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ALBUQUERQUE, Jefferson Rodrigo Freitas de. ldentificacdo das espécies de
flebotomineos no municipio de Timbauba/PE e caracterizacdo dos hemdcitos de
Lutzomyia migonei (Franga, 1920) (Diptera: Psychodidae) vetor de Leishmania spp.
2018. Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) —
Instituto Aggeu Magalh&es, Fundagéo Osvaldo Cruz, Recife, 2018.

RESUMO

As leishmanioses estdo entre as doencas mais negligenciadas do mundo. S&o causadas por
protozoarios do género Leishmania cujos vetores sdo flebotomineos (Ordem Diptera; Familia
Psychodidae; subfamilia Phlebotominae). Estudos realizados em areas endémicas de
leishmaniose tegumentar e visceral tem demonstrado a presenca do flebotomineo Lutzomyia
migonei como importante vetor na transmisséo da leishmaniose tegumentar e, na auséncia de
Lutzomyia longipalpis, também da leishmaniose visceral. Apesar de a literatura apresentar
muitos estudos sobre a fauna flebotominica, muitos aspectos relacionados a resposta imune
dos fleb6tomos vetores ainda permanecem desconhecidos. Sendo assim, o presente estudo tem
por objetivou quantificar e caracterizar os hemdcitos envolvidos na resposta imune celular
inata de Lu. migonei, assim como fazer o levantamento da fauna flebominica no municipio de
Timbauba, area endémica de leishmaniose tegumentar de Pernambuco. Os insetos foram
mantidos no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-LIKA-UFPE/PE. A coleta da
hemolinfa para caracterizagdo dos hemocitos foi realizada com um micromanipulador. As
células foram quantificadas e caracterizadas através da microscopia de campo claro e da
microscopia eletronica de transmissdo e foram classificadas como prohemacitos, granulécitos,
adipohemacitos, plasmatdcitos e eonocitoides. Ja a identificacdo dos espécimes utilizou-se de
chave taxon6mica e classificou os flebotomineos em seis espécies: Lutzomyia whitmani, Lu.
migonei, Lu. evandroi, Lu. wellcomei, Lu. quinquefer e Lu. sordellii.

Palavras chave: Lutzomyia. Fleb6tomo. Hemdcitos. Imunidade inata. Classificagéo.



ALBUQUERQUE, Jefferson Rodrigo Freitas de. ldentification of sandfly species in the
municipality of Timbauba/PE and characterization of the hemocytes of Lutzomyia
migonei (Franga, 1920) (Diptera: Psychodidae) vector of Leishmania spp. 2018.
Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Instituto
Aggeu Magalh&es, Fundacéo Osvaldo Cruz, Recife, 2018.

ABSTRACT

Leishmaniasis is among the most neglected diseases in the world. They are caused by
protozoa of the genus Leishmania whose vectors are phlebotomines (Diptera Order, Family
Psychodidae, subfamily Phlebotominae). Studies in endemic areas of tegumentary and
visceral leishmaniasis have demonstrated the presence of phlebotomine Lutzomyia migonei as
an important vector in the transmission of tegumentary leishmaniasis and, in the absence of
Lutzomyia longipalpis, also of visceral leishmaniasis. Although the literature presents many
studies on phlebotomine fauna, many aspects related to the immune response of the
phlebotomine vectors still remain unknown. Thus, the present study aims to quantify and
characterize the hemocytes involved in the innate cellular immune response of Lu. migonei, as
well as the survey of the phlebominal fauna in the municipality of Timbauba, an endemic area
of tegumentary leishmaniasis of Pernambuco. The insects were kept in the Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami-LIKA-UFPE / PE. Hemolymph collection for haemocyte
characterization was performed with a micromanipulator. Cells were quantified and
characterized by light field microscopy and transmission electron microscopy and were
classified as prohemocytes, granulocytes, adipohemocytes, plasmatocytes and eonocites. The
identification of the specimens was used as a taxonomic key and classified the sandflies into
six species: Lutzomyia whitmani, Lu. migonei, Lu. evandroi, Lu. wellcomei, Lu. quinquefer
and Lu. sordellii.

Key words: Lutzomyia. Sandfly. Hemocytes. Innate immunity. Classification.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania da familia Trypanosomatidae. De modo geral, essas enfermidades se dividem em
leishmaniose tegumentar americana (LTA), que afeta a pele e as mucosas, e a leishmaniose
visceral (LV), que acomete 6rgdos como o figado e bago. A transmissdo das leishmanioses
ocorre através da picada de fémeas infectadas de flebotomineos (Diptera: Psychodidae) do
género Phlebotomus no Velho Mundo ou Lutzomyia no Novo Mundo (KENT et al., 2013).

Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses estdo enquadradas na
categoria nimero um, descritas como doencas emergentes e sem controle, sendo a prevencao
baseada majoritariamente em 3 parametros, incluindo o controle vetorial, controle dos
reservatorios animais e a pesquisa e desenvolvimento de potenciais candidatos a vacina
(JAIN; JAIN, 2015). No entato, as grandes lacunas existentes no que se refere a diversos
aspectos relacionados a biologia dos flebotomineos acarreta em fracasso dos métodos
tradicionais de controle (MASCARI et al., 2013).

Das mais de 480 espécies de flebotomineos classificados nas Américas, aproxidamente
56 foram comprovadas ou sdo suspeitas em participar do ciclo de transmissdo das
leishamanioses no continente (GALATI, 2003; MAROLI et al., 2013; SHIMABUKURO et
al., 2011). Entre estas, Lutzomyia migonei destaca-se por sua ampla distribui¢do no pais e na
América do Sul, alto grau de antropofilia e por ser capaz de vetoriar mais de uma espécie de
Leishmania aos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2017; GUIMARAES et al., 2016).
Estudos sobre a distribuicdo geogréfica e prevaléncia das espécies de flebotomineos em &reas
endémicas ou onde ocorreram surtos sao importantes no sentido de elucidar aspectos
relacionados a transmissdo da doenca, tais como a identificacdo das espécies vetoras ou 0
monitoramento da dispersdo de espécies com importancia epidemiologica, principalmente em
centros urbanos (LINDHOLZ, 2015; SILVA et al., 2015).

O namero relativamente pequeno de vetores se da em razdo de uma série de fatores
fisiolégicos e bioguimicos inerentes tanto aos insetos quanto aos parasitos (PIMENTA et al.,
2012), com o sistema de defesa do invertebrado podendo exercer papel determinante na
resisténcia a uma infeccdo (HOFFMANN, 2003). Os artropodes dependem unicamente da
imunidade inata para se proteger de agentes infecciosos. De modo geral, o sistema de defesa
dos invertebrados é pouco especifico e se apoia sobre um sistema de defesa complexo que
envolve reacBes celulares e humorais coordenadas (BAXTER et al., 2017; LAVINE;

STRAND, 2002). Na hemolinfa, que é o liquido que enche a hemocele de um inseto,
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exercendo fungdo andloga ao sangue e linfa em mamiferos, sdo encontrados os hemdcitos,
primeira linha de defesa celular em invertebrados (ROSALES, 2011).

Diversos insetos com revelancia epidemioldgica ou pragas agricolas ja tiveram suas
células de defesa elucidadas e caracterizadas, entretanto os estudos de resposta imune celular
em flebotomineos sdo escassos, fazendo-se necessario uma investigacdo dessas células

visando caracteriza-las e comparar com hemacitos de outros dipteros de importancia médica.
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2 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sdo transmitidas aos hospedeiros vertebrados através da picada de
fémeas de flebotomineos infectadas com protozoarios do género Leishmania. Nas Américas,
todos os insetos vetores pertecem ao género Lutzomyia e ha uma estreita relacdo entre as
espécies vetoras com 0s agentes etiologicos das diferentes apresentacdes clinicas da doenca.
Assim, a identificacdo das espécies de flebotomineos de uma area é de grande valia, visto que
o0 conhecimento desta fauna especifica pode auxiliar e direcionar os esforgos para o controle
desta moléstia.

Um flebotomineo de grande importancia é Lutzomyia migonei que esta amplamente
distribuido na América do Sul e no Brasil pode ser encontrado nas cinco regides brasileiras.
Esta espécie figura entre os principais vetores de leishmaniose tegumentar americana e
mostrou-se ser permissiva ao processo de metaciclogénese de Leishmania infantum. Desta
forma pode assumir também o papel de vetor de leishmaniose visceral, em situacdes
especificas, como na auséncia do principal vetor, Lutzomyia longipalpis. Tendo em vista a
importancia de Lu. migonei no ciclo de transmissdo das leishmanioses, a investigagédo da
resposta imune deste vetor se faz necessario para o entendimento sobre a integdo parasito-
hospedeiro. Diante desse cenario, o presente estudo tem por objetivo identificar e caracterizar
pela primeira vez, do ponto de vista morfométrico e ultra-estrutural os hemacitos presentes na

hemolinfa de Lu. migonei.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Quais as espécies vetoras de flebotomineos vetoras de leishmanioses no municipio de
Timbauba/PE e quais os tipos celulares e as caracteristicas dos hemacitos presentes na

hemolinfa de Lutzomyia migonei sob o ponto de vista morfométrico e ultra-estrutural?



18

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificacdo das espécies de flebotomineos no municipio de Timbalba/PE e
caracterizagdo dos hemacitos de Lutzomyia migonei (Franca, 1920) (Diptera: Psychodidae)

vetor de Leishmania spp.

4.2 Objetivos especificos

a) Identificacdo das espécies de flebotomineos no municipio de Timbauba/PE;
b) Identificar os tipos de hemdcitos presentes na hemolinfa de Lu. migonei;
c) Descrever a morfometria dos hemdcitos de Lu. migonei;

d) Realizar a contagem diferencial dos hemacitos de Lu. migonei.
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5 REFERENCIAL TEORICO

5.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo definidas como um grupo de doencas causadas por mais de 20
espécies de protozoarios do género Leishmania (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2017). Séo consideradas primariamente uma zoonose podendo acometer o homem, quando
este entra em contato com o ciclo de transmissdo do parasito, transformando-se em uma
antropozoonose (BRASIL, 2014). As manifestacGes da infeccdo por Leishmania podem variar
de doenga assintomética a clinicamente aberta que pode permanecer localizada na pele ou se
disseminar nas mucosas nasal e respiratdria superior ou em todo o sistema reticulo-endotelial
(PACE, 2014), sendo geralmente aceitas, quatro classifica¢cbes clinicas da doenca: (1)
Leishmaniose cutanea (LC), (2) Leishmaniose cutéanea difusa (LCD), (3) Leishmaniose
Mucocutanea (LM) e (4) Leishmaniose Visceral (LV) (KEVRIC et al., 2015).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) compreende as formas clinicas, LC,
LCD e LM, é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por protozoarios digenéticos de
transmissdo vetorial, que acomete pele e mucosas. A LC apresenta formas ulceradas,
indolores, normalmente localizadas em &reas expostas da pele; com formato arredondado ou
ovalado; base eritematosa; infiltrada e de consisténcia firme; bordas bem delimitadas e
elevadas; fundo avermelhado e com granulacGes grosseiras. Infec¢fes bacterianas ou fungicas
secundarias podem estar presentes, causando dor e exsudato seropurulento (MIRANDA et al.,
2011; REY, 2008). A forma LM da doenca pode ser desfigurante e até mesmo trazer risco de
vida. O tratamento é essencial para controle da doenca. Em paises endémicos, a porcentagem
dos casos de LM com o envolvimento mucoso gira em torno de 3 a 5% (HANDLER et al.,
2015). Em algumas situacdes, a infeccao pode se desenvolver de forma atipica, produzindo as
formas disseminadas ou difusas. Os pacientes de LCD respondem mal ao tratamento
especifico, levando a cronicidade da infeccio e ao acometimento progressivo (CONCEICAO-
SILVA, ALVES, 2014).

A LV, por sua vez, refere-se a manifestacdo clinica mais grave afetando 6rgaos como
figado, baco, linfonodos e medula dssea dos hospedeiros (PELISSARI et al., 2011).
Clinicamente, a LV apresenta-se como uma enfermidade generalizada, cronica, caracterizada
por febre irregular e de longa duracdo, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, anemia com
leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, emagrecimento, edema e estado de

debilidade progressivo, levando a caquexia e, até mesmo, ao 6bito (ALVARENGA et al.,
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2010). Quando ndo tratada, a LV ¢ fatal em mais de 95% dos casos dentro de dois anos ap6s o
inicio da doenga (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

5.2 Situacdo epidemioldgica

As leishmanioses estdo entre as doencas mais negligenciadas do mundo, afetando em
sua maioria, a populacdo pobre, principalmente nos paises em desenvolvimento. Considerada
uma das dez endemias mundiais prioritarias, ocupa o segundo lugar entre as seis doencas
infecto-parasitarias mais frequentes do mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2010), com mais de um bilhdo de pessoas vivendo em areas endémicas sob o risco de contrair
a doenca, sendo aproximadamente 616 milhdes para LV e 431 milhdes para Leishmaniose
Tegumentar (LT) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

Anualmente, sdo esperados ao redor do mundo entre 700 mil a 1,3 milhdo de novos
casos de LT. Em relagéo a LV, as estimativas giram em torno de 200 a 400 mil novos relatos
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017). No ano de 2014, mais de 90% destes
novos casos relatados ocorreu em apenas seis paises: Brasil, Etiopia, India, Somélia, Suddo do
Sul e Suddo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017). Entre os anos de 2010 a
2015, o Ministério da Saude (MS) registrou média anual de 20.806 mil novos casos de LTA
(BRASIL, 2016). No Brasil, a LTA fica somente atras da malaria, no grupo das protozoonoses
transmitidas por vetores (BRASIL, 2017).

N&o s6 no Brasil, assim como em outros paises do Novo Mundo, a LT constitui
problema de salde publica. Sua importancia reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo geografica, mas também na possibilidade de assumir formas que podem
determinar lesdes destrutivas, desfigurantes e também incapacitantes, com grande repercussao
no campo psicossocial do individuo (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A LTA ocorre em todas as Américas, desde o sul dos Estados Unidos até o norte da
Argentina. A doenca é encontrada em quase todos os paises latino-americanos, com excecao
do Chile e Uruguai. A LTA acomete ambos 0s sexos e todas as faixas etarias, entretanto na
média do pais, predominam os maiores de 10 anos, representando 90% dos casos e 0 Sexo
masculino, 74% (BRASIL, 2010; CURTI et al., 2011).

No Brasil, a LTA é uma doenca com diversidade de agentes etioldgicos e de vetores,
que apresenta diferentes padrdes de transmissdo e um conhecimento ainda limitado sobre

alguns aspectos, o que a torna de dificil controle (BRASIL, 2017).
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Por sua vez, a LV que era inicialmente uma doenga rural passou a acometer areas
urbanas de pequeno e médio porte e, atualmente, ocorre em grandes centros urbanos. 1sso se
deu devido as mudancas ambientais resultantes dos processos de desmatamento, propiciando
0 processo de periurbanizacdo e urbanizacdo da doenca, com estabelecimento dos
flebotomineos vetores em torno de habitacdes humanas e abrigos de animais, demonstrando
sua adaptacdo aos ambientes modificados pelos humanos (AGRA et al., 2016). Dada a sua
incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos ndo tratados e criangas desnutridas,
a LV, que é também considerada emergente em individuos portadores da infeccdo pelo virus
da imunodeficiéncia adquirida (HIV), torna-se uma das doengas mais importantes da
atualidade. Tem ampla distribuicio ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na
Africa e nas Américas. Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises,
sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste (BRASIL,
2014). No Brasil, a média de casos de LV no periodo de 2010 a 2015, foi de 3.408 casos/ano,
com uma taxa de letalidade de 7,8% em 2015 (BRASIL, 2017).

A Regido Nordeste continua a ter maior numero de casos de leishmaniose do Pais
sendo o Estado de Pernambuco historicamente endémico tanto para LTA como para LV, com
34% dos seus municipios endémicos, sendo registrados casos das duas formas da doenca em
todas as suas regides geograficas, a saber: Regido Metropolitana do Recife (RMR), Zona da
Mata, Agreste e Sertdo (ARAUJO et al., 2016).

5.3 Agentes etiologicos

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo de vida heteroxénico, vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (flebotomineos)
(GONTIJO; CARVALHO, 2003). Possuem duas formas principais; uma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra aflagelada ou amastigota,
observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados; nestes sdos encontrados como parasitos
intracelulares obrigatérios de células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) (BRASIL,
2010) (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Formas promastigotas de Leishmania spp.
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Fonte: Infectious Diseases Society of America (2003)

Figura 2- Formas amastigotas no interior de macréfagos
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Fonte: Brasil (2006)

Nas Ameéricas, sdo reconhecidas atualmente 11 espécies dermotropicas de leishmanias
causadoras de doenca humana. No entanto, no Brasil s6 foram identificadas sete espécies,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania (Quadrol) (BRASIL,
2017).
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Quadro 1- Principais espécies de leishmanias incriminadas com a LTA no Brasil.

Espécie

a) L. (V.) braziliensis
b) L.(V.) guyanensis
c) L.(L.) amazonenses
d) L. (V.) lainsoni

e) L. (V.) naiffi

f) L. (V.) lindenberg
g) L. (V.) shawi

Fonte: Brasil (2017)
Por outro lado, em pacientes diagnosticados com LV, no Novo Mundo, a espécie
comumente isolada é Leishmania (Leishmania) chagasi (Sinénimo: Leishmania (Leishmania)
infantum) (BRASIL, 2014; PAZ et al., 2015).

5.4 Flebotomineos

Os flebotomineos (Ordem Diptera; Familia Psychodidae; Subfamilia Phlebotominae)
séo os vetores das leishmanioses (BRAZIL; BRAZIL, 2014). Eles s&o insetos pequenos de 2 a
4 mm de comprimento, de cor palha ou castanho claro, possuem pernas longas e delgadas, e 0
corpo densamente piloso (Figura 3).

Figura 3- Flebotomineo fémea

Fonte: Wilson (2009)
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Tém como caracteristica 0 voo saltitante e a manutencdo das asas eretas, mesmo em
repouso. Sdo conhecidos, especialmente no Brasil, por diversos nomes populares como,
anjinho, cangalhinha, mosquito palha, arrepiado, furrupa, asa dura, asa branca, tatuquira,
birigui, ligeirinho, entre outros (BASANO; CAMARGO, 2004; DIAS, 2011). Embora seja
encontrada em regifes temperadas, a maioria das espécies de flebotomineos apresenta
distribuicéo tropical e subtropical (BRAZIL; BRAZIL, 2014).

Os flebotomineos diferem-se dos demais dipteros principalmente por desenvolverem
todo seu estagio larval em matéria organica contida no solo e ndo em agua. Quando adultos,
apresentam dimorfismo sexual, alimentam-se de seiva para manter a homeostase, mas as
fémeas precisam de uma dieta sanguinea para maturacdo ovariana e prosseguir com a
oviposi¢cdo e manutencdo do ciclo vital (BASTOS, 2012; TEMPONE et al., 2014). Séo
classificados como holometabolos com ciclo de vida envolvendo uma fase de ovo, quatro
estadios larvais, seguindo de pupa e o estagio final de adulto alado (MONTEIRO, 2012). A
atividade dos flebotomineos € crepuscular e noturna. Durante o dia, por causa do seu
revestimento delgado, abrigam-se em locais que os protejam da desseca¢do com bom teor de
umidade, matéria organica em decomposi¢cdo, pouca ou nenhuma luminosidade e
movimentacao de ar (AGUIAR; MEDEIRQS, 2003; BRASIL, 2014).

Quanto a taxomia dos flebdtomos, Lewis et al. (1977) utilizando-se de critérios
praticos dividiram os flebotomineos em cinco géneros, dos quais trés, a saber: Brumptomyia
(FRANGCA; PARROT, 1921), Warileya (HERTIG, 1948) e Lutzomyia (FRANCA, 1924) sdo
representados no novo mundo, distribuidos em mais de 480 espécies (GALATI, 2003;
SHIMABUKURO et al., 2011). Destas, aproximadamente 56 espécies de flebotomineos,
todas pertencentes ao género Lutzomyia, sdo supostos ou comprovados estarem envolvidos na
transmissdo de Leishmania spp. nas Américas (MAROLI et al., 2013). A competéncia de uma
espécie de flebotomineo, de ser infectada e de se transformar em vetor, depende de varios
fatores intrinsecos que determinardo a sua capacidade de ser susceptivel ou refratario ao
desenvolvimento de determinadas espécies de Leishmania. Esses fatores sugerem a existéncia
de um processo de co-evolucdo entre as distintas espécies de Leishmania com os seus
flebotomineos vetores (PIMENTA et al., 2003).

As principais espécies envolvidas com a transmissdo da LTA no territorio brasileiro
sdo: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu.
migonei (BRASIL, 2017).

Por outro lado, no Brasil, apenas duas espécies estdo comprovadamente envolvidas

com a transmissdo da LV, Lu. longipalpis e Lu. cruzi. (AGRA et al., 2016), sendo Lu.
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longipalpis o principal vetor na América Latina (SANTINI et al., 2015), podendo também
transmitir doencas bacterianas e virais (ALEXANDER, 1995; DA ROSA et al., 1984). O
flebotomineo Lu. longipalpis reune fortes evidéncias quanto a sua competéncia vetorial, assim
como estd intimamente ligada ao processo de expansdo da doenca, pois apresenta forte
adaptacao aos ambientes modificados pela agdo antrépica (VILELA et al., 2014).

No Estado do Mato Grosso do Sul, a espécie Lu. cruzi foi incriminada como vetora de
Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, pois em regides de surtos ndo ocorriam, nos
periodos dos estudos, Lu. longipalpis, aliado ao fato de que o flebotomineos da espécie Lu.
cruzi foram encontrado com infec¢do natural por L. (L.) infantum chagasi. (SANTOS et al.,
1998; MARCONDES, 2001 apud MISSAWA et al., 2011). Fato semelhante foi observado
com Lu. migonei com descri¢cdes de infecgbes naturais em areas endémicas ou com surtos de
LV (MOYA et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2010) assim como a correlacdo entre a
auséncia de Lu. longipalpis e presenca de Lu. migonei associada positivamente com a LV
(SILVA et al., 2014; SALOMON et al., 2010) até a comprovagéo laboratorial da capacidade
de Lu. migonei em ser um vetor permissivo de L. infantum (GUIMARAES et al., 2016).

5.4.1 Ciclo bioldgico dos flebotomineos

Cada fémea adulta de flebotomineos é capaz de realizar uma postura de dois a 80 ovos,
com média de 28 ovos por fémea. Os ovos tém uma forma elipsoide e medem, dependendo da
espécie, 300 a 500 pum de comprimento por 70 a 150 um de largura. Algumas horas apos a
postura os ovos perdem a coloracdo branco-amarelada, devido ao amadurucimento da casca, e
passam a apresentar uma coloracdo castanho-escura (TEMPONE et al, 2014).

As formas larvares sdo pequenas, brancas, de aspecto vermiforme e, logo apés a
eclosdo, alimentam-se das cascas dos ovos, dos corpos dos adultos mortos e de outras
materias orgénicas disponiveis (BRAZIL; BRAZIL, 2003). No género Lutzomyia, as larvas de
primeira fase (L1) apresentam um par de cerdas caudais, enquanto as demais fases (L2, L3 e
L4) apresentam dois pares (TEMPONE et al, 2014). As larvas de quarto estadio se
transformam em pupas, que se fixam no substrato e ndo se alimentam. Comeca entéo a fase da

metamorfose que resultara no inseto adulto (PFIMENTA et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Lutzomyia spp.
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Fonte: Dillon, R. (2008).
Legenda: 1: Ovo de Lutzomyia spp. 2: Larva de primeiro estadio ou L1. Observar a presenca de apenas um par
de cerdas caudais. 3: Larva de segundo estadio ou L2. 4: Larva de terceiro estadio ou L3. 5: Larva de quarto
estadio ou L4. 6: Pupa de Lutzomyia spp. 7: Fémea adulta de Lutzomyia spp.

O ciclo completo, de ovo até inseto adulto dura aproxidamente, 35 dias (TEMPONE et
al., 2014). Em condicdo térmica um pouco acima a temperatura considerada 6tima para a
maioria das espécies neotropicais (25°C a 27°C), o desenvolvimento do ciclo é mais rapido. A
medida que a temperatura diminui, o ciclo evolutivo se torna mais lento (BRAZIL; BRAZIL,
2003).

5.4.2 Taxonomia dos flebotomineos

Segundo Galati (2003), o Abdémen de Phlebotominae compdem-se de 11 segmentos,
sendo os trés altimos modificados para constituir a terminalia também chamada genitélia ou
hipopigio. No macho, a genitalia comp@e-se de trés pares de apéndices: os do par superior,
chamadas de gonapofises superiores ou gonostilos, com dois segmentos, um proximal, o
basistilo ou gonocoxito e outro distal o dististilo ou gondstilo. Os do par médio, chamado de
gonapdfise media constituida pelos pardmeros, além de estruturas internas da porcao final do
abdémen, a bomba ejaculadora ou pompeta e os dutos ou espiculos ejaculadores; finalmente,
os apéndices do par inferior, gonapofises inferiores, os lobos laterais e as lamelas

submedianas (Figura 5).



Legenda: Ds: Dististilo. Bs: Basistilo. Pa: Paramero. LI: Lobo lateral. Ls: Lamela submediana

quando em repouso, 0 que lhes torna arrendondada a extremidade do corpo. No décimo

segmento encontra-se a abertura anal e nela se ligam apéndices largos e arrendondados

Figura 5- Genitéalia de macho de Lutzomyia longipalpis.
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Fonte: Adaptado de Shimabukuro et al., (2011).
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A fémea apresenta os trés ultimos segmentos arrendondados encaixa uns nos outros

chamados cercas. Internamente nesta regido encontram-se as espermatecas, 0rgdos pares cuja

morfologia é de grande importancia na identificacdo das espécies de flebotomineos (Figura 6)

(VILELA; AGUIAR, 2009).
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Figura 6- Espermatecas de fémeas de flebotomineos
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Fonte: Shimabukuro et al., (2011)

Legenda: A: Lu. longipalpis. B: Lu. whitmani. C: Lu. intermedia. D: Lu. migonei
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O cibario é mais uma pega com grande valor para a identificacdo das espécies de
flebotomineos (Figura 7). Trata-se de uma estrutura interna da cabeca formada por
esclerotizacGes da cavidade bucal. Seus denticulos verticais e horizontais variam em nimero a

depender da espécie (SHIMABUKURO et al., 2011; VILELA; AGUIAR, 2009).

Figura 7- Cibérios de fémeas de flebotomineos.

-

TR
\
J/

v

'I‘
'}-.f}('
W,

/
J
Vo R
. .
A ’
8 S

{
R
AT
A "‘} o
i

\
]

)
f

WA =
e
\

\

|

\\.‘
R oS v

L]
Fonte: Shimabukuro et al. (2011)

Legenda: A: Lu. longipalpis. B: Lu. whitmani. C: Lu. migonei

5.5 Ciclo de transmissdo das leishmanioses

O ciclo de transmissdo nas leishmanioses é complexo e envolve diversos vetores,
reservatorios, agentes etiologicos e hospedeiros vertebrados, entre eles, o homem (BRASIL,
2017).

Na LV, em areas urbanas, o cdo (Canis familiaris) é a principal fonte de infec¢do. A
enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infec¢do em cdes tem sido
mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, os reservatdrios sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (BRASIL,
2014).

Segundo o Ministério da Salde no Brasil hd trés padrdes epidemioldgicos

caracteristicos para a transmissdo da LTA. Séo eles:

a) Silvestre — em que ocorre a transmissdo em &reas de vegetacdo priméria
(zoonose de animais silvestres);
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b) Ocupacional ou lazer — em que a transmissdo esta associada a exploracao
desordenada da floresta e derrubada de matas para construcdo de estradas, extracao
de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuarias, ecoturismo
(antropozoonose); e

c) Rural ou periurbana — em areas de colonizacdo (zoonose de matas residuais)
ou periurbana, em que houve adaptacdo do vetor ao peridomicilio (zoonose de matas
residuais e/ou antropozoonose) (BRASIL, 2017).

No ciclo bioldgico das leishmanias, as formas flageladas e méveis de Leishmania spp.
sdo chamadas de promastigota. Estas sdo encontradas no intestino do flebotomineo e passam
por varios estagios morfologicamente distintos de diferenciacdo para transformar-se
finalmente em promastigotas metaciclicas, consideradas as formas infectivas para o
hospedeiro vertebrado (Figura 8) (KAYE; SCOTT, 2011).

Figura 8- Esquema do ciclo de vida heteroxénico de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Kaye e Scott (2011).

O ciclo de vida da Leishmania se inicia no vetor quando uma fémea de flebotomineo
ingere as formas amastigotas juntamente com o sangue do hospedeiro vertebrado (PIMENTA

et al., 2012). As formas amastigotas ingeridas juntamente com o sangue do vertebrado séo
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direcionadas ao intestino médio, onde os protozodrios se diferenciam em formas
promastigotas prociclicas. Estas formas sdo pequenas, flageladas, ovoides e apresentam alta
taxa de multiplicacdo dentro do bolo alimentar. Entre o 2° e 5° dia ap6s a alimentacédo
infectada, as formas prociclicas sofrem uma série de divisdes que originam uma nova forma
de promastigota, as nectomonas. Estas sdo majoritarias no tubo digestivo dos insetos nos
primeiros dias apds a alimentacdo infectada, até a passagem do bolo alimentar. J& no final da
digestdo, por volta de 72 horas apds o repasto sanguineo, com a degradacdo da matriz
peritrofica, as formas nectomonas ocupam o intestino médio na porcdo abdominal e se ligam
as microvilosidades do epitélio pelo flagelo. Apds quatro a cinco dias da alimentacdo, as
formas nectomonas migram para a porcéo toracica do intestino médio e se transformam em
formas haptomonas e paramastigotas. Paralelamente, surgem também no intestino do vetor 0s
promastigotas metaciclicos, as formas infectivas ao hospedeiro vertebrado (Figura 9)
(LAINSON et al., 1987 apud TEMPONE et al, 2014).

Figura 9- Formas de Leishmania spp encontradas no inseto vetor.

Fonte: Pimenta (2012).
Legenda: A: promastigota prociclica, B: promastigota nectomona, C: promastigota haptomona, D: promastigota
paramastigota, E: promastigota metaciclica.

5.6 Sistema imune de insetos

O sistema imune inato dos insetos consiste em barreiras fisicas, respostas humorais e
respostas celulares (ROSALES, 2017). Esse complexo sistema é disparado apds o
reconhecimento de um agente invasor o que levard a ativa¢do de proteinas efetoras na
hemolinfa (para patégenos extracelulares) ou no citoplasma (no caso de patogenos

intracelulares) levando a uma transdu¢do de sinal nos tecidos circundantes através de varias
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vias, resultando em transcricio multipla de respostas conduzindo a morte de agentes
patogénicos através de fagocitose, melanizacdo, encapsulagcdo celular, nodulacdo, lise,
destruicao de virus mediada por RNAIi, autofagia e apoptose (Figura 10) (BAXTER et al.,
2017; HILLYER, 2016).

Figura 10- Mecanismos imunes efetores de insetos
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Fonte: Adaptado de Hillyer (2016).

Barreiras fisicas incluem o tegumento e a matriz peritrofica (ROSALES, 2017).
Destas, a mais abrangente é o tegumento. H& duas formas utilizadas pelos patgenos para
entrar no corpo dos insetos através desta protegdo fisica: Aproveitando-se de feridas naturais,
ou atraves da digestdo enzimética deste material. (LUNDGREN; JURAT-FUENTES, 2012).
Outra forma de entrada dos patdgenos nos insetos ocorre através da ingestdo, sendo
imediatamente submetidos a barreiras antagonistas como o cibario ou armaduras faringianas,
enzimas do sistema digestivo, pH in6spito e microbiota. Ao chegarem ao intestino médio,
hemocele ou aos 6rgdos internos, sdo desencadeadas respostas imunes que evoluiram para

eliminar ou controlar as infec¢des (HILLYER, 2016). De fato, o sucesso evolutivo dos
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insetos também depende da capacidade de seu sistema imunolégico combater agentes

patogénicos (ROSETTO et al., 2003).

5.6.1 Sistema imune humoral

As defesas humorais incluem os peptideos antimicrobianos, as cascatas que regulam a
coagulacdo e a melanizacao da hemolinfa e a producéo de intermediarios reativos de oxigénio
e nitrogénio (LAVINE; STRAND, 2002).

Os peptideos antimicrobianos (AMPSs) sdao componentes principais da resposta imune
inata de células epiteliais. Os tecidos epiteliais sdo regularmente confrontados com agentes
patogénicos e o epitélio intestinal € um dos principais locais de interacdo entre hospedeiro e
patdgenos no trato digestivo, sendo necessaria, portanto, uma resposta imune eficiente para
proteger o epitélio e para distinguir micrébios patogénicos de comensais ou simbidticos
(BOULANGER et al., 2004; ROSETTO et al., 2003).

5.6.2 Sistema imune celular

Os hemocitos de insetos desempenham um papel importante na imunidade celular e a
identificacdo de tipos de hemdcitos é importante para a compreensdo do sistema imune celular
em insetos (HWANG et al., 2015). Os hemocitos, que estdo presentes na hemocele,
direcionam processos de imunidade celular tais como fagocitose e produzem fatores humorais
que conduzem a morte do patdégeno por lise ou melanizacdo (HILLYER, 2016). Fatores
imunes adicionais sdo segregados pelo corpo gorduroso, um tecido mesodérmico distribuido
ao longo do hemocele (BAXTER et al., 2017).

No que diz respeito a localizagdao, os hemdcitos podem ser divididos de acordo com a
sua localizagdo anatdomica com 75% circulando na hemocele (hemocitos circulantes) e 25%
aderidos aos seus proprios tecidos (hemocitos sésseis). Estes sdo distribuidos por toda a
parede abdominal, a parede toricica, a cabega, os palpos maxilares, as pernas, o intestino

médio e os tubulos de Malpighi (Figura 11) (KING; HILLYER, 2013).
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Figura 11- Classificacdo dos hemdcitos de acordo com a localizacdo
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Fonte: Adaptado de Hillyer (2016).

A fagocitose refere-se ao reconhecimento, engolfamento e destruicdo intracelular de
patdgenos invasores e células apoptoticas por hemacitos individualizados (MARMARAS;
LAMPROPOULOQU, 2009). Em insetos, este mecanismo de defesa € realizado principalmente
pelos plasmatécitos ou granuldcitos circulantes na hemolinfa (TSAKAS, MARMARAS,
2010).

A nodulacédo refere-se a multiplos hemdcitos que se ligam a agregacfes de bactérias
enquanto que a encapsulacdo refere-se a ligacdo de hemdcitos a alvos maiores como
parasitoides, nematddeos e pérolas de cromatografia. A formacao dos nodulos, que podem ou
ndo ser melanizados, e capsulas parece quase idéntica ao nivel ultraestrutural, o que sugere
que eles sdo essencialmente 0 mesmo processo, embora contra alvos diferentes. Na
encapsulagdo, os hemdcitos formam uma capsula multicamada ao redor do invasor, que
posteriormente é acompanhada de melanizagdo. Dentro da cépsula, o invasor é morto pela
producdo local de radicais livres citotdxicos, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
ou por asfixia (LAVINE; STRAND, 2002; TSAKAS, MARMARAS, 2010).

A melanizacdo é o processo de formacdo de melanina. Ela é formada durante a
cicatrizagdo de feridas e também na formacao de nddulos e capsulas contra grandes patégenos
ou parasitas em varios insetos. A enzima fenoloxidase é primordial neste processo. Apds
ativacdo da pro-fenoloxidase, a fenoloxidase ativa se liga a superficies estranhas, incluindo
membranas hemocitarias, onde inicia a formacdo de melanina (ROSALES, 2017). Para

HOFFMAN (2003) a resisténcia de um inseto a infecgdo é resultado de um efeito combinado
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da acgdo celular (fagocitose e encapsulagdo) pelos hemdcitos e producdo macica de peptideos
antimicrobianos.

Os tipos mais comuns de hemocitos de insetos relatados na literatura sdo
prohemdcitos, plasmatécitos, granuldcitos, esferuldcitos, adipohemdcitos, coagulécitos e
oenocitdides (Figura 12) (KWON et al., 2014). Suas caracteristicas diferem ligeiramente em
varias espécies de insetos e seus nimeros e tipos. Sdo espécies-especificas e diferem com a

idade do inseto, instar de desenvolvimento, sexo e estado fisioldgico (KHOSRAVI, 2016).

Figura 12- Hemdcitos mais comuns na hemolinfa de insetos.

GR

Fonte: Woodring (1985).
Legenda: PR, Prohemdcito; PL, Plasmatécito; GR, Granulécito; SP, Esferulécito; CO, Coagulécito (=
Hialinocito). As principais diferentes formas de plasmatdcitos sdo mostrados em A, B e C. As setas indicam
transformagdes celulares que supostamente ocorrem.

Os prohemécitos sdo, hipoteticamente, células-tronco com a capacidade de se
diferenciarem em um ou mais tipos de hemdcitos (LAVINE; STRAND, 2002). Ja os
plasmatdcitos e os granuldcitos sdo considerados os protagonistas da imunidade mediada por
células, embora seja provavel que outros tipos de hemdcitos interajam com eles e contribuam
para a resposta imune (KWON et al., 2014). Oenocitoides, por sua vez, sd0 0s principais
produtores de enzimas necessarias para melanizacdo (HILLYER; STRAND, 2014). Eles
liberam pro-fenolaxidase que é convertida em fenolaxidase ativa, catalisando a melanizagédo
de particulas aglutinadas ou encapsuladas e cicatrizacdo de feridas. (TSAKAS;
MARMARAS, 2010). Adipohemacitos podem ser pequenas ou grandes, esféricas ou ovais e
contém goticulas de gordura. Eles podem ser plasmatocitos que sdo preenchidos com lipidios
sob certas condi¢0es fisioldgicas (GUPTA, 1979). Os coaguldcitos, também conhecidos como
hialindcitos ou cistécitos, sdo células que se rompem segundos ap6s uma lesdo ou depois de

tirar uma amostra de hemolinfa do inseto e iniciar o processo de coagulacéo ja os esferuldcitos



35

possuem formado oval ou arrendondado com cerca de 25 uM de comprimento. Contém
algumas ou muitas pequenas inclusdes esféricas de mucopolissacarideo (NATION, 2015).

Estudos em lepidoptera determinaram que prohemdcitos e plasmatocitos estdo nos
6rgdos hematopoiéticos e todos os tipos celulares em circulagdo, com excecdo dos
oenocitbides, dividem-se ativamente. Estes resultados também sugeriram que os prohemacitos
se diferenciam principalmente em plasmatocitos nos 6rgaos hematopoiéticos, enquanto outros
tipos de hemacitos diferenciam-se apds a liberacdo para circulacdo, e a manutencdo das
populacdes de hemacitos em circulagdo depende fortemente da continua divisdo de cada tipo
de célula apo6s diferenciacdo (GARDINER; STRAND, 2000).

Na ordem Diptera, os estudos concentraram-se em apenas duas familias:
Drosophilidae e Culicidae. Mesmo dentro de Culicidae, que contém aproximadamente 3500
espécies descritas (REIDENBACH et al., 2009), a maioria dos estudos deu enfoque em trés
espécies: Anopheles gambiae, Aedes aegypti e, em menor medida, Culex quinquefasciatus.
Desta forma, o conhecimento da imunidade dos insetos € bastante maduro em alguns taxons,
mas em grande parte segue subexplorado em outros (HILLYER, 2016). Avancos nha
compreensdo da imunidade vetorial podem ser considerados para desenvolver novas
estratégias de controle para reduzir a taxa de transmissdo de ameacgas antigas e emergentes
para a saude global (BAXTER et al., 2017).

Desse modo, portanto, a caracterizagdo da populagdo de hemdcitos circulantes, em
flebotomineos, bem como a identificacdo de celulas sabidamente responsaveis pelo
reconhecimento e fagocitose é uma ferramenta importante para entender as interacdes

hospedeiro-parasita.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Local de estudo

O municipio de Timbauba esta localizado na Microrregido Mata Setentrional do
Estado de Pernambuco, situado a 98 km do Recife, limita-se a norte com Estado da Paraiba, a
sul com Vicéncia, a leste com Ferreiros, Alianca e Camutanga, e a oeste com Macaparana
(Figura 13) (ARAUJO, 2014).

Figura 13- Limites geograficos do municipio de Timbatba
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Fonte: IBGE (2013)

Com uma populagdo estimada em 53.083 habitantes, ocupa uma area total de
292,985 kmz2 sendo a densidade demografica de 184,63 hab/km? (IBGE, 2018). O municipio,
que foi fundado em 1879, quando foi desmembrado do municipio de Itambé, encontra-se na
unidade geoambiental do Planalto da Borborema, com altitude variando entre 650 a 1.000
metros. Os solos variam de acidos a moderadamente acidos e apresentam fertilidade natural
média a alta. A vegetacdo nativa € composta por florestas subcaducifélica e caducifolica,
tipicas do agreste (TIMBAUBA, 2018).

6.2 Captura de flebotomineos
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Flebotomineos da espécie Lutzomyia migonei (Frangca, 1920) provenientes de
Timbaulba, Pernambuco, Brasil, (07° 30" 18" S 35° 19' 04" O) serdo utilizados ao longo deste
estudo. O método de captura dos flebotomineos utiliza armadilhas luminosas tipo CDC

(Center of Disease Control) (Figura 14).

Figura 14- Armadilha luminosa tipo CDC

Fonte: Log Nature (2018)

Durante as capturas, sdo visitadas duas casas por noite. Em cada residéncia duas
armadilhas sdo colocadas, sendo uma no interior e outra no peridomicilio, totalizando 04
armadilhas por noite. As armadilhas tipo CDC sdo colocadas a 1,5 m de altura do solo, a partir
das 18:00h e retiradas as 06:00h do dia seguinte de acordo com protocolo descrito por
Carvalho et al. (2010). Os insetos capturados sao mantidos em gaiolas com solugdo agucarada
no Laboratério de Imunologia Keizo Asami-LIKA/UFPE, Recife, Pernambuco, Brasil, sob

condigdes descritas por Volf e Volfova (2011).

6.2.1 Classificacdo dos flebotomineos

A morfologia dos flebotomineos possibilita a identificacdo e diferenciacdo entre as
espécies existentes, e tem por base o0 estudo das estruturas visiveis do inseto apds a preparagdo
em lamina e observacdo com auxilio de microscopia (YOUNG & DUNCAN, 1994). Para se
obter uma avaliagdo morfoldgica mais profunda, podendo visualizar 6rgdos internos como o
cibario e espermateca, antes da montagem do inseto em lamina é utilizada a técnica de

diafanizacdo do espécime, o que torna translucidas as estruturas corneas, e permite uma maior
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facilidade de avaliar as estruturas internas com o auxilio de microscopia (YOUNG;
DUNCAN, 1994).

A preparacdo e montagem dos flebotomineos séo realizadas utilizando-se balsamo do
Canadd para os machos e liquido de Berlese para as fémeas (LANGERON, 1949). A
utilizacdo do béalsamo para montagem dos machos se justifica pela durabilidade da
preparacdo, enquanto o liquido de Berlese para fémeas possibilita 0 exame das estruturas
internas com maior nitidez, devido a sua menor refringéncia (REGO, 2013).

Para classificacdo dos machos a estrutura utilizada foi a termindlia que apresenta, a
depender das espécies notificadas, inimeras diferencas, tais como a quantidade e o formato
das espiculas assim como diferengas no formato do edeago. As fémeas foram identificadas
apos visualizacdo do cibario, que varia sua quantidade de denticulos, além de possuir
estruturas mais ou menos discretas que, apos preparacdo da lamina, podem se apresentar
enegrecidas ou transparentes. As espermatecas, estruturas que recebem o liquido espermatico
dos machos durante a copula, também foram utilizadas na classificagdo. Os aspectos avaliados
consistiram na presenca ou auséncia de anéis, numero de anéis, quando presentes, tamanho
relativo dos aneis, presenca ou auséncia de outros ornamentos. A visualizacdo destas
estruturas pode ser realizada com microscépio de luz na objetiva de 40x. Na impossibilidade
de visualizagdo destas estruturas, o espécime foi classificado como Lutzomyia spp. de acordo
com suas caracteristicas genéricas.

Os insetos foram armazenados em solucdo preparada com alcool 70% e 5% de
glicerina, a fim de evitar o ressecamento dos especimes. ApoOs esse procedimento, oS
flebotomineos foram transferidos para placas de Petri contendo potassa a 10% (KOH) e entédo
permaneciam 3 horas para que houvesse o amolecimento da quitina. Apos esse periodo, 0s
flebotomineos eram transferidos para placas de Petri com acido acético 10% onde ficaram por
20 minutos com o objetivo de retirar 0 excesso de hidréxido de potassa. Em seguida, 0s
insetos sdo lavados em placas de Petri contendo agua destilada. A lavagem acontece em 3
séries de 20 minutos cada. A seguir, os flebotomineos sdo colocados em placas de Petri com
lactofenol*, onde permanecem por 24 horas, para que se processe a diafanizacdo das estruturas
quitinizadas. Finalmente, os flebotomineos estdo prontos para serem montados em liquido de

Berlese entre lamina e laminula e visualizados em microscopio de luz. (VILELA, 2003).

! Nota: Formulages: Lactofenol- Fenol cristalizado (100 mg), 4cido latico (100 ml), glicerina (100 ml) e 4gua
destilada (100 ml). Berlese- Goma arabica (08g), hidrato de cloral (74g), xarope de glicose (5 ml) e agua
destilada (10 ml), acido acético (3 ml). Todos estes ingredientes sdo misturados e aquecidos, sem deixar a
solucéo ferver. Manter o Berlese em frasco &mbar.



39

6.3 Estabelecimento e manutencéo da col6nia de Lutzomyia migonei

A iniciacdo de novas coldnias de flebotomineos € mais dificil do que a manutencao de
rotina de colbnias ja estabelecidas no laboratério por muitas geracfes. Além das
particularidades de adaptacdo de cada espécie as condi¢cOes laboratoriais, as principais
dificuldades encontradas se relacionam a alta mortalidade nos primeiros estagios evolutivos,
canibalismo entre as larvas, proliferacdo de fungos, dieta larvar inadequada e o alto indice de
mortalidade das fémeas gravidas antes e durante a oviposicdo (BRAZIL; BRAZIL, 2003;
VOLF; VOLFOVA, 2011).

A metodologia utilizada neste estudo foi adaptada de Volf e Volfova (2011).
Flebotomineos fémeas engurgitadas capturadas no campo através das armadilhas luminosas
do tipo CDC eram individualizadas, com auxilio de capturadores manuais, em recipientes
destinados a oviposicdo. Estes recipientes eram tubos de plastico revestidos de gesso, sendo a
umidade necessaria obtida por gotejamento de agua destilada, antes de a fémea ser transferida
para o pote. A alimentacdo destas fémeas foi feita atrdves de algoddo embebido em solucéo
1:1 de agua destilada e sacarose colocado em cima do pote. As fémeas ndo sao pertubadas por
24 horas sendo mantidas em total escuriddo. Apés esse periodo, as fémeas que colocaram
ovos sdo removidas (mortas ou ainda vivas) para identificacdo da espécie. Os ovos dos potes
(Figura 15), para os quais as fémeas foram identificadas como Lu. migonei, foram transferidos
para um recipiente maior, o pote de criacdo de larvas, apenas quatro dias ap0s a oviposicao,

visando n&o atrapalhar os periodos iniciais de desenvolvimento.

Figura 15- Aspecto dos ovos de Lu. migonei visualizados com auxilio de estereomicroscépio

Fonte: O Autor, 2017
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O pote de criacdo deve ser verificado duas vezes ao dia e ap6s a eclosdo das primeiras
larvas deve ser adicionada a racdo. A racdo utilizada foi preparada seguindo o protocolo de
Volf e Volfova (2011) sendo composta por uma mistura 1:1 de fezes de coelho e racdo de
coelho.

O pote deve ser observado trés vezes por dias para evitar principalmente a proliferacao
de fungos e a colonizacédo de &caros. A oferta de alimento deve ser cortada apos a visualizacao
das primeiras pupas, que ndo se alimentam. Os primeiros a emergir sao 0s machos, que devem
ser transferidos para gaiola de manutencéo de adultos, onde é ofertado algoddo embebido em
solucdo 1:1 de agua destilada e sacarose para homeostase do inseto. Apo6s 24 horas, 0s machos
estdo sexualmente maduros e prontos para o acasalamento. As fémeas receberam 0 mesmo

tratamento apds completarem a metamorfose.

6.4 Coleta de hemolinfa

A hemolinfa contendo hemdcitos foi coletada a partir de uma incisdo na regido do
abddmen do fleb6tomo, apds perfusdo no torax do inseto com solugdo anticoagulante (NaOH
0,098 M, NaCl 0,186 M, EDTA 0,017 M e &cido citrico 0,041 M, pH 4,5), utilizando uma
microcapilar de vidro siliconizado acoplado a um micromanipulador (Figura 16),
posteriormente, a hemolinfa obtida foi utilizada nos experimentos de caracterizacdo

morfométrica, funcional, contagem total e diferencial dos hemacitos.

Figura 16- Micromanipulador associado a estereomicroscépio

Fonte: Gazzonni (2016)
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6.5 Caracterizagao dos hemacitos

6.5.1 Microscopia de campo claro

A hemolinfa foi obtida perfurando o térax do inseto com uma agulha muito fina. A
hemolinfa (1 pL) de cada inseto foi derramada diretamente sobre uma Iamina de vidro e os
esfregacos foram deixados secar a temperatura ambiente durante 10 min. Os hemdcitos foram
entdo coradas com Giemsa (diluido a 1: 9 em agua destilada) durante 15 min, em seguida,
lavado rapidamente em &gua destilada e observada sob um microscopio optico. As medicdes
de comprimentos e larguras de celulas e nucleos foram feitas com uma lente objetiva digital
de microscopio de luz (Olympus BX51). Um minimo de 30 células de cada um dos tipos

morfoldgicos foi medido, conforme Khosravi et al. (2016).

6.5.2 Contagem diferencial dos hemacitos

Um volume total de 10 microlitros de hemolinfa diluida fresca em meio GRACE (1:1)
coletados através de um microcapilar de vidro siliconizado. A amostra foi imediatamente
colocada em um hemocitdémetro estéril e descartavel (Neubauer, INCYTO C-Chip DHC-NO1,
www.incyto.com com 10uL de capacidade). O numero de células em quatro quadrados foi
contado através de um microscépio de luz (objetiva 40X), e o numero total de hemdcitos por
flebotomineo foi determinado. A contagem dos tipos de células individuais foi realizada
simultaneamente, e as propor¢cdes em percentagens serdo determinadas por fleb6tomos
individuais. A contagem dos hemacitos foi confirmada em trés experimentos independentes.
Para cada experimento, grupos de quarenta fleb6tomos foram analisados individualmente e o
namero total de células ou a proporcdo de cada populacdo de células foi expresso através de

média aritmética.

6.5.3 Microscopia eletronica de transmisséo

A hemolinfa total de 300 fleb6tomos foi fixada em uma solucdo de formaldeido 4% e
glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato 0,1 M em pH 7,2. A amostra foi lavada em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2 e pos-fixada com tetroxido de ésmio (1%) em tampao cacodilato por

duas horas. Em seguida, realizou-se a desidratacdo em uma série crescente de acetona. As
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amostras foram incluidas e emblocadas em resina Epon (KHOSRAVI et al., 2016).
Posteriormente, cortes ultrafinos foram obtidos com navalha de diamante e depois
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo para serem observados e fotografados

em um microscopio eletrdnico TecNai G2 Spirit TEM.
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7 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho ndo envolve diretamente pesquisa com seres humanos e animais de
laboratorio. Sendo assim ndo se fez necessario obter o parecer da Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP).
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8 RESULTADOS

8.1 Classificacao dos flebdtomos

As armadilhas instaladas capturaram um total de 1760 espécimes de flebotomineos,
destes 480 (27,27%) eram fémeas. (Tabela 1). O levantamento das espécies de flebotomineos
no Municipio de Timbalba-PE revelou a presenca de seis espécies: Lutzomyia whitmani
(81,3%), Lu. migonei (14,6%), Lu. evandroi (1,9%), Lu. wellcomei (0,2%), Lu. quinquefer e
Lu. sordellii representaram 0,1%. Lutzomyia spp. representou 1,9% do total dos insetos

classificados (Figura 17).

Tabela 1- Quantitativo de flebotomineos separados por espécie e sexo.

Espécie Machos Fémeas Total por
espécie

Lutzomyia whitmani 1039 393 1432
Lu. migonei 203 54 257
Lu. evandroi 31 03 34
Lu. wellcomei 00 03 03
Lu. quinquefer 00 01 01
Lu. sordellii 00 02 02
Lutzomyia spp. 07 24 31

Total 480 1280 1760

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 17- Valores relativos das espécies de flebotomineos de Timbatba/PE
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Fonte: O Autor, 2017
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Dos espécimes classificados, Lu. whitmani e Lu. migonei sdo as espécies mais
representativas (95.9%). Para a classificacdo dos flebotomienos machos observou-se o

paramero (Figura 18 AB) e a quantidade de espinhos presentes no dististilo.

Figura 18- Parameros de Lu. whitmani e Lu. migonei

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Os destaques evidenciam a diferenca no formato das estruturas das espécies. Enquanto Lu. whitmani
(14. A) apresenta o paramero retilineo, a mesma estrutura em Lu. migonei (14. B) apresenta-se curvada.

Ja a identificacdo das fémeas utilizou-se do cibario (Figura 19 AB) e das espermatecas
(Figuras 20 e 21).
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Figura 19- Cibérios de Lu. whitmani e Lu. migonei

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Visdo posterior da cabeca de espécies de flebotomineos. As setas indicam a quantidade de denticulos
presentes no cibario de Lu. whitmani (16. A) e Lu. migonei (16.B).
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Figura 20- Destaque em espermateca de Lu. whitmani
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* Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Detalhe da porgdo terminal do abddémen de fémea de Lu. whitmani. A seta indica a presenca de ovo e a
elipse em vermelho, a espermateca do inseto. Notar a presenca de anéis e ornamento na extremidade do 6rgéo.

Figura 21- Destaque em espermateca de Lu. migonei

Fonte: O Autor, 218
Legenda: O circulo evidencia duas partes da espermateca de Lu. migonei. Observar a auséncia de anéis e aspecto
discreto do 6rgéo.
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8.1 Caracterizacdo morfoldgica e ultraesturural dos hemocitos de Lutzomyia migonei

Em nossos estudos utilizando microscopia dptica e eletrénica de transmissao, foram

identificados cinco tipos morfoldgicos de hemacitos circulantes na hemolinfa de Lu. migonei.

Séo eles:

a)

b)

d)

Prohemacitos - Os prohemdcitos sdo as menores células encontradas em circulacdo na
hemolinfa de Lu. migonei. Seu diametro varia de 5-8 um e correspondem a 20% do
total de hemdcitos (Figura 22). Caracterizam-se pelo seu formato esférico ou oval e
pelo seu grande ndcleo localizado no centro da célula ocupando quase todo espaco
celular (Figura 23A). A microscopia eletrnica é possivel observar poucas organelas
como mitocondrias, vesiculas e perfil de reticulo endoplasmatico (Figura 26);
Granuldcitos - Os granuldcitos correspodem a células esféricas ou ovais com granulos
no citoplasma. Medem de 8-15um de diametro e representam aproximadamente 15%
da populacdo dos hemdcitos de Lu. migonei (Figura 23 B). Fotomicrografias
eletrénicas revelaram a presenca de nucléolos, granulos no citoplasma, além de
mitocondrias, vesiculas, reticulo endoplasmatico espacado e aparelho de Golgi e
(Figura 27).

Adipohemdcitos - Os adipohemdcitos sdo representados por células polimdrficas e
irregulares cuja principal caracteristica € a notéria presenca de inclusdes lipidicas no
citoplasma. Medem 15-30pum de diametro. S& o0s hemocitos mais raros
correspondendo a 5% da populacdo celular na hemolinfa (Figura 23 C). Através da
técnica de MET ¢é possivel observar o ndcleo celular deslocado e contigenciado a uma
pequena area, sendo maior parte do citoplasma ocupado por inclusdes lipidicas
eletronluscentes (Figura 28).

Plasmatocitos - Os plasmatécitos sdo células polimérficas com projecGes
citoplasmaticas e citoplasma heterogéneo (Figura 24). Seu diametro varia de 8 a 22um
e correspondem as células mais comumente detectadas com aproxidamadante 40% da
populacdo dos hemdcitos. Sdo células com varias mitocondrias e vesiculas de
diferentes tamanhos e formas, além de reticulo endoplasmatico (Figura 29).
Oenocitdides - Os oenocitoides sdo celulas arredondadas ou ovais cuja principal
caracteristica é o nucleo pequeno e excéntrico (Figura 25). Medem de 8 a 12um de
diametro e representam 20% da populacdo dos hemdcitos circulantes. Relata-se
também a presenca de reticulo endoplasmatico, poucas mitocondrias e varias vesiculas
(Figura 30).



Figura 22- Percentual relativo dos hemdcitos encontrados na hemolinfa de Lu. migonei
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Fonte: O Autor, 2018

49



50

Figura 23- Hemdcitos de Lu. migonei observados através da microscopia éptica

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: A. Um prohemécito com nlcleo ocupando a maior parte do citoplasma (Seta fina). B. Um granuldcito
com citoplasma contendo diversos granulos (Ponta da seta). C. Um adipohemdcito com citoplasma repleto de
inclusdes lipidicas (Estrelas) e ndcleo centralizado (N). Barras A, B= 10 pm; C= 20um.
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Figura 24 - Plasmatdcito de Lu. migonei observados através da microscopia Optica

S

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Um plasmatdcito exibindo ntcleo centralmente localizado (N) e proje¢des citoplasmaticas (Seta fina).
Barra =10 pum.

Figura 25- Eonocitoide de Lu. migonei observado através de microscopia dptica

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Um oenocitdide com nicleo excéntrico (Seta fina). Barra = 10 um
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Figura 26- Fotomicrogafia eletrdnica de transmisséo de prohemdcito de Lu. migonei.
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Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Prohemdcito exibindo perfil esférico com nicleo volumoso (N) e heterocromatina (setas). Fino
citoplasma com poucas organelas. Note a presenca de mitocondrias (m), Reticulo Endoplasmatico (RE) e
vesiculas (Ve).

Figura 27 - Fotomicrogafia eletrénica de transmissdo de granuldcito de Lu. migonei.
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Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Granulécito com nucleo excéntrico (N) e presenga de nucléolo (Nu). O destaque evidencia aparelho de
Golgi bem desenvolvido (G) participando da formagéo de granulos (g). E possivel observar ainda mitocondrias
(m), reticulo endoplasmatico (Re) e vesiculas (Ve).



Figura 28- Fotomicrogafia eletrdnica de transmissdo de adipohemdcito de Lu. migonei.
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Legenda: Adipohemdcito com ndcleo espremido (N) entre incluses lipidicas (estrelas).

Figura 29 - Fotomicrogafia eletronica de transmisséo de plasmatdcito de Lu. migonei.
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Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Plasmatdcito exibindo nicleo (N) e heterocromatina (Setas), citoplasma com mitocondrias (m),
vesiculas (ve) e perfil de reticulo (Re).
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Figura 30- Fotomicrogafia eletronica de transmissdo de eonocitdide de Lu. migonei.

Fonte: O Autor, 2018
Legenda: Oenocitdide exibindo nicleo excéntrico (N) com heterocromatina. Mitocondrias (m) e vesiculas (Re)
estdo presentes.
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9 DISCUSSAO

O conhecimento da fauna flebotominica é extremamente importante no sentido de
gerenciar estratégias para o controle das leishmanioses. Diversos trabalhos s&o realizados com
0 objetivo de identificar que espécies estdo presentes em areas endémicas. No Estado de
Pernambuco, a Zona da Mata concentra a maior parte dos casos da doenca. Por conta disso, a
maioria das pesquisas sobre flebotomineos, em Pernambuco, se concentra nesta regiao.

Branddo-filho et al. (1994) relataram quatro espécies de flebotomineos em éarea
endémica para LTA na Zona da Mata Pernambucana. As espécies encontradas foram:
Lutzomyia whitmani, Lu. quinquefer, Lu. evandroi e Lu. aragaoi. T&o como nosso estudo Lu.
whitmani foi a espécie predominante. O estudo infere que Lu. whitmani seja o principal vetor
responsavel pela disseminacdo da LTA na area de estudo. De igual modo, nossos dados
sugerem que em Timbalba, a mesma espécie, Lu. whitmani, seja protagonista ha manutencao
da LTA no municipio. Das quatro espécies detectadas pelos autores, apenas Lu. aragaoi nao
foi detectada em nossas coletas, o que pode ser atribuido ao grau de interferéncia antrépica no
meio, uma vez que a espécie em questdo foi detectada apenas em ambientes extradomiciliares.

Anos mais tarde, em 1998, Brand&o-filho et al. realizaram outro estudo na Zona da
Mata de Pernambuco. As espécies encontradas foram: Lutzomyia choti (89,9%), Lu.
longispina, Lu. schreiberi, Lu. wellcomei, Lu. barretoi, Lu. ayrozai, Lu. evandroi, Lu.
sordellii. Das oito espécies relatadas, apenas trés foram encontradas no nosso estudo: Lu.
wellcomei, Lu. evandroi e Lu. sordellii. Este fato se justifica pela area de estudo. As coletas
foram realizadas em area de mata destinada a treinamentos militares e as espécies que ndo
foram detectadas no presente estudo sdo primordialmente coletadas apenas em areas
preservadas.

Carvalho et al. (2007) também trouxeram contribui¢des acerca da fauna flebotominica
do Estado. Estudo realizado no municipio de Sdo Vicente Férrer, Zona da mata Norte, relatou
a coexisténcia de 17 espécies: Lutzomyia complexa, Lu. migonei, Lu. evandroi, Lu. sordellii,
Lu. naftalekatzi, Lu. shannoni, Lu. capixaba, Lu. whitmani, Lu. tupinamboi, Lu. quinquefer,
Lu. furcata, Lu. fescheri, Lu. walkeri, Lu. brasiliensis, Lu. oswaldoi, Lu. choti, Lu. schreiberi.
Destaca-se pelos autores a presenca constante de Lu. migonei e Lu. evandroi em construcdes
humanas e em abrigos de animais. Fato observado também em nosso estudo, onde capturamos
estas espécies em armadilhas instaladas no domicilio e no peridomicilio, corroborando com a
consolidacdo destas espécies como antropofilicas. Lutzomyia complexa, apesar de muito

representativa nos valores absolutos, praticamente ndo foi encontrada proxima de seres
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humanos, se restringindo aos remanescentes florestais (99,8%). Nosso estudo ndo avaliou esse
tipo de ecossistema.

Dantas-Torres (2010) publicou um estudo com a distribuicdo espacial das espécies
encontradas no Estado de Pernambuco. A fauna flebotominica de Timbauba aparece
representada por Lutzomyia (nyssomyia) intermedia e Lutzomyia
(nyssomyia) whitmani. Entretanto, nossos dados demonstram uma diversidade maior no
numero de espécies de flebotomineos. Relata-se aqui, pela primeira vez, a ocorréncia de Lu.
migonei, Lu. sordellii, Lu. quinquefer e Lu. wellcomei para 0 municipio de Timbauba-PE.

Segundo o Ministério da Salde das seis espécies detectadas neste estudo, trés sdo
potenciais vetores de LTA no Brasil: Lu. whitmani, Lu. migonei e Lu. wellcomei. Engquanto
que a importancia de Lu. quinquefer e Lu. sordellii na transmissdo das leishmanioses é
desconhecida (BRASIL, 2017).

O principal vetor de LV no Brasil € Lu. longipalpis. Entretanto, a auséncia de Lu.
longipalpis em area com casos autdctones da doenca demonstra a existéncia de outras
espécies envolvidas na transmissdo. Segundo Ximenes et al. (2001) Lu. evandroi pode ser
capaz de atuar na transmissdo de Leishmania infantum chagasi, agente etiologico da LV, a
cdes. No Rio Grande do Norte, Lu. evandroi & amplamente distribuida e estd presente em
areas de leishmaniose visceral e mucocutanea, tanto no peridomicilio como no domicilio. De
maneira anédloga, fortes evidéncias correlacionaram a auséncia de Lu. longipalpis e a presenca
de Lu. migonei com casos autoctones de LV. Silva et al. (2014) relataram infeccdo natural de
Lu. migonei por L. infantum chagasi em S&o Vicente Férrer-PE. Somado ao fato da
capacidade laboratorial de Lu. migonei em permitir o desenvolvimento de formas metaciclicas
de L. infantum chagasi. Assim, Lu. migonei, além de vetor comprovado de LTA pode ter
importancia secundaria na transmissao da LV no Brasil. Apesar de Timbauba-PE ndo ter
nenhum caso registrado de LV, nossos dados atentam para essa possibilidade, pois mesmo nao
possuindo em sua fauna flebotominica o vetor reconhecido como principal (Lu. longipalpis),
possui outras duas espécies investigadas como possiveis transmissoras, Lu. migonei e Lu.
evandroi, demandando atencao continua por parte dos servicos de salde.

No que diz respeito a caracterizacdo celular, relata-se aqui pela primeira vez a
morfometria dos hemdcitos de fémeas adultas do flebomineo Lu. migonei. A partir das
técnicas de microscopia optica e eletronica de transmissao foi possivel caracterizar cinco tipos
celulares na hemolinfa desta espécie, sendo classificados como: prohemécitos, granuldcitos,

plasmatdcitos, adipohemdcitos e oenocitdides.
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Brazil e Brazil (1996) utilizando pupas de outra espécie do género Lutzomyia, 0
flebomineo Lu. longipalpis, descreveram quatro tipos de hemdcitos: Prohemdcitos,
plasmacitos, oenocitdides e adipohemdcitos. As descricdes acerca das células encontradas por
esses autores sdo semelhantes as que sdo feitas no presente estudo: Prohemdcitos sendo
relatados como células pequenas e com grande nudcleo em relacdo ao citoplasma;
Plasmacitos/plasmatocitos como células polimorficas; oenocitdides observados com ndcleo
excéntrico e relato da presenca de pequenos vacuolos no citoplasma e adipohemaocitos como
células grandes com muitas inclusdes lipidicas. Diferentemente do presente estudo, a
populacdo hemocitaria predominante foi de prohemacitos e ndo foi relatada a presenca de
granulécitos. Entretanto, ndo foram mencionadas as medidas celulares ou quaisquer imagens
dos hemocitos. Dessa forma, o presente estudo € pioneiro na apresentacdo das
microfotografias e eletromicrografias dos hemdcitos de flebotomineos do género Lutzomyia.
A escassez de trabalhos na literatura cientifica focando o sistema imune celular em
flebotomineos é justificado pela grande dificuldade em se extrair a hemolinfa do inseto, uma
atividade altamente laboriosa.

Os prohemdcitos, sem duvida, estdo entre as células mais comumente encontradas em
circulagdo na hemocele. Diversos trabalhos de caracterizagdo envolvendo inumeras ordens de
insetos tém evidenciado a presenca desta célula. Khosravi et al. (2016) relatam prohemécitos
na hemolinfa do himendptero Arge ochropus, assim como Brayner et al. (2005) ao investigar
as células de defesa do mosquito vetor da filariose linfatica, Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae) e Araujo et al. (2008) ao estudar a resposta celular de Ae. Aegypti (Diptera:
Culicidae). Prohemocitos também foram detectados em Hemiptera (CASELIN-CASTRO et
al.,, 2010; BARRACCO et al., 1987), Coleoptera (KWON et al., 2014), Lepidoptera
(BLANCO et al., 2017) e Orthoptera (YU et al., 2016), assim como em outras classes de
Arthropoda, tal como Arachnida (WILCZEK et al., 2018). Em todos estes trabalhos, os
prohemdcitos séo células reconhecidas como células com grande relagdo nucleo/citoplasma e
dito por alguns autores como células totipotentes (LAVINE; STRAND, 2002). Para outros, 0s
prohemacitos sdo resultados de divisbes assimétricas de granuldcitos (KING; HILLYER,
2013).

Os granuldcitos sdo celulas amplamente dispersas dentro de Insecta e consideradas,
juntamente com os plasmatocitos, como células protagonistas na resposta imune inata. Kwon
e colabodores (2014) ao caracterizar os hemacitos de Protaetia brevitarsis seulensis, um
Coleoptero que possui uma fase da vida no solo, se alimentando de diversas fontes de celulose

em decomposicdo, semelhantemente aos flebotomineos, determinou que os granuldcitos
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participam ativamente do processo de fagocitose e que a ativagdo da autofagia poderia ser
uma maneira eficiente de eliminar patdgenos. As descri¢des feitas acerca dos granuldcitos séo
compativeis as realizadas neste estudo, relatando, atraves da microscopia eletrénica, que estas
células possuem reticulo endoplasmatico ruguso desenvolvido, complexo de Golgi,
mitocondrias e granulos grandes eletrodensos.

Os granuldcitos também sdo os principais fagocitos no lepidoptero Galleria mellonella
(WU et al., 2016) e correspondem de 80 a 95% da populacdo hemocitaria em mosquitos
(HILLYER; STRAND, 2014).

Em relacdo aos plasmatocitos, sdo células sempre referenciadas como polimorficas e a
observacdo de projecdes citoplasmaticas € comum. Kwon e colabodores (2014) relata
filopodia em varios plasmatdcitos desafiados por diferentes patdgenos. As descricdes
realizadas neste trabalho sdo conduzintes as feitas por Aradjo et al. (2008) ao caracterizar 0s
hemacitos de Aedes aegyptis e por Brayner et al. (2005) ao avaliar o sistema imune inato
celular de Culex quiquefasciatus onde sdo observados reticulo endoplasmatico rugoso
desenvolvido, complexo de Golgi e vactolos no citoplasma para as duas espécies. Assim
como em Culex quinquefasciatus, os plasmatdcitos representam a maioria das células de
defesa do invertebrado. O que também pode ser observado em Drosophila, onde os
plasmatocitos representam aproximadamente 95% dos hemdcitos circulantes. Neste género
sdo considerados os fagdcitos profissionais mais parecidos com a linhagem de mondcitos /
macréfagos de mamiferos (WILLIAMS, 2007).

Os eonocitoides encontrados neste estudo sdo similares aos descritos por outros
autores (KHOSRAVI et. al., 2016, GIGLIO et. al., 2007) que relata pobreza de organelas no
citoplasma destas células em Arge ochropus e Carabus lefebvrei. Perfil de reticulo, poucas
mitocondrias e vesiculas de diferentes tamanhos foram observados nesta caracterizacdo. A
microscopia de luz, é possivel ver o nucleo excéntrico e um citoplasma homogéneo. Sua
caracteristica definidora é que eles sdo os principais produtores de fenoloxidase, enzima
imprescindivel para o processo de melanizacdo (HILLYER; STRAND, 2014). Em larvas de
larvas de Cetonischema aeruginosa, Giulianini et al. (2003) identificaram que eonocitdides
também podem estar envolvidos diretamente da resposta fagocitica.

Os adipohemdcitos em Lu. migonei sdo células polimorficas caracterizados por
possuirem vesiculas contendo material lipidico, as vezes grande o suficiente para deformar a
célula. Suas caracteristicas sdo semelhantes as observadas em outras espécies de insetos
(ARAUJO et. al, 2008, BRAYNER et. al., 2005, SILVA et al., 2002). Apesar de alguns

autores nao considerem adipohemdcitos como hemacitos, mas como células pertencentes ao
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corpo gorduroso dos insetos (HILLYER; CHRISTENSEN, 2002) ou variantes de granulocitos
(PRICE; RATCLIFFE, 1974; KAAYA et al., 1986) caracteristicas como o ndmero e a
diversidade de organelas sdo marcantemente diferentes destes grupos celulares. A funcao
aparente dessas células para ser o armazenamento de energia na forma de lipidios e glicogénio
(HILLYER; CHRISTENSEN, 2002).
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