstram que,
existem células com caracteristicas de ambos os tipos, mas ndo conclui uma diferenciagéo
entre elas. Estudos posteriores sdo necessarios para contribuir para esta discussao.

Ribeiro & Brehélin M (2006) identificaram, em vérias espécies de Lepidopteros,
pequenos hemocitos com caracteristicas de prohemocitos, mas ndo confirmam a presenca
deste tipo celular. Entretanto, Falleiros et al. (2003) identificaram o prohemocito na hemolinfa
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae) com as mesmas caracteristicas das células
deste estudo. Em larvas de Drosophila, os prohemdcitos sdo identificados como as células que
originardo as células secretorias, os plasmatocitos, as células cristais e os lamelocitos (Lanot
etal., 2001).

O prohemoécito identificado por membros do nosso grupo Brayner et al. (2005) e
Aratjo et al. (2008) (ver anexo 2) através da analise da hemolinfa do C. quinquefasciatus e do
A. aegypti, respectivamente, possui as mesmas caracteristicas da célula descrita em nosso
estudo. Entretanto, Hillyer & Christensen (2002) néo relatam a presenca dos prohemocitos em
A. aegypti. Estes autores descrevem este tipo celular, como pequenas estruturas biologicas
esféricas, como nucleos ou grandes mitocondrias de adipohemdcitos lisados. Em nosso
estudo, nos observamos através das imagens de microscopia Optica e eletronica que os
prohemaocitos sdo facilmente diferenciados das outras células ou até de restos celulares.

Os adipohemocitos, observados no presente estudo, tém como caracteristicas

principais a presenga de numerosas vesiculas lipidicas preenchendo praticamente todo o
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citoplasma, as quais facilitaram sua identificacdo. Segundo Hillyer & Christensen (2002) e
Hillyer et al. (2003a) estas células tém como funcdo o estoque de energia na forma de lipidio
e glicogénio. Os adipohemocitos também foram identificados similarmente em insetos de
varias ordens (Kaaya & Ratcliffe, 1982; Hillyer & Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003a;
Brayner ef al., 2005). Porém, Da Silva et al. (2000) através da analise por microscopia de luz
dos hemoécitos de C. quinquefasciatus encontraram o adipohemdcito em pouca quantidade,
provavelmente, devido ao processo de preparacdo da lamina segundo os autores.

Os adipohemocitos tém sido classificados como esferuldcitos por apresentarem
esférules que deformam a superficie da célula, muito parecido com as deformagdes que as
vesiculas lipidicas oferecem (Ochiai et al., 1992). Os esferulocitos contém grandes esférulos
delimitados por membrana, formados por lamelas que se organizam de forma paralela,
podendo ou ndo deformar a superficie celular (Falleiros et al., 2003; Giulianini et al., 2003).
Esta descrigdo esta de acordo com o trabalho de Brayner ef al. (2005), que descreveram este
mesmo tipo celular como presente na hemolinfa de C. quinquefasciatus. A partir desta
descri¢do e de nossas observacdes em fotomicrografias, podemos afirmar que os
adipohemocitos de A. albopictus, e de A. aegypti também, ndo possuem nenhuma similaridade
com os esferuldcitos presentes em outros mosquitos.

Outros autores indicam que estas células sdo morfologicamente similares aos
granulocitos e as células do corpo gorduroso que podem contaminar as preparacdes
histologicas (Kaaya & Ratcliffe, 1982; Hypsa & Grubhoffer, 1997; Falleiros et al., 2003).

Os granuldcitos de A. albopictus possuem como caracteristica principal, a presenca de
diversos granulos elétron densos de diferentes tamanhos no seu citoplasma. Hillyer &
Christensen (2002) descreveram similarmente esse tipo celular na hemolinfa de 4. aegypti.
Para Silva (2002) e Giulianini et al. (2003), esta célula é facilmente identificada através do
tamanho e caracteristicas do citoplasma como a presenga dos granulos. Através da ML e DIC,
facilmente identificamos os granulos presentes nestas células, mas, as observacdes
ultraestruturais revelam a presenca de células que apresentavam caracteristicas de
degranulagdo e alguns granulos em formagdo. Isto ocorre devido a fragilidade destas células
se comparadas com prohemocitos e plasmatocitos (Ratcliffe & Rowley, 1979). Por causa
desta facilidade em se romper, sua presen¢a na hemolinfa ¢ evidenciada pela visualizagdo de
uma massa de granulos e nucleos.

O papel dos granuldcitos, apds entrar em contato com um corpo estranho, € liberar o
seu conteido granular na hemolinfa para atrair os plasmatdcitos (Schmit & Ratcliffe, 1977;

Gillespie & Kanost, 1997). Em seguida, os plasmatocitos formam camadas multicelulares
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entorno dos agregados de granulodcitos desintegrados e de patdégenos (Wiesner & Gotz, 1993).
Esta é a maneira que o C. quinquefasciatus responde a infec¢do por Candida albicans, por
exemplo. (Da Silva et al,, 2000). Desta forma, os granuldcitos degranulam rapidamente in
vitro e durante uma variedade de respostas imunes como a fagocitose, a formagao de nodulos
e a encapsulacéo.

Castillo et al. (2006) descrevem os granulocitos, apds a marcagdo com faloidina e anti-
histona H1, com muitos filopodios apds aderéncia a lamina. Nos ensaios de fagocitose, eles
sd0 os unicos tipos celulares que internalizaram bactérias. Falleiros et al. (2003) descrevem os
granulocitos, como possuindo membrana plasmatica com muitos filopédios claramente
visualizados e a presenca de dois tipos de granulos rodeados por membrana: granulos densos
com contetudo eletrondenso e homogéneo, e granulos estruturados com conteudo cristaldide.
Entretanto, outros autores relatam que os granuldcitos ndo formam extensdes citoplasmaticas,
o que difere estas células dos plasmatdcitos (Kaaya & Ratcliffe, 1982). Nos nossos estudos, os
granuldcitos e plasmatocitos aderiram muito bem a ldmina de vidro e visualizamos alguns
filopédios nos granuldcitos, mas, nenhuma destas células apresentou projecdes
citoplasmaticas caracteristicas de plasmatdcitos.

Diferencas morfoldgicas na aderéncia dos hemocitos podem acarretar em diferencas
nas fungdes destas células. Em muitos lepiddpteros, por exemplo, granuldcitos que aderem
simetricamente in vitro sdo fagdcitos profissionais. Entretanto, plasmatdcitos que aderem
assimetricamente sdo ndo-fagociticos e estdo envolvidos na formagdo de capsulas (Lavine &
Strand, 2002; Strand et al, 2006). Das células fagociticas de Drosophila, os plasmatocitos,
variam no tamanho e na morfologia de aderéncia em relacdo aos lamelocitos que formam
capsulas (Lanot ef al., 2001). Entretanto, Castillo et al. (2006) identificaram que granulocitos,
que apresentavam morfologias diferentes, fagocitaram bactérias.

Para autores como Hypsa & Grubhoffer (1997) o termo granuldcito ndo é aceitavel,
porque estas células estariam muito proximas dos plasmatocitos ou seriam a diferenciagdo
destas. Eles descrevem os plasmatocitos granulares e agranulares na hemolinfa do Triatoma
infestans (Hemiptera: Reduviidae) comumente descritas na literatura como granuldcitos e
plasmatdcitos. Estes autores demonstraram que plasmatocitos granulares contém granulos
compostos por fibras arranjadas de forma mais regular, com uma matriz que varia de denso a
amorfo. De acordo com a terminologia de HypSa & Grubhoffer (1997) os diferentes tipos de
prohemocitos ddo origem a duas linhagens celulares: plasmatdcitos granulares e agranulares.
Por outro lado, Lavine & Strand (2002), mencionam que os prohemdcitos sdo células

totipotentes e, portanto podem se diferenciar em qualquer tipo de hemocito.
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O problema desta classificagdo ainda tem sido discutido. Alguns autores enfatizam a
dificuldade em distinguir este dois tipos celulares em vdrias espécies de insetos e propdem
diferentes solucdes para este problema. Enquanto alguns sugerem que apenas as células sem
nenhum granulo, daqueles encontrados nos granuldcitos, poderiam ser consideradas
plasmatécitos (Gupta, 1991), outros identificam os plasmatocitos como possuindo uma
natureza amebodide com a presenga ou auséncia de granulos (Ratcliffe & Price, 1974). Os
plasmatécitos também tém sido considerados como uma forma de transi¢do no
desenvolvimento dos prohemocitos para granuldcitos (Gupta, 1979). Segundo Ling et al.
(2005), estas células sdo origindrias de uma mesma linhagem celular, que ao longo do seu
desenvolvimento vem se especializando em tipos morfoldgicos distintos.

Brayner et al. (2005) demonstram que as células denominadas granuldcitos sdo muito
diferentes dos plasmatdcitos em varios aspectos. O processo de formacdo de granulo em
granuldcitos € Unico e muito complexo, incluindo a organiza¢do de polissomos dentro de
vesiculas que s@o produzidas pelo aparelho de Golgi, a sintese de um material proteinaceo e a
condensagdo da matriz do granulo com a reciclagem de membranas ao final do processo. A
sintese de um segundo tipo de granulo, foi também observado ocorrendo dentro de vesiculas
quase livre de ribossomos, as quais contém uma matriz provavelmente composta por outras
substancias que ndo sejam as proteinas. Por outro lado, os plasmatdcitos ndo mostraram
nenhuma magquinaria para sintese de granulos, porém apresentaram varias pequenas inclusdes
lipidicas entre as membranas do reticulo endoplasmatico.

Hillyer & Christensen (2002) descrevem que diferentes tipos de vesiculas podem ser
observados e cada granuldcito pode conter um ou mais tipos. Elas sdo granulos eletron-
luscentes pouco estruturados, granulos eletron-luscentes estruturados, granulos eletrondensos
pouco estruturados e granulos eletrondensos estruturados formando figuras como a mielina.
Hypsa & Grubhoffer (1997) descrevem trés tipos de granulos presentes nos plasmatdcitos,
através de andlises realizadas em microscopia eletronica de transmissdo, os granulos podem
variar de estruturados compostos por mais ou menos fibras arranjadas regularmente, a poucos
estruturados com alta eletrondensidade.

Em relagdo aos plasmatdcitos observados no nosso estudo, eles apresentam a
morfologia variada devido as expansdes citoplasmaticas, possuem um citoplasma com ou sem
a presenca de granulos, RER, complexo de golgi e vacuolos. Estas descrigdes estdo de acordo
com as observagdes feitas por muitos autores (Kaaya & Ratcliffe, 1982; Ribeiro, 1996; Da
Silva et al., 2000; Brayner et al., 2005; Ribeiro & Brehélin, 2006). Plasmatdcitos binucleados

ocasionalmente foram observados em Lepidopteros e Dipteros (Falleiros ef al., 2003; Brayner
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et al., 2005). Os plasmatocitos sdo descritos como células fagociticas em muitas espécies de
insetos (Ratcliffe & Rowley, 1979; Anggraeni & Ratcliffe, 1991; Wiesner & Gotz, 1993; Da
Silva et al., 2000), onde formam capsulas ao redor de corpos que sdo muito grandes para
serem fagocitados ou nédulos quando a concentragdo de patdgenos ¢ muito grande. Capsulas
e nodulos sdo idénticos ao nivel citoldgico (Ratcliffe & Gagen, 1977; Silva, 2002; Lavine &
Strand, 2002). Em Drosophila, os hemdcitos que exibem caracteristicas de plasmatdcitos sdo
chamados de lameldcitos. Os plasmatdcitos de Drosophila possuem diferengas histoldgicas,
citoloégicas, comportamentais quando presentes em monocamadas e possuem fungdes
diferentes dos plasmatocitos descritos neste estudo (Ribeiro & Brehélin, 2006). Em
experimentos de resposta imune, o material particulado injetado na hemocele é fagocitado
pelos lamelocitos (Brehélin, 1982; Lanot ef al., 2001). Desta forma, o papel dos plasmatdcitos
na fagocitose ainda é contestado. Para alguns autores, eles sdo fagocitos (Tojo et al., 2000;
Ling, Yu, 2006) mas, para outros, eles ndo possuem esta capacidade (Beaulaton, 1979; Costa
et al., 2005).

Este estudo demonstra que existem, em muitos aspectos, diferengas ultraestruturais
significantes entre os granuldcitos e os plasmatocitos, estudos funcionais posteriores sdo
necessarios para confirmar este fato.

Os oenocitoides exibem como caracteristicas ultraestruturais, citoplasma homogéneo
com poucas organelas, pequenos vactolos e a presenga de alguns granulos. Esta mesma
descri¢do foi relatada por Giulianini et al. (2003), através de andlises por MET, encontraram
oenocitdides com alguns granulos densos muito similares aos granulos encontrados nos
granuldcitos. HypSa & Grubhoffer (1997), também descrevem a presenca de poucos granulos
densos localizados na periferia desta célula. Brayner et al. (2005), observaram que em
oenocitdides de C. quinquefasciatus, estes granulos estavam completamente ou parcialmente
preenchidos com um material amorfo.

Muitos autores relatam a presenc¢a da enzima fenoloxidase nestas células (Iwama &
Ashida, 1986; Ashida et al., 1988; Hillyer & Christensen, 2002; Ribeiro & Brehélin, 2006).
Em Drosophila, as células cristais exibem caracteristicas estruturais e funcionais de
oenocitoides (Rizki, 1957; Ribeiro & Brehélin, 2006).

Raros trombocitdides foram encontrados na hemolinfa de A. albopictus, eles possuem
citoplasma homogéneo e sdo pobres em organelas como os oenocitdides. Estes resultados sdo
similares aos de Hillyer & Christensen (2002), Hillyer ef al. (2003a), Aradjo et al. (2008) —
ver anexo 2. Kaaya & Ratcliffe (1982) observaram trombocitdides em Glossina austeni

(Diptera: Glossinidae), Calliphora erythrocephala (Diptera: Calliphoridae), Stomoxys
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calcitrans (Diptera:Muscidae) e Lucilia sericata (Diptera:Calliphoridae), com exce¢do do A.
aegypti e C. quinquefasciatus. Esses autores descreveram que os trombocitdides
apresentavam diversos processos citoplasmaticos e aderiam a superficie da lamina como
tipicos plasmatocitos. Hillyer & Christensen (2002) acreditam que os trombocitdides de A.
aegypti ndo sejam hemocitos circulantes, mas estejam aderidos aos tecidos.

Zachary & Hoffmann (1973), ao identificarem o trombocitdéide na hemolinfa de
Calliphora erythrocephala (Diptera: Calliphoridae), relataram que este termo deriva da
participacdo deste hemdcito na formacdo de uma rede, que lembra um tipico trombo
encontrado no sangue dos vertebrados. Esta célula possui invagina¢cdes na membrana que
produzem uma compartimentalizagdo do citoplasma, em territorios de diferentes tamanhos,
que sdo fragmentados e liberados na hemolinfa. Estes autores acreditam que os
trombocitoides sejam andlogos aos megacaridcitos que originam as plaquetas. As redes que
sdo formadas em C. erythrocephala sdo exclusivamente derivadas de fragmentos
citoplasmaticos de hemocitos.

Quando estudamos as células circulantes na hemolinfa de insetos, verificamos que néo
existe uma unica técnica que possa determinar exatamente os tipos de hemocitos e sim
diferentes técnicas devem ser empregadas em conjunto para minimizar a polémica que existe
na classificagio desses tipos celulares. E necessario conhecer as limitagdes de cada método
empregado, para poder chegar a uma melhor alternativa para se estudar estas células.

A maioria dos estudos com hemocitos de mosquitos tem trabalhado exclusivamente
com microscopia de luz e eletronica. Chiang ef al. (1988) realizou em estudo comparativo
com microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica
de transmissdo com hemdcitos de Blatella germanica (Dictyoptera: Blattellidae) e os autores
apontaram que todos os tipos de hemocitos podem ser reconhecidos por MET, diferente da
ML e MEV que podem deixar duvidas quanto a classificagdo. Desta forma, podemos concluir
que os recursos ultraestruturais, principalmente a microscopia eletronica de transmissdo,
favorecem a uma melhor caracterizagao destes tipos celulares.

Portanto, nosso trabalho € o primeiro a descrever os hemdcitos de A. albopictus
através da utilizagdo de trés diferentes métodos de andlise: ML, DIC e MET. Acreditamos que
a relevancia dos nossos resultados esteja correlacionada aos métodos empregados.

Além da observagdo dos caracteres morfoldgicos utilizando a microscopia, ¢
necessario o emprego de outras técnicas na tentativa de identificar as subpopulagdes de

hemocitos e poder, desta forma, melhor avaliar a fun¢do de cada tipo celular.
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A citoquimica de enzimas e o uso de lectinas tém sido utilizados por muitos autores,
na identificagdo dos hemocitos (Hillyer & Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003a; Castillo et
al., 2006). A produgdo de anticorpos especificos pode tornar possivel a separacdo dos
diferentes tipos celulares (Willott ef al., 1995; Gardiner & Strand, 1999).

Dentre as lectinas utilizadas em nossos experimentos, algumas foram previamente
utilizadas para classificar hemdcitos em varias espécies de insetos (Hillyer & Christensen,
2002; Hillyer et al., 2003a; Castillo et al, 2006). Nossos resultados confirmam que, os
hemocitos circulantes de A. aegypti e A. albopictus expressam residuos de carboidratos que se
ligam as lectinas de uma maneira heterogénea. E interessante notar que, os resultados
demonstram uma variedade de padrdes de marcagdes para cada lectina testada em A. aegypti e
A. albopictus.

Das oito lectinas utilizadas em nossos experimentos, apenas quatro (ConA, HPA, PNA
e WGA) tinham sido utilizadas anteriormente por outros autores em hemdcitos de mosquitos.
Hillyer & Christensen (2002) realizaram uma caracterizagdo dos hemdcitos de A. aegypti,
através da morfologia, da marcagdo com lectinas, da atividade enzimatica ¢ da
imunocitoquimica. Estes autores utilizaram as lectinas ConA (Conavalia ensiformis), HPA
(Helix pomatia), PNA (Arachis hypogaea), WGA (Triticum vulgares), GNL (Galanthus
nivalis), SBA (Soybean agglutinin) e PWM (Pokeweed). As Unicas que marcaram o0s
granuldcitos, os oenocitdides, os adipohemocitos e os trombocitdides foram as lectinas HPA,
WGA e GNL com diferentes padrées de marcagdo. Por outro lado, Hillyer et al. (2003a)
utilizaram aquelas mesmas sete lectinas para caracterizar os hemocitos de Armigeres
subalbatus, onde obtiveram os mesmos resultados marcando apenas as lectinas HPA, WGA e
GNL. Castillo et al. (2006) utilizaram apenas trés lectinas (PNA, WGA e SBA) para
caracterizar os hemocitos de A. aegypti e A. gambiae e obtiveram resultado positivo em todas
as marcagdes. Nossos resultados demonstraram que, apenas os hemocitos de A. albopictus
foram positivos para HPA, concordando com os achados de Hillyer & Christensen (2002) e
Hillyer et al. (2003a). A marcagdo pela lectina PNA foi positiva nos hemdcitos de ambas as
espécies estudadas, concordando com os resultados obtidos por Castillo er al. (2006).
Entretanto, Hillyer & Christensen (2002) e Hillyer ef al. (2003a) ndo identificaram células
positivas para esta lectina. A lectina ConA marcou as células de A. aegypti e A. albopictus em
nossos estudos, entretanto, este resultado ndo concorda com os achados de Hillyer,
Christensen (2002) e Hillyer et al. (2003a). A WGA foi a tnica lectina que marcou os

hemocitos em diferentes espécies de mosquitos, inclusive em caramujos e triatomineos
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(Hypsa & Grubhoffer, 1997; Hillyer & Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003a; Castillo et
al., 2006; Martins-Souza et al., 2006).

Como podemos observar diversos autores utilizaram as lectinas na tentativa de marcar
as diferentes populacdes de hemdcitos, entretanto, sua aplicacdo € limitada porque podem
reconhecer estruturas de carboidratos que podem ser compartilhadas por muitos outros

componentes teciduais.

6.2 Ensaio de endocitose

A endocitose ¢ importante por manter a homeostase celular, o que inclui a manutengdo
da area total da membrana plasmatica, que é aumentada pelo processo de exocitose e para
obten¢do de varios nutrientes essenciais aos organismos e células. O material a ser ingerido ¢é
progressivamente englobado por uma pequena por¢do de membrana plasmatica, da qual se
formam e brotam as vesiculas endociticas. Este material é encaminhado para os lisossomas,
onde ¢é digerido. E através da endocitose que as células podem modular a resposta a estimulos
exogenos, como por exemplo, os hormonios e os fatores de crescimento (Mellman, 1996).

O estudo do processo endocitico ¢ amplamente estudado nos tripanossomatideos
pertencentes ao género Trypanosoma. Eles possuem um complexo ciclo de vida e algumas
das diferentes formas evolutivas observadas, requerem componentes exdgenos para seu
crescimento, como o colesterol e o ferro. A forma tripomastigota sanguinea do Trypanosoma
brucei, o agente etiologico da doenga do sono em humanos, tornou-se o modelo de endocitose
melhor estudado em tripanossomatideos. Verificou-se através dos diversos estudos realizados,
que esta espécie possui uma intensa atividade endocitica. Enquanto a albumina sérica é
adquirida através da endocitose de fase fluida, a transferrina e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) sdo interiorizadas através de endocitose mediada por receptor (Soares & De
Souza, 1991; Porto-Carreiro et al., 2000).

Em Entamoeba histolytica, o estudo do processo endocitico demonstra que existem
duas formas de endocitose: a forma néo especifica, detectada pela internalizagdo de particulas
de latex e outra, que € especifica onde envolve a participagdo de receptores de superficie que
facilitam a internalizag¢do de porc¢des das células hospedeiras e bactérias (Orozco ef al., 1983).

Em nossos estudos de endocitose de fase fluida, utilizando como modelo experimental
os hemdcitos do mosquito 4. aegypti, nés identificamos os oenocitéides como as células que

mais endocitaram a proteina albumina, seguidos dos granuldcitos e prohemocitos.
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A primeira resposta imune descoberta em invertebrados foi a fagocitose, que ¢ uma
forma especializada de endocitose mediada por receptor (Gillespie & Kanost, 1997; Garcia-
Garcia & Rosales, 2002; Hart et al, 2004; Blandin & Levashina, 2007). E um importante
mecanismo de defesa contra as infec¢des causadas por pequenas particulas como as bactérias
e efetiva para a eliminag¢do de células apoptoticas geradas durante o desenvolvimento (Hart et
al., 2004; Zhou et al., 2004). Em vertebrados, fagocitos profissionais como os macréfagos e
células dendriticas estdo envolvidos na fagocitose (Rabinovitch, 1995). Em insetos,
plasmatdcitos e granuldcitos sdo as células mais envolvidas no processo de fagocitose (Gupta,
1991; Gillespie & Kanost, 1997; Barillas-Mury et al, 2005). Outros hemocitos, como os
oenocitdides, também foram identificados fagocitando células bacterianas (Giulianini et al.,
2003).

Em nossos experimentos, onde particulas de latex acopladas a um marcador
fluorescente entraram em contato com hemocitos de 4. albopictus, observamos o processo de
fagocitose destas particulas realizado pelos plasmatdcitos e pelos granuldcitos. Além disso,
identificamos através de micrografias ultraestruturais, o plasmatocito de A. albopictus
fagocitando uma célula em processo de apoptose. Em prévios estudos do nosso grupo com A.
aegypti, foi identificado apenas o plasmatocito como célula fagocitica de particulas inertes
(Aratjo et al., 2008 — ver anexo 2).

Hillyer et al. (2003a), estudando a fagocitose e a melanizagdo mediada por hemdcitos
em Armigeres subalbatus, demonstraram que os granuldcitos e oenocitdides foram os
principais fagdcitos envolvidos nesta resposta. Resultados similares foram obtidos em A.
aegypti infectado com bactérias e esporozoitos de Plasmodium (Hillyer et al., 2003b).

Em insetos, como os Lepidopteros, os granuldcitos sdo os fagocitos profissionais, os
plasmatécitos estdo envolvidos na formacdo da capsula, os oenocitoides sdo fonte de
fenoloxidase, os prohemocitos sdo as células tronco e os esferuldcitos originam os
componentes cuticulares (Lanot ef al., 2001). Giulianini et al. (2003) demonstraram que, 0s
granulocitos e os oenocitdides foram os Unicos hemocitos envolvidos na fagocitose de
particulas de latex in vivo por Cetonischema aeruginosa. Entretanto, estes autores ndo
descartam a possibilidade do plasmatdcito também estar envolvido neste processo. Esta
funcdo de fagocitose realizada pelos granuldcitos é relatada ainda por diversos autores em
diferentes ordens de insetos (Galleria mellonella Tojo et al., 2000; Manduca sexta Nardi et
al., 2001; Spodoptera littoralis Costa et al., 2005; A. aegypti e A. gambiae Castillo et al.,
2006). Entretanto, Da Silva et al. (2000) examinando a hemolinfa de C. quinquefasciatus

infectado com Cdndida albicans descreveram a fagocitose deste fungo por plasmatdcitos.
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O papel dos plasmatdcitos na fagocitose € muito controverso, enquanto, que para
alguns autores eles s@o fagocitos profissionais (Tojo et al, 2000; Ling & Yu, 2006), para
outros como, por exemplo Costa et al. (2005), os plasmatdcitos ndo t€m esta capacidade. Ao
estudar hemocitos do lepidoptero Spodoptera littoralis, estes autores identificaram apenas o
granulocito como sendo a unica célula fagocitica em experimentos in vivo e in vitro. Na
mosca da fruta, D. melanogaster, entre plasmatocitos, células cristais e lameldcitos, apenas os
plasmatdcitos estdo envolvidos na fagocitose (Meister & Lagueux, 2003). Dean et al. (2004)
identificaram hemocitos hiperfagociticos em Manduca sexta, englobando um grande numero
de bactérias e particulas de latex, além disso, estas células encontram-se envolvidas nos
estagios iniciais de formagdo do nodulo. Eles representam apenas 1% da populagdo total de
hemocitos que possuem capacidade de fagocitose e se diferenciam dos outros tipos celulares
porque emitem extensos filopodios. De acordo com Ling & Yu (2006), em M. sexta, os
plasmatécitos estdo envolvidos na fagocitose de particulas de latex e os granuldcitos foram os
unicos que fagocitaram as células mortas. Estes autores acreditam que, os hemdcitos
hiperfagociticos estdo envolvidos na formag¢ao do nédulo e na fagocitose das particulas inertes
ou bactérias nos estagios iniciais de infeccdo. Enquanto que, plasmatdcitos e granulocitos
estdo envolvidos na fagocitose das particulas inertes ou bactérias remanescentes.

A fagocitose depende de numerosos fatores bioldgicos, quimicos e fisicos. O estudo da
funcdo de cada tipo celular pode ser usado e correlacionado com a ultraestrutura para

complementar a caracterizacao.

Como discutido anteriormente, a fagocitose € um componente essencial na resposta
imune inata. Os vacuolos fagociticos possuem propriedades degradativas e microbicidas,
através de uma complexa série de interagdes com as endomembranas. Este processo chamado
de maturagdo do fagossoma culmina na fusdo do fagossoma com os lisossomas, resultando
numa organela hibrida enriquecida com enzimas hidroliticas, espécies reativas do oxigénio e
peptideos antimicrobianos que promovem a morte ¢ a degradagdo de microorganismos
internalizados (Huynh et al., 2007). Os lisossomas tém sido definidos baseados na sua fung¢ao
como sendo organelas ricas em enzimas hidroliticas e responsaveis pela degradacdo de
macromoléculas derivadas do espaco extracelular, via fagocitose ou endocitose, ou até dentro
da célula via autofagia (Hunziker & Geuze, 1996). Dois dos mais abundantes componentes
lisossomais sdo proteinas transmembrana, altamente glicosiladas, encontradas em todos os
lisossomos chamadas de LAMP - 1 e LAMP - 2 (lisosome-associated membrane proteins)

(Winchester, 2001). Em nossos experimentos, utilizamos como marcador lisossomal o
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anticorpo Anti-LAMP 1 (Sigma) e identificamos os plasmatécitos, os oenocitéides e os
granuldcitos como os hemdcitos que possuiam muitos lisossomos no citoplasma em A.
albopictus. Entretanto, em A. aegypti apenas os plasmatdcitos e os oenocitéides foram as
células que apresentam esta organela em abundancia.

Algumas células como os plasmatocitos possuem o citoplasma rico em lisossomos,
confirmado pela presenga da fosfatase acida. A abundancia desta organela reflete a
participacdo deste tipo celular na fagocitose (Barracco & Loch, 1989).

Desta forma, podemos concluir que, em nossos estudos de endocitose utilizando como
modelo experimental os mosquitos A. aegypti ¢ A. albopictus identificamos o plasmatdcito
como a célula que internalizou as particulas de latex, os corpos apoptoéticos e possuia uma

presenga acentuada de lisossomos.

6.3 Dinamica hemocitaria

Na natureza, a estimativa do ntimero total de hemdcitos depende de inimeros fatores
como: espécie, tamanho dos insetos, o estagio de desenvolvimento, entre outros. Segundo
alguns autores, os mosquitos adultos fémeas possuem cerca de 10.000 hemocitos, entretanto,
adultos de Periplaneta (Baratas) possuem mais de 9.000.000. As lagartas de Fuxoa possuem
cerca de 4.000 hemocitos no segundo estidgio de desenvolvimento e no sexto estagio este
nimero sobe para 2.400.000. Em insetos hemimetabolos, o numero de células geralmente ¢
muito similar entre larvas e adultos, entretanto, nos holometabolos as larvas possuem mais
células por volume de hemolinfa que os adultos. Em geral, as fémeas possuem mais
hemocitos que os machos (Chapman, 1998). A técnica utilizada para a coleta da hemolinfa
deve ser levada em consideragdo, pois, existe uma variagdo na quantidade de células obtidas.
Através da técnica de perfusdo intratoracica estima-se que aproximadamente 76% da
hemolinfa seja removida e que aproximadamente 2.000 hemdcitos estejam presentes
(Christensen et al., 1989). Esta foi a técnica empregada em nossos experimentos para
caracterizacdo dos diferentes tipos celulares presentes na hemolinfa do 4. aegypti e do A.
albopictus como descrito no item 4.2 de materiais ¢ métodos. E sempre bom lembrar que
apenas uma pequena fragdo destas células circula livremente na hemolinfa, onde a maioria
encontra-se aderida a orgdos internos abdominais como o intestino médio e a traquéia (Pinto
et al., 2009).

Hillyer et al. (2005) descreveram que o A. aegypti possui cerca de 1.000 hemdcitos

presentes na hemolinfa no 1° dia pds-eclosdo e que este numero diminui cerca de 24% até o
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5° dia. Esta reducdo observada do 1° ao 5°dia ¢ idéntica a redugdo relatada em estudos
prévios por este mesmo grupo onde, o nimero de hemdcitos circulantes continuava a declinar
até o 14° dia, diminuindo cerca de 55% (Christensen et al.,1989). Inicialmente realizamos
experimentos para estabelecer a média e propor¢do de cada tipo celular circulante na
hemolinfa do A. aegypti e do A. albopictus colonizados no laboratério de Entomologia
Meédica. Para estes experimentos utilizamos a mesma técnica empregada por Castillo et al.
(2006) com modificagdes, como descrito no item 4.12 de materiais e métodos. Observamos
que nossos resultados sdo similares aos descritos na literatura para o A. aegypti apenas entre o
primeiro e o segundo dia pés-eclosdo, onde houve uma redugdo de aproximadamente 24% no
numero de células. Nos dias subsequentes, 3, 7, 8 ¢ 9, o nimero de células se restabeleceu e
ndo exibiu alteragdes significantes, entretanto, permaneceu mais baixo que o 1° dia. O
aumento do numero de células circulantes pode resultar na producdo de novas células ou
possivelmente, pelo recrutamento de células aderidas aos tecidos. A reducdo no nimero dos
hemocitos pode resultar na morte celular ou no aumento da quantidade de células aderidas aos
tecidos (Chapman, 1998).

A contagem diferencial dos hemocitos de Anopheles albimanus exibiu que o
plasmatdcito foi o tipo mais comumente encontrado (74%), seguido pelas células granulares
(17%) e pelos prohemocitos (9%) (Hernandez et al,. 1999). Em Anopheles gambiae, os
granulodcitos correspondem a mais de 90% do niimero total de células presentes na hemolinfa
de larvas, pupas e adultos. Os outros 10%, correspondem aos prohemocitos e aos oenocitoides
(Castillo et al., 2006). Estudos com outro diptero de importancia médica, o Culex
quinquefasciatus, demonstraram que os granuldcitos e plasmatdcitos correspondem a cerca de
83% do total das células encontradas na hemolinfa, seguidos pelos prohemocitos,
oenocidides, esferulocitos e adipohemdcitos (Da Silva ef al.,, 2000 e Brayner et al., 2005). Os
granuldcitos e plasmatocitos também correspondem a maioria dos hemocitos presentes em
larvas de Lepiddpteras. Segundo Lavine & Strand (2002), estas células compreendem mais de
50% da populagdo total. Nossos resultados exibem os prohemdcitos, oenocitoides e
plasmatdcitos correspondendo a cerca de 97% da populacdo total de células circulantes na
hemolinfa de 4. aegypti e A. albopictus seguido pelos granuldcitos, adipohemocitos e

trombocitoides.

Como descrito por Beerstsen et al. (2000) os mosquitos sdo capazes de elaborar uma
resposta imune intensa e especifica contra a invasdo de patdgenos. O aumento do niimero total

de hemdcitos na hemolinfa dos insetos é uma resposta comum ao parasitismo (Silva et al.,
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2002). De acordo com Christensen ef al. (1989) um aumento significativo do niimero total de
hemocitos foi observado como resposta imune de 4. aegypti inoculados com microfilarias de
Dirofilariae immitis. Resultados similares foram observados por Da Silva et al. (2000) em C.
quinquefasciatus infectados com C. albicans. Nesses estudos foi demonstrado que ndo existe
diferenga significativa na contagem total de hemdcitos quando os mosquitos foram
simplesmente desafiados com solugdo salina. Nossos resultados concordam com a literatura
onde mostraram um aumento do nimero total dos hemécitos de A. aegypti apds alimentagdo
sanguinea com Dengue virus quando comparado com o grupo controle. De acordo com
Christensen ef al. (1989) este subseqiiente aumento do nimero de hemdcitos apos o desafio,
pode estar relacionado com a atividade mitdtica dessas células, ou pode ser resultado da
liberag@o dos hemdcitos, que estavam fixados nos tecidos, na circulagdo dos insetos.

Salazar et al (2007) descreveram as taxas de infeccdo presentes na glandula salivar de
mosquitos A. aegypti alimentados com sangue contendo Dengue virus. No 5° dia pods-
alimentacdo cerca 26-50% deste 6rgéo encontrou-se infectado e no 7° dia essa taxa aumentou
para 51-75%. Em nosso estudo, a contagem total dos hemocitos de 4. aegypti exibiu um
aumento estatisticamente significante do nimero de células no 5° e 7° dia pds-alimentag@o.
Desta forma podemos sugerir que a partir do 5° dia, os virus possivelmente entraram em
contato com a hemolinfa infectando a glandula salivar e iniciando uma resposta imune contra
a presenca do virus. Esta ativacdo do mecanismo de defesa do inseto acarretou em um
aumento subito no numero dos hemocitos neste periodo, que s@o células importantes na
defesa imune inata do 4. aegypti.

A hemolinfa contribui para disseminacdo de muitos virus em seus hospedeiros.
Entretanto, a resisténcia dos hemdcitos, apoptose ou uma efetiva resposta imune celular
contra a infec¢do pode restringir a replicacdo de alguns virus em seus hospedeiros especificos
(Barrett et al., 1998, Trudeau et al., 2001, Clarke & Clem, 2002). O encapsulamento de
elementos traqueais infectados por virus é uma maneira que os hemocitos encontraram de
conter a propagagdo viral e, desta forma, controlar a progressdo da doenca (Washburn ef al.,
1996)

As alteracdes na contagem diferencial dos hemocitos apds infecgdo com patdgenos
também foram descritas na literatura. Da Silva et al. (2000) indicaram que a propor¢do dos
plasmatécitos aumentou, enquanto que a propor¢do dos granulocitos tinha diminuido, ambos
significativamente, apds a infeccdo do C. quinquefasciatus com o fungo C. albicans.
Estudando as alteragcdes dos hemdcitos em larvas parasitadas e ndo parasitadas de Anastrepha

obliqua (Diptera: Tephritidae), Silva ef al. (2002) descreveram uma redug@o na proporc¢do dos
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prohemocitos e dos plasmatdcitos em insetos parasitados. Brayner ef al. (2005) analisando
hemolinfa de C. quinquefasciatus infectado com W. bancrofti observaram um aumento
significativo dos prohemdcitos, plasmatdcitos, granulocitos e oenocitdides, quando
comparados com os insetos do grupo controle. Devemos levar em consideracdo que estes
modelos de infeccdo sdo contra helmintos e fungos, os quais podem trazer resultados
diferentes das infecgdes virais.

Os estudos com larvas da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae), infectada com o 4. gemmatalis M nucleopoliedrovirus (AgMNPV), utilizado hoje
como agente de controle biologico, demonstraram que apenas a porcentagem de granulocitos
foi diferente entre larvas infectadas e ndo infectadas, indicando que estas células responderam
rapidamente a infecgfo viral apos 2 horas do desafio. Estes autores detectaram a diminui¢do
no numero de granuldcitos e manutencdo das populacdes de plasmatocitos, esferuldceitos,
prohemocitos, oenocitdides e vermiformes em larvas infectadas com virus AgMNPV
(Andrade et al., 2010). Apesar de se tratarem de infecgcdes por virus, nossos resultados
mostraram que os oenocitdides aumentaram e os prohemocitos diminuiram significantemente
apenas apds o 1° dia pos-alimentagdo e que os granuldcitos e plasmatocitos aumentaram
apenas apds o 5° dia. Este fato pode indicar que os prohemocitos se diferenciaram nos outros
tipos celulares importantes para defesa do inseto que aumentaram subseqiientemente
(oenocitoides, granuldcitos e plasmatdcitos). O prohemocito € um dos mais freqiientes tipos
celulares observados na hemolinfa de A. aegypti e alguns autores sugerem que esta célula
possui a fun¢do de originar os demais tipos celulares (Gupta, 1985; revisdo de Lavine &
Strand, 2002).

Os plasmatocitos e granuldcitos sdo as principais células envolvidas nos mecanismos
de defesa imunoldgicas dos insetos. Elas s@o as células capazes de aderir a superficies
estranhas, sendo muito importantes para os mecanismos de fagocitose, nodulagdo e
encapsula¢do (revisdo em Lavine & Strand, 2002). A diferenca nas quantidades destas células
em nossos experimentos sugere que a infecg¢do viral € responsavel por alteragdes na populagéo
destas células, assim como foi responsavel pelas alteragdes ultraestruturais observadas.

Como as porcentagens de adipohemocitos e trombocitdides permaneceram as mesmas
nos mosquitos sadios e alimentados e nenhuma alterag¢do quanto a sua morfologia foi
observada, podemos sugerir que estes tipos celulares ndo estdo diretamente envolvidos na
resposta imune ao Dengue virus. Os adipohemocitos foram os unicos hemocitos presentes na
hemolinfa do lepdoptera Anticarsia gemmatalis que ndo se infectaram com baculovirus

(Silveira et al., 2004).
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Alguns autores como Ratcliffe et al. (1985) e Rivers et al. (2002), relataram que a
presenga de patdgenos poderd causar uma diminui¢cdo no numero de hemocitos circulantes
para conter a infeccdo. Esta diminui¢do estd relacionada com a formacdo de nddulos e
encapsulacdo ao redor dos invasores, assim como, a degranulagdo de alguns tipos celulares.
Em contraste, Richards & Edwards (1999) e Russo ef al. (2001) relatam que a presenga de
patéogenos na hemocele estimula a hematopoese, aumentando o numero de células na
hemolinfa. Desta forma, podemos perceber que ndo existe um consenso na associacdo da

resposta de defesa com a diminui¢do ou o aumento do numero total de hemdcitos.

6.4 Hemocitos de A. aegypti ap6s o desafio com DENV

Um dos primeiros trabalhos envolvendo replicacdo de Dengue virus, em células de
mosquitos, através da utilizagdo da microscopia foi o de Sriurairatna & Bhamarapravati
(1977). Estes autores verificaram ultraestruturalmente a presenga do Dengue virus 2 (Nova
Guine C) em diversos tecidos de mosquitos A. albopictus apds a injecdo intratoracica.
Andlises ultraestruturais evidenciaram particulas virais na glandula salivar, no tecido nervoso,
no intestino, no corpo gorduroso e inclusive nos hemocitos. Em 1979, Ko et al.,, também
realizaram observagdes ultraestruturais de células de A. albopictus infectadas com Dengue
virus (DENV- 1, 2, 3 e 4) entretanto, estes autores utilizaram células de cultura C6/36. Neste
estudo, foi observado que o titulo do Dengue virus 2 diminuiu logo apds a infecg¢do das
células C6/36 mas, aumentou gradativamente apos o 1 dia.

Como podemos observar a microscopia eletronica desde muito tempo tem sido
utilizada como uma eficiente ferramenta para o estudo do processo de replicacdo dos virus da
familia Flaviviridae. A maioria dos trabalhos envolve clones de células C6/36 (linhagem
celular de 4. albopictus) infectadas com Dengue virus e utilizam a microscopia eletronica
como principal ferramenta de estudo. Estes estudos serviram para elaborar um modelo de
replicag@o do virus e desta forma, melhor compreender o ciclo de vida dos Flavivirus em seus
vetores (Barth, 1991, 1992, 1999; Barth & Schatzmayr, 1992; Barth et al., 1997, Barth &
Cortes, 1997). Nosso estudo busca descrever este ciclo de replicagdo em hemocitos, utilizando
a microscopia eletronica de transmissdo e, somado a outros experimentos, analisar a resposta
imune destas células frente ao desafio viral. Um dos maiores obstaculos encontrados ¢ a
dificuldade em se obter estas células visto que, ndo sdo cultivadas em laboratdrio.

Experimentos com células de cultura de 4. aegypti (Aag2) infectadas com Dengue

virus 2 Nova Guiné C demonstram que os titulos virais aumentaram significantemente apds
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48h da infec¢do (Sim & Dimopulos, 2010). Utilizando estas observagdes e sabendo que o
ciclo de replicacdo do Dengue virus dura cerca de 30 horas, realizamos nossos experimentos
apods 48horas da infecgdo com o objetivo de se obter material em um tempo onde os titulos
virais aumentam significantemente.

Autores como Styer ef al. (2007), em experimentos envolvendo a transmissdo do virus
do Oeste do Nilo - WNV (género Flavivirus) a hospedeiros vertebrados, descrevem que
mosquitos que se alimentaram oralmente ou receberam virus através de inoculag@o, ndo
exibiram variacdo na quantidade de virus inoculados nos hospedeiros. Eles sugerem que, a
inocula¢@o intratoracica de baixas doses de WNV (30PFU - unidades formadoras de placas)
ndo interfere na quantidade de virus na saliva se comparados aos mosquitos que se
alimentaram oralmente.

A inoculagdo intratordcica ¢ um procedimento muito utilizado, quando se quer obter
uma alta dose de virus nos mosquitos e assegurar a infec¢do. Esta ndo ¢ a rota natural de
infeccdo por arbovirus, mas, evita-se a interferéncia das barreiras de infec¢do que existem nos
mosquitos (Kramer ef al, 1981; Bowers et al., 2003). Alguns estudos sugerem que 0s
arbovirus podem reduzir a sobrevivéncia do hospedeiro, dependendo da rota e da dose do
inoculo (Cooper et al., 2000). Entretanto, também deve ser observado que a ferida ocasionada
pela agulha durante a inoculacdo inicia uma rapida resposta humoral e celular nos mosquitos,
com a finalidade de cicatrizar a ferida ocasionada (Lai ef al., 2001). Em nossos experimentos,
utilizamos a inoculagdo intratoracica porque esta foi a forma encontrada para desafiarmos os
hemocitos rapidamente e garantir a infec¢do. O grupo controle foi muito importante para
podermos comparar as células desafiadas com os virus daquelas que receberam apenas uma
injuria. Nao identificamos alteragdes morfoldgicas significantes no grupo controle em relagéo
ao grupo desafiado com os virus.

Parikh et al. (2009) estudaram o tropismo de arbovirus por hemoécitos de mosquitos.
Para isso, este grupo inoculou intratoracicamente Sindbis virus (g€nero alphavirus) em
mosquitos A. aegypti. Os hemocitos se infectaram logo apods as primeiras 6 horas e a infecg¢do
foi evidente nestas células ao longo de 4 dias. O granuldcito foi a célula que frequentemente
encontrava-se infectada, entretanto, em alguns momentos, os oenocitéides foram vistos
infectados. Estes resultados estdo de acordo com os nossos, onde identificamos antigenos
virais presentes nos granuldcitos, nos oenocitdides e nos plasmatocitos através da
imunofluorescéncia. Estes autores classificam e descrevem os hemocitos da mesma forma que

Hillyer & Christensen (2002) e Castillo ef al. (2006). Entretanto, os granuldcitos encontrados
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neste estudo possuem uma forma bastante semelhante aos nossos plasmatdcitos, podendo ser
até o mesmo tipo celular.

Os granuldcitos infectados descritos por Parikh er al (2009) exibiam extensdes
bulbosas na membrana plasmatica, a partir de 48horas de infec¢@o. Nossos resultados, obtidos
através da microscopia de luz, exibiram a presenga de muitos pseuddépodes em plasmatocitos
presentes em mosquitos desafiados com virus apos 48horas, como podemos observar na
Figura 36D. Estes dados indicam que, estas células responderam a presen¢a do virus
circulante na hemolinfa, o que foi confirmado através da detec¢do do RNA viral pela técnica
de PCR (Figura 41). Estes autores, também descrevem que a propor¢do de células infectadas
foi de 100% apds 24 horas e apds 48 horas alcangou-se o pico maximo do titulo viral na
hemolinfa dos mosquitos. Eles atribuem este titulo a replicacdo do virus unicamente nos
hemocitos, porque a positividade das células foi visualizada através da observagdo da
fluorescéncia. Os virus utilizados neste estudo possuem no seu genoma a proteina verde
fluorescente (green fluorescent protein- GFP), que apenas é expressa durante a replicagdo
viral. Os autores concluem que, a expressdo ¢ a acumulagdo de GFP ¢ uma medida valida para
indicar a replicacdo do Sindbis virus nos hemocitos de A. aegypti. Estes dados indicam que os
arbovirus infectam e se replicam em hemocitos, o que torna estas células sérias candidatas a
serem um sitio de amplificacdo de arbovirus em rota para glandula salivar (Parikh et al,
2009). Em outros virus como baculovirus, os hemdcitos tem um papel central na patogénese,
sendo utilizados como sitio de amplificagdo e disseminagdo da infec¢do (Granados e Lawler
AL, 1981).

Além de Parikh et al. (2009), Salazar et al. (2007) também detectaram hemdocitos de A.
aegypti infectados com virus. Estes autores identificaram hemdcitos infectados com Dengue
virus 2 ap6s 10 dias da realizagdo de alimentagdo oral. Neste mesmo periodo, foi detectado
que cerca de 76-95% das glandulas salivares estavam infectadas.

A ultraestutura revelou que os hemdcitos apresentam as mesmas caracteristicas
morfoldgicas, que indicam presenga de infecgdo viral visualizadas em células de cultura de
mosquito (C6/36) por outros autores como: o aumento do didmetro celular, o deslocamento do
nucleo para a periferia da célula, a presenga de largos vacuolos inclusive SMS. (Barth, 1992,
1999). Nos experimentos de imunofluorescéncia, utilizando anticorpo especifico anti-dengue
2, foi visualizada a fluorescéncia em locais especificos do citoplasma. Isto pode corresponder
aos compartimentos celulares onde existe um maior processo de replicagdo viral (Barth, 1997)
(Figura 37). As particulas virais sdo formadas dentro do Ilimen do reticulo endoplasmatico

rugoso, com uma participacdo ativa dos ribossomos que estdo aderidos a membrana, vesiculas
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e tabulos de “smooth-membrane structure” (Ko ef al., 1979; Barth, 1992). Os SMS ocorrem
como vesiculas e pequenos ou longos tubulos que estdo agrupados dentro das cisternas do
RER ou no citoplasma dependendo da origem da célula infectada se é de inseto ou mamifero.
Elas aparecem quando a replicagdo viral € iniciada e antes que novos virus sejam detectados,
ao final um grande nimero destas estruturas esta presente no citoplasma celular. A natureza
destas estruturas ainda ndo esta bem esclarecida, acredita-se que elas representem uma
resposta da célula a infecgdo viral e que armazenem substancias com uma atividade antiviral
(Barth, 1992).

Muitos membros da familia baculovirus induzem apoptose durante a infec¢do em
cultura de células de insetos, este fato depende da combinagdo virus-hospedeiro e pode
limitar-se severamente a replicacdo viral (Clarke & Clem, 2003). Parikh et al. (2009),
descreveram que em 84h pds-infeccdo de A. aegypti com Sindbis virus-GFP, a intensidade da
fluorescéncia e o nimero de granuldcitos infectados comega a declinar. Este evento ndo
aparenta ser resultado de morte celular, porque o nimero total de hemdcitos ndo diminui. Em
nossos experimentos de infecc¢do viral, encontramos células em estagio avangado de apoptose,
onde pode ser visto em detalhes na Figura 40D. Embora a morte celular programada, seja uma
resposta inata a infecgdo por virus que pode limitar sua replicagdo e sua propagagdo, nosso
grupo precisa realizar experimentos que indiquem a participagdo da apoptose como um
importante mecanismo de contencdo da infecgdo.

Como podemos observar, a infeccdo de hemocitos de mosquitos por arbovirus ¢
relatada, mas ainda ndo foi bem caracterizada. Além disso, todo o processo de replicacéo,
disseminag@o e atividade antiviral ndo ¢ detalhadamente conhecido, o que nio é de se
surpreender por causa da dificuldade em se obter e trabalhar com estas células.

Desta forma, o presente estudo é o primeiro a descrever alteracdes morfologicas em
hemocitos de A. aegypti desafiados com Dengue virus, além de identificar modificagdes no

numero dessas células apos alimentacdo oral com sangue infectado.
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7 CONCLUSOES

1 - A hemolinfa de fémeas de A. albopictus, analisada tanto por microscopia optica quanto por
eletronica de transmissdo, possui o0s seguintes hemocitos circulantes: prohemdcitos,
adipohemdcitos, granuldcitos, plasmatdceitos, oenocitdides e trombocitdides;

2 — Os mosquitos 4. aegypti e A. albopictus possuem, em média, cerca de 3.000 hemdcitos/pl
de hemolinfa;

3 - A proporgdo dos diferentes tipos celulares presentes na hemolinfa do 4. aegypti e do A.
albopictus seguiu esta ordem: prohemdcitos™> oenocitdéides™> plasmatdcitos™> granuldcitos™>
adipohemdcitos™> trombocitoides;

4 — Em A. albopictus, o granuldcito e o plasmatocito apresentaram atividade fagocitica contra
particulas de latex;

5 - Em A. aegypti, o prohemocito, o granuldcito e o oenocitdéide foram os tipos celulares que
endocitaram a albumina;

6 - O anticorpo anti-lisossomal identificou lisossomos em plasmatdcitos e oenocitdides de A.
aegypti e nos granuldcitos, plasmatdcitos e oenocitoides de A. albopictus;

7 - As lectinas BS1, ConA, HPA, PNA, UEA, WGA, LPL e RCA marcaram as
subpopulagdes de hemocitos de 4. aegypti e A. albopictus com variagcdes na intensidade.
Contudo, estas lectinas utilizadas no reconhecimento de residuos de carboidratos ndo servem
como parametro para classificagdo dos hemocitos destas duas espécies;

8 — Os hemdcitos do A. aegypti sofreram um aumento significante no 5° e 7° dia apos a
alimentacdo oral contendo Dengue virus;

9 — A infeccdo dos A. aegypti por Dengue virus alterou a proporc¢do das células na hemolinfa
onde, os prohemocitos sofreram uma diminuigdo e os oenocitéides, plasmatdcitos e

granulocitos sofreram um aumento significativo;
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10 — Os plasmatocitos e os oenocitoides de A. aegypti responderam a presenca do virus na
hemolinfa exibindo alteragdes morfologicas caracteristicas, observadas através da
microscopia Optica e eletronica de transmissao;

11 - Além dos plasmatdcitos e dos oenocitdides de A. aegypti, os granuldcitos também
exibiram uma marcagdo positiva com anticorpo policlonal anti-dengue;

12 - A presenga do Dengue virus foi confirmada, na hemolinfa dos mosquitos A. aegypti, ap6s

a inoculacdo através da PCR.
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8 PERSPESCTIVAS

- Estudar o perfil de expressdo de genes do sistema imune em hemocitos de A. aegypti

infectados com Dengue virus sorotipo 2.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1 — Artigo submetido a publicacio

144




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...
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ABSTRACT

In the current investigation the cellular population in the hemolymph of adult of 4. albopictus
has been characterized by means of light and electron microscopy analysis. Phagocytosis
assays were performed in vivo to identify the hemocyte types involved in phagocytosis and
diferents lectins were used to labelling of molecules expressed on the surface of cells. Six
morphotypes of circulating hemocytes were found: prohemocytes, adipohemocytes,
granulocytes, plasmatocytes, oenocytoids and trombocytoids. The hemocytes isolated from
Ae. albopictus expressed ligands to BSI, ConA, HPA, PNA, UEA and WGA lectins with
distinct intensities of labeling, but one used lectin (LPL) did not bind in any hemocytes. After
in vivo artificial non-self challenge treatments, 4. abopictus hemocytes showed an immune

response involving phagocytosis performed by plasmatocytes and granulocytes.
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INTRODUCTION

Mosquitoes, like all insects, are exposed to a variety of microbes in their natural
habitats, and possess an innate immune system that is capable of mounting a potent response
against microbial challenge. They have a well-developed innate immune system that allows a
general and rapid response to infectious agents. The innate immune system of insects relies on
both humoral and cellular responses (Lowenberger, 2001). Humoral immune responses
include several antimicrobial peptides, enzymic cascades that regulate coagulation and
melanization of hemolymph and the production of reactive oxygen species and reactive
nitrogen species. Cellular responses include phagocytosis, nodulation and encapsulation
(Lavine & Strand, 2002). Despite this, mosquitoes act as efficient vectors for many viral,
bacterial, and parasitic organisms. Vectorial capacity for individual pathogens varies widely
between species and this variation may be a reflection of innate differences in immune
mechanisms.

The circulating hemocytes are essential for the insect immunity, while their number
decreases drastically during an infection and new hemocytes are produced from hematopoietic
tissues, to balance the lost hemocytes. In Drosophila, lymph glands are the larval
hematopoietic organs where hematopoiesis occurs during the embryonic and larval stages.
Lymph gland-derived hemocytes are secreted into hemolymph during late third instar larvae,
just before the onset of pupation (Lanot et al., 2001).

None of the individual methods for studying the various morphological types of
hemocytes is entirely satisfactory for all insects or for all types of cells within a given insect.

Differences in technique have often led and are likely to continue to lead to conflicting views
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until systematic comparative studies are forthcoming (Jones, 1962). Classification of insect
circulating hemocytes is a subject of controversy, and the terminology used to designate each
cellular type is often different from one species to another. However, a survey of the literature
on insect hemocytes suggests that there are resemblances for most of the cell types and
functions, in different insect species (Ribeiro & Brehelin, 2006).

In the last decades, the use of electron microscopy for ultrastructural studies of
hemocytes has been instrumental in recognizing major types of insect hemocytes, with some
discrete controversies still remaining. In the mosquito, the most common types of hemocytes
described in the literature are prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes, spherulocytes,
adipohemocyte, oenocytoid and coagulocyte (Gupta, 1979).

The Asian tiger mosquito, Aedes albopictus (Skuse, 1894), is an invasive species that
can be found on all continents. The geographical spread of A. albopictus has mostly occurred
during the last three decades and, following the spread of Aedes aegypti and Culex pipiens,
the spread of A. albopictus is the third example of the spread of a mosquito vector that was
caused by human activities (Paupy et al., 2009). A. albopictus was suspected of being a vector
or secondary vector of several viruses, particularly of the viruses that cause dengue fever and
dengue hemorrhagic fever (Black IV et al., 2002).

The only study that describes the A. albopictus hemocytes was in 1975 where, five
types of hemocytes were detected in 4. albopictus larvae hemolymph by light microscopy.
They were prohemocytes, plasmatocytes, 2 types of podocytes and spherules (Bhat & Singh,
1975). Mosquito hemocytes are also important sources of signaling and effector molecules
released into hemolymph (Dimopoulos ef al., 2000; Hillyer et al., 2003). However, current
understanding of the hemocyte types of mosquito production, their relative abundance, and

their functions is limited.
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In insects, lectins are synthesized by hemocytes and released in hemolymph, or are
expressed on the surface of circulating hemocytes, where they are able to act as cytophylic
receptors (Paskewitz & Christensen, 1996).

The aim of this study was to characterize the hemocytes in A. albopictus female adults
using light and electron microscopies, as well as to quantify these cells through the total and
differential counts, to verify lectin binding and phagocytosis capacity on circulating

hemocytes.

MATERIALS AND METHODS

Mosquito rearing

The females of A. albopictus were obtained from a colony originated from captured
mosquitoes from the city of Recife in the State of Pernambuco, Brazil in 2007. This colony is
maintained in the insectary of the Laboratory of Medical Entomology of the Fundagdo
Oswaldo Cruz at Belo Horizonte, State of Minas Gerais. The mosquitoes are created in an
acclimatized room (temp. 28°C; 80% relative humidity) under a 12-hour light/dark cycle and

fed up with 10% glicose solution ad libitum.

Hemocyte collection and quantification

Adult Mosquitoes from one, two, three, seven and eight days post-eclosion were
anesthetized by cold (4°C, 1-2 min) and the hemocytes collected using a slight modification of
a procedure previously described (Castillo ef al., 2006). Briefly, anticoagulant solution

consisting of 60% Schneider's medium, 10% fetal bovine serum, and 30% citrate buffer (98

148




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemoécitos...

mM NaOH, 186 mM NaCl, 1.7 mM EDTA, and 41 mM citric acid; buffer pH 4.5) was
injected gradually into the thorax. An incision was made in the abdominal wall using a sterile
micro-forceps, and a total volume of 10ul of diluted hemolymph collected using a pipettman
with sterile pipette tip. The sample was immediately placed in a sterile disposable
hemocytometer slide (Neubauer Improved, iNCYTO C-Chip DHC-NO1) (Rodrigues et al.,
2010). The number of cells in the four squares was counted using a light microscope (40x
objective), and the total number of hemocytes per mosquito was determined. Counts of the six
individual hemocyte cell types were simultaneously done, and the proportions in percentages
were determined per individual mosquito. Hemocyte counts were confirmed in three
independent experiments. For each experiment, groups of 6 mosquitoes were analyzed
individually and the total number of cells or the proportion of each cell population expressed
as the mean (£ SEM). The data obtained to the total and differential count swerve analyzed

through ANOVA and Tukey’s test (p<0.05).

Light microscopy

Perfused hemolymph was placed on a clean microscope slide. The hemocytes in the
perfusate were allowed to settle for 5 min and then were fixed with methanol. Slides were
stained with Giemsa stain (3 drops in 1 ml of water for 3 min) pH 7.2, washed in

tap water, dried, and examined under a light microscope.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

The hemolymph of at least 300 insects (4-day old) was collected from a punctured

thorax perfused directly with Karnovsky fixer solution (3% glutaraldehyde, 2%
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paraformaldehyde in sodium phosphate buffer 0.1M, pH 7.2). The hemocytes were fixed in
the same fixative at room temperature overnight. The sample was centrifuged at 3.000rpm for
10 min, washed sodium phosphate buffer 0.1M and post-fixed in 1% osmium tetroxide plus
0,8% potassium ferricyanide for 30 minutes. After dehydration in graded acetone series the
samples were embedded in EMBED 812/ Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort
Washington, PA). Thin sections were obtained with a ultramicrotome, stained with uranyl

acetate and lead citrate, observed and photographed with a JEM 1011, JEOL (Tokyo, Japan).

Lectin staining

Fluorescent lectins were used in an attempt to identify different hemocytes
subpopulation by the sugar moieties at their cell surfaces. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
conjugated with Bandeiraea simplicifolia (BSI), Canavalis ensifonnis (ConA), Helix pomatia
(HPA), Arachis hypogea (PNA), Ulex europaeus (UEA), Triticum vulgaris (WGA) and
Limulus polyphemus (LPL) were used in this study (all obtained from Sigma).

The hemolymph from 50 insects was collected in tubes directly in a fixative
containing 4% paraformaldehyde. After fixation, the samples were gently rinsed with 1x PBS
(Phosphate buffered saline), centrifuged at 3.000rpm for 10 min and placed on coverslips
covered by 0.1% poly-l-lysine that were kept in a humid chamber. After the adhesion, the
cells were incubated with PBS-T (1x PBS containing 1%BSA and 0.2% Triton X-100) for 30
min at room temperature. PBS-T was removed and cells incubated for 1h in the dark with
FITC conjugated lectin (Sigma Aldrich) in PBS plus 0.1% Triton X-100. Cells were washed
three times with 1xPBS and incubated with DAPI (nuclear marker) for 30 min. Cells were

mounted with Mowiol mounting medium and images obtained using a Zeiss LSM 510
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confocal microscope. The cells presenting fluorescence after treatment were considered as

labelled.

Phagocytosis Experiments

The capacity of the hemocytes to phagocytose was assayed in vivo. These experiments
were carried out by using glass needle to inject mosquito thorax with fluorescent latex beads
(0.526pum diameter; Sigma) resuspended in PBS.  Hemolymph was collected from these
mosquitoes after 1 hour and placed in tubes directly in a fixative containing 4%
paraformaldehyde. Fixed cells were gently rinsed with PBS and placed on glass slides that
were kept in a humid chamber. Hemocytes were incubated with PBS-T (PBS containing
1%BSA and 0.2% Triton X-100) for 30 min at room temperature. PBS-T was removed and
cells incubated for 1 h in the dark with DAPI for 30 min. Cells were washed three times with
1xPBS, and a drop Mowiol mounting medium was added. Cells were mounted and observed

under a Zeiss LSM 510 confocal microscope.

RESULTS

Hemocytes types: morphological characteristics

Six of hemocytes types were characterized in the hemolymph of the A. albopictus:
prohemocytes (PR), adipohemocytes (AD), granulocytes (GR), plasmatocytes (PL),
oenocytoids (OE) and trombocytoids (TR).

The PR were the smallest cells observed and characterized by the presence of the big,

voluminous and central nucleus, scarce cytoplasm, some mitochondria and smooth cellular
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surface (Figs.1A and 2A). The AD exhibited a large lipid like vesicle, elongated mitochondria
and a well-developed Golgi complex. They were extremely labile and frequently lysed after
perfusion (Figs.1B and 2B). The GR were round cells, with round and central nucleus, several
cytoplasmic vacuoles, some filled with an electron-dense material and others completely
empty (Fig 2C).. Granular cells attached and spread on glass slides (Fig 1C). The PL were
polymorphic cells, with form varying from oval to round, central nucleus, homogeneous
cytoplasm and abundant cytoplasmic projections (Fig. 2D). These cells spread forming
pseudopodia and frequently were seen attached to the slide (Fig. 1D). The OE was the largest
cellular types observed. They were round, with small and eccentric nucleus, homogeneous
cytoplasm and plasmatic membrane without projections (Figs. 1E and 2E). The TR were
fusiform cells, with elongated extremities, prolonged and central nucleus, sometimes with

slightly granular cytoplasm and smooth cellular surface (Figs. 1F and 2F).

Total hemocytes count

Total hemocyte count (THC) is a measure of the concentration of hemocytes within
the hemolymph per mosquito (cells/ul). The total hemocytes count of A. albopictus varied
between 12 and 39X10* hemocytes/pl (Fig. 3). All of the premises of ANOVA were met, and
the rest revealed significant differences among THC values for the samples studied (ANOVA,
F=0.0052, P=4.190). All means an significant differences are shown in fig. X. Differences
were found between THC values from 1 and 2 day-old (Tukey's test, n=6, P<0.05) and 1 and

7 day-old (Tukey's test, n=6, P<0.05).

Differential hemocytes count
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The differential hemocyte count (DHC) represents the count of individual hemocyte
types within the total hemocyte population. PR (50.8%), OE (32%) and PL (15%) were the
most conspicuous cells types throughout all days studied, together constituting 97.8% of the
total cell population. TR were rare along all the day analyzed, constituting 0.01% of the cell
population, followed by AD (0.7%) and GR (1.5%) (Fig.4). The increase observed from 2

day-old was relative between AD, PL and OE.

Lectin-binding assay

Fluorescent lectins staining were used to stain hemocytes in an attempt to find cell
surface carbohydrates diagnostic for specific hemocyte populations.

The significant differences between hemocytes were observed with respect to their
ability to bind lectins. The positive reactions were observed on the surface of the PR, GR, PL
and OE. No reactivity to all lectins tested were observed in AD and TR. The lectins UEA and
WGA exhibited strong patterns (Figs.5E and F) followed by PNA that exhibited a pattern of
moderate (Fig. 5D) and BSI, ConA and HPA that labeled poorly the cells (Figs. 5A, B and C).

The lectin LPL has not labeled 4.albopictus hemocyte.

Phagocytosis

Phagocitosis in vivo was investigated using fluorescent latex beads (green) of uniform
diameter which could be injected readily into the mosquito hemocoel. Fluorescent labeled

beads could be easily seen within the PL and GR (Fig. 6).

DISCUSSION
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Hemocytes are the primary mediators of cell-mediated immunity in insects. However,
the classification of insect circulating hemocytes is somewhat controversial and the
terminology used to classify each cellular type is different. Besides, class types differ
substantially among different orders and inside the same order (Lavine and Strand, 2002;
Ribeiro and Brehelin, 2006).

Previously, mosquito hemocytes were obtained by different procedures. In the current
study we adapted the Castillo er al. (2006) perfusion method to obtain A. albopictus
hemocytes. Under these conditions, the hemocytes were seen with good morphological
characteristics. The hemolymph of 4. albopictus contains six general cell types commonly
described for mosquitoes: prohemocytes (PR), adipohemocytes (AD), granulocytes (GR),
plasmatocytes (PL), oenocytoids (OE) and trombocytoids (TR). Kaaya and Ratcliffe (1982)
studding several medical important dipterans described a similar range of morphological types
of hemocytes by LM analysis. Hemocytes from adult dedes aegypti were recently classified
with the same types described in A. albopictus (PR, AD, GR, PL, OE, TR) on the basis of
morphology (Aratjo et al., 2008). Hillyer and Christensen (2002) and Hillyer et al. (2003)
described only four morphological cell types in A. aegypti and Armigeres subalbatus,
respectively. They are: granulocytes, oenocytoids, adipohemocytes and thrombocytoids.

In the present study, we observed that prohemocytes displayed unmistakable
characteristics such as small size and large nuclear—cytoplasmic ratio, with a morphology
identical to that described in previous hemocyte studies (Hyps'a and Grubhoffer, 1997;
Falleiros et al., 2003; Giulianini et al., 2003). These cells generally were considered to be
stem cells from which originate other types of hemocyte (Jones, 1962; Kaaya, Ratcliffe,

1982).
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Few adipohemocytes were observed in the present work, mostly because of the
instability of these cells. Besides large lipid vesicles, other cellular organelles could be readily
identified, i.e., scarce RER and mitochondria. Hillyer ef al. (2003) described that these cells
were the second most common cells obtained from naive mosquitoes.

Oenocytoids were described in the dipterans Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti
and Armigeres subalbatus (Hillyer and Christensen, 2002; Hillyer et al., 2003; Brayner et al.,
2005). Oenocytoids have been described as cells typically containing a greater number of
dense granules located at the cell periphery (Hyps“a and Grubhoffer, 1997; Giulianini et al.,
2003). In EM analyses, we detected that in oenocytoids from A. albopictus cytoplasmic
granules were completely or partially filled with amorphous material.

In insects like Lepidoptera, granulocytes are usually the professional phagocytes,
plasmatocytes are the main capsule forming cell, oenocytoids are a source of phenoloxidases,
prohemocytes are putative stem cells, and spherule cells are potentially a source of cuticular
components (Lanot et al., 2001). Additional developmental and functional studies will be
needed to understand the lineage fate and activity of each hemocyte type present in A.
albopictus.

Besides the morphological and ultrastructural characterization, we tried to discriminate
individual hemocyte types on the base of their ability to bind the lectins. It was shown
previously for that significant differences might be in the composition of carbohydrate
moieties of surface structures between individual hemocytes types.

In this study we identified granulocyte and plasmatocyte how the types of cells
involved in the mechanism of phagocytosis. The granulocyte is known as the main cell type
endowed with phagocytosis and nodulation of foreign targets in arthropods (Jiravanichpaisal
et al., 2006; Da Silva et al., 2000). Some authors have named phagocytic, adhesive hemocytes

from mosquitoes as plasmatocytes (Drif and Brehelin, 1983; Kaaya and Ratcliffe, 1982), we
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concur with these authors and identified this same type of cell and the granulocyte
phagocytosing latex beads in the hemolymph of 4. albopictus.

We can conclude with A. albopictus hemolymph have six different types of hemocytes
(Prohemocyte, adiphoemocyte, granulocyte, plasmatocyte, oenocytoide and thrombocytoid)
which exhibit a diverse pattern in the recognition of different lectins. We show that this
mosquito has approximately 3.000 hemocytes/ul circulating of hemolymph and that

plasmatocytes and granulocytes were the cells that realized phagocitosis mechanism.
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Figure 1 — Hemocytes from Ae. albopictus. (A) prohemocytes,
(B) adipohemocytes, (C) granulocyte, (D) plasmatocytes, (E)
oenocytoid, (F) thrombocytoids. In detail, micrographs of cells by
DIC optics are shown. Scale Bar A, C, D, E = 10um; B, F =20um.

Figure 2 - Hemocytes from Ae. albopictus. (A) Prohemocytes with a
large central nucleus (N) containing nucleolus (Nu) and a thin
cytoplasm with few organelles. Lumps of heterochromatin (arrows)
and Mitochondria (m) are also indicated. (B) Adipohemocytes with
oval profile showing large nucleus (N) and cytoplasm with lipid
vesicles inside (stars) and mitochondria (m). Note a well-developed
Golgi complex (arrowheads). (C) Granulocyte with a cytoplasm filled
with membrane-delimited vesicles (arrow) and nucleus (N). Some
vesicles contain empty vacuoles (close arrow) and structured electron-
dense granules (open arrow). (D) Plasmatocyte showing an elongated
nucleus (N) with nucleolus (Nu). Some heterochromatin lumps are
visualized (arrows) inside the nucleus and mitochondria (m) and
numerous vesicles (open arrows) are observed inside the cytoplasm.
(E) An oenocytoide showing an eccentric lobated nucleus (N) with
clumps of heterochromatin (arrows). Cytoplasmic vacuoles (opened
arrow) and mitochondria (m) are visualized. (F) Thrombocytoid has a
large nucleus (N) with nucleolus (Nu) and a homogeneous cytoplasm
with mitochondria (m). Magnification 2.700X. Scale Bar=2pum. 160
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Figure 3. Mean = SD total hemocyte counts from A. albopictus
perfused for 1 — 8 days following adult ecdysis. Bars represent
mean + SEM; asterisks indicate differences that are statistically
significant (Tukey multiple comparison test, n =6, P < 0.05).
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Figure 4. Mean £ SD differential hemocyte counts from A. albopictus perfused for 1 — 8
days following adult ecdysis. Bars represent mean + SEM; asterisks indicate differences that
are statistically significant (Tukey multiple comparison test, n =6, P <0.05).

161




Araujo, H.R.C. Caracterizacdo morfologica dos hemdécitos...

Figure 5 - Confocal image hemocytes stained with differents Lectins —
FITC (green). Scale Bars = 10um.

Figure 6 - Phagocitosis of latex beads. Overlapping image of
DIC and epifluorescent exhibiting granulocytes (A)
phagocytized latex-FITC beads (green) and plasmatocytes (B).
Scale Bars =11,9um.
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9.2 ANEXO 2 — Artigo aceito para publicacao
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