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RESUMO

O sucesso dos insetos em explorar diversos ambiéritevido, em grande parte, a habilidade
em se defender contra patdgenos e parasitas. Bet®$#) 0os principais mecanismos de defesa
sdo desempenhados pelos hemacitos. A classificdgdipos de hemdcitos presentes na
hemolinfa ainda € bastante controversa. A biodidade desses organismos tem
proporcionado modelos importantes para o estudsuds estratégias antimicrobianas, as
quais podem fornecer informacgdes relevantes pa@bate a diversas doencas, bem como
para o estudo da imunologia geral. O objetivo des@nte estudo foi caracterizar a resposta
imune celular d&\edes aegyptob o ponto de vista morfolégico, funcional e udstrutural
através da microscopia optica e eletrbnica de tm&ssio. Em nossos estudos identificamos
seis tipos morfologicos de hemdcitos circulanteshaemolinfa deAe. aegyptiatravés da
microscopia de luz, eletronica de transmissao &aste de interferéncia diferencial, sao eles:
prohemdacitos, adipohemdécitos, granuldcitos, pladaoitais, oenocitoides e trombocitoides.
Os prohemdécitos foram as menores células encostrada hemolinfa. Sua principal
caracteristica € a presenca de um citoplasma odapana pequena area em torno do nucleo.
Os adipohemdcitos foram os mais abundantes tiplodamEs presentes e exibiam grandes
inclusdes lipidicas preenchendo praticamente tocitoplasma. Os granulécitos possuem um
citoplasma contendo diversos granulos elétron-der@s plasmatocitos exibiram morfologia
bastante polimoérfica e diversos filopédios e pseodés. Os oenocitdides possuem
citoplasma homogéneo com poucas organelas. Os aoitdioles sdo raros e possuem
caracteristicas similares aos oenocitdéides comnetga pouco desenvolvidas. Os hemdcitos
responsaveis pela resposta imune contra partiagasatex conjugadas a FITC foram
identificados através da microscopia laser confasdim como as lectinas que marcam o0s
hemocitos. Os granulocitos foram as Unicas célelagolvidas na fagocitose de alvos
abidticos in vitro e in vivo. As lectinas BSI, ConA, HPA, LCA, PNA, UEA e WGA
marcaram 0s hemocitos com variacdes na intensiddade&VFA e LPL ndo marcaram

hemdcitos dé\e. aegypti.

Palavras chavesAedesmicroscopia, hemacitos e citologia.
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ABSTRACT

The success of insects in colonizing various emvitents is mainly due to the ability in
defending itself from pathogens and parasitesn$edts, the main defense mechanisms are
performed by hemocytes. Hemocytes classificatioesgmt in hemolymph is quite
controversial. The biodiversity of such organismavéh given important models to
antimicrobial strategy studies, which are ablermvple relevant information to combat many
diseases, as well as to immunology studies. Thectle of the present study was to
characterize the cellular immune responsédedes aegyptinder morphological, functional
and ultrastructural point of view, by optic andnsanission electron microscopy. In our study
we have identified six hemocytes morphologic typesulating inAe. aegyptihemolymph,
through techniques such as light microscopy, edediransmission and contrast of differential
interference, and they are: prohemocytes, adipobgi®®, granulocytes, plasmatocytes,
oenocytoids and trombocytoids. The prohemocyteg e smallest hemocytes found in the
hemolymph. Its cytoplasm occupies only a narrowaamound the nucleus. The
adipohemocytes were the most abundant cell typgepteand exhibited large lipid vesicles
filling almost the entire cytoplasm. The granul@s/possess a cytoplasm containing diverse
electron-dense granules. The plasmatocytes wergmpophic and exhibited plasma
membrane with irregular processes, philopodia aseliggopodia. The oenocytoids displayed
homogenous cytoplasm with a few organeles. Throwytbats were very fragile and few in
number. Similar characteristics were found in ogtmds, possessing a homogeneous
cytoplasm with poorly developed organelles, fewoetitondria and granules. The hemocytes
responsible for the immune response against latticjes conjugated to FITC, were
identified by confocal microscopy, as the lectinBickh mark hemocytes. The granulocytes
were the only cells responsible for phagocytic\atgtiagainst abiotic target® vitro andin
vivo. The lectins BSI, ConA, HPA, LCA, PNA, UEA and WGAarked hemocytes with
intensity variations. The WFA and LPL did not maw. aegypthemocytes.

Keywords: Aedes microscopy, hemocytes and cytology.
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1.1 Culicideos

Os mosquitos dos género&nopheles, Culexe Aedes (Diptera, Culicidae) sao
importantes vetores de doencas como maléria, oeowose, filariose linfatica, dengue, febre
amarela, febre do Nilo ocidental, entre outras cpuesam grande morbidade e mortalidade no
mundo. Mais de 90% das doencas veiculadas ao hgooermsetos ocorrem nas regioes
tropicais. Onde encontramos parte das Américasutle £€entral, regides do Caribe, grande
parte do continente Africano, regides da Asia Meridl, Australia do Norte e Oceania.

A malaria, transmitida peldnopheles gambiaé endémica em mais de 100 paises e
contribui para a morte de aproximadamente 1 mitl&ipessoas ao ano, sendo a maioria das
vitimas criancas da Africa. Outras 60 espéciesrddetinos contribuem na transmisséo da
malaria, embora possuam menor competéncia vedriariose afeta cerca de 120 milhdes
de pessoas em mais de 80 paises localizados misog@ subtropicos (ROBERTS, 2002;
Organizacédo Mundial de saude, 2000).

As fémeas de alguns mosquitos alimentam-se de safiggmatofagia) de grande
namero de animais, enquanto outros parecem teccepsaidade limitada a poucas ou mesmo
a uma unica espécie, este ultimo aspecto leva iocide a adquirir hdbitos de estreita
associagdo com o hospedeiro, passando a freqiemesmo ambiente. Dessa maneira, o
mosquito torna-se domeéstico e antropdfilo, quanedepe se alimentar do sangue humano
para nutrir seus ovos, e por esse motivo, vive taotesmente no meio habitado por ele.
Alguns mosquitos realizam a hematofagia a noité&oswno alvorecer ou durante todo o dia
(FORATTINI, 1962; ROBERTS, 2002).
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1.1.2 OAedes aegypti

O Ae. aegyptié um mosquito rajado, de coloracdo escura, contimaanbrancas pelo
corpo. Sua identificacdo é facilitada pelo deseammoforma de lira presente no dorso, que
pode ser observado a olho nu. Manchas brancasphait¥-se com manchas escuras, sao
encontradas na regido posterior da cabeca, nosesgmgnabdominais, onde as manchas
brancas formam cintos junto a base de cada umaeatass, que apresentam anéis brancos
contrastando com sua cor escura (REY, 2001) (Fibura

Figura 1:Aedes aegypti.
Foto: Genilton Vieria IOC/FIOCRUZ
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O Ae. aegyptipertence a ordem Diptera, subordem Nematoceralida@ulicidae,
subfamilia Culicinae, tribo Aedini e Géneredes (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).E
caracterizado pelo alto grau de adaptacdo ao atebigbano, o que vem dificultando
bastante o controle da densidade populacional deesquito (SILVA, 1994). Os ovos séo
muito resistentes a dessecacdo, podendo permaviéseis por mais de um ano. Essa
resisténcia tem-se apresentado como um dos prisajiistaculos para o controle ée.
aegyptj pois é ela que possibilita a dispersdo passivegpecie(NEVES, 2005). Ja a
disperséo ativa dos adultos € reduzida, sendoca@uia de véo de aproximadamente 100
metros (GADELHA; TODA, 1985).

1.1.2.1Biologia, ecologia e distribuicdo do Ae. aegypti

As fémeas deAe. aegyptisdo preferencialmente antropofilicas, apresentabitd
alimentar diurno intra e peridomiciliar, com picpeé-crepusculares. Apos a ingestdo do
repasto sanguineo (hematofagia), as fémeas bustaspsra oviposicdo onde seus ovos sao
postos isoladamente nas paredes internas do mgeipproximo a lamina d’agua, que servirao
de criadouro para o desenvolvimento de suas formetsiras (quatro estadios larvais e pupa).
Em geral os criadouros colonizados pele. aegypti,por ser uma espécie bastante
domiciliada, séo artificiais preenchidos por agolasiais como pneus, latas, garrafas, calhas,
pratos de planta domésticos e de cemitérios oulegjuélizados para o armazenamento de
dgua para uso domeéstico, todos situados nas pdedi®es as habitacdes humanas. Seu
habitat, portanto, esta diretamente relacionadooaslicdes oferecidas pelo homem em seu
ambiente domiciliar (GADELHA; TODA, 1985).

Esse mosquito é vetor eficiente do virus denguecemiente por causa do seu
comportamento hematofago intermitente, podendomass alimentar em mais de um

hospedeiro durante um anico ciclo gonotrofico (MAENZIE et al., 2004).
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1.1.2.2Importancia epidemioldgica do Ae. aegypti

Dengue é uma doenca febril aguda, cujos agentsgtios sao virus pertencentes a
familia Flaviviridae. Sdo conhecidos quatro sorotipos antigenicamestatds: DENV — 1,
DENV - 2, DENV — 3 e DENV - 4. As manifestacdesicis sdo variaveis apresentando-se
desde sindrome viral inespecifica benigna, atérqugchve e fatal de doenca hemorragica
com choque. Séo destacados alguns fatores depasa@ ocorréncia de casos graves: a cepa
do sorotipo de virus infectante, o estado imumitérigenético do paciente, a concomitancia
com outras doencas e a infecgcdo prévia por outrotiso da doenca (TAUIL, 2001).
Originalmente, o virus dengue circulava e era mdandm ciclos de transmissao silvestres,
envolvendo primatas inferiores e mosquifesdes na Asia e Africa (GUBLER, 1998). No
entanto, a doenca se estabeleceu em centros urbasiagsgides tropicais, em um ciclo que
envolve o homem Ae. aegypt- homem. Durante o século XX a transmisséo urbandrus
dengue tornou-se grave problema de saude publio8I(ER, 2002). Hoje € mundialmente
considerada, a arbovirose mais importante, comsfitbluma importante carga de morbidade e
mortalidade para a populacdo humana. Aproximadanigbtbilnbes de pessoas encontram-
se sob o risco de infecgdo, principalmente em pdfepicais onde as condi¢des climaticas
(temperatura e umidade) sdo favoraveis a proliferago mosquito vetor (TAUIL, 2002).
Considerando a ampla dispersao geografica deséziesp a circulacdo dos sorotipos virais
na maioria das areas onde ocorre a doenca, egimae 80 milhdes de pessoas sejam
infectadas anualmente (ROBERTS, 2002). A denguena infeccdo reemergente e vem
preocupando as autoridades sanitarias de todo aonem virtude de sua circulagdo nos
cinco continentes e grande potencial para caugsanaf graves e letais (HALSTEAD,
1997)(Figura 2).

O Ae. aegyptifoi eliminado pela maioria dos paises americaimoduindo o Brasil,
através dos esforcos para erradicar a febre amaetdaAssociacdo Panamericana de Saude
na década de 60. Entretanto, a erradicacdo ndo fevesso no Suriname, Guianas,
Venezuela, llhas do Caribe e Estados Unidos dewidalta de recursos para manter a
campanha. E em 1995 sua distribuicdo alcangcou @snog niveis encontrados antes da
campanha (SCHATZMAYR, 2000).

Nos trés ultimos séculos, tem-se registrado a énoia de dengue em varias partes do

mundo, com pandemias e epidemias isoladas, atimgodbs os continentes (TEIXEIR&t
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al., 1999). Nas Américas parece ter havido diminuicdonesmo interrupcdo da transmissao
do virus dengue apoOs as primeiras décadas do s¥euldorém a partir dos meados da
década de 60 diferentes epidemias de dengue ddss&n registradas em varios paises. Na
década de 90, o quadro epidemioldgico da dengueAmesicas e no Caribe agravou-se e
epidemias tém sido, freqientemente, observadas &iosvcentros urbanos, muitas delas

associadas a ocorréncia de casos hemorragicos ETEAet al., 1999).

No Brasil, desde 1982 vem ocorrendo epidemias dguseclassico que circulam em
milhares de municipios. A febre hemorragica da dengm sendo diagnosticada desde 1990,
sendo que deste ano até 2003 foram notificadod £8350s e 264 dbitom 2001, 2002 e
2003 foram notificados 428.117, 794.219 e 341.7@&60s respectivamente. Os casos
relatados no Brasil representam cerca de 80% dbdotnimero das Ameéricas, enfatizando a
magnitude deste problema. Epidemias de dengue itlandsscritas em 24 dos 26 estados
brasileiros, inclusive no Distrito Federal/ Brasi{TEIXEIRA et al., 1999; BRASIL, 2006).

A febre amarela, também transmitida péle. aegypti,é uma doenca infecciosa nédo
contagiosa que se mantém endémica ou enzootidonestas tropicais da América e Africa
causando epidemias de maior ou menor impacto endeS&iiblica. Constitui a febre
hemorrégica viral original, a primeira descritamando. Cerca de 90% dos casos da doenca
apresentam-se com formas clinicas benignas queuamwolpara cura, enquanto 10%
desenvolvem quadros dramaticos com mortalidade agno tde 50% (VASCONCELOS,
2003). E temida a cerca de 400 anos e estd emsdscentra vez, sendo responsavel por
200.000 casos e 30.000 mortes por ano no mundo,neaitr ocorréncia em areas rurais
(ROBERTS, 2002).
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N

1 Areas com a presenca Ae. aegypti
M Areas com a presenca fle. aegypte epidemias de dengue

Figura 2: Distribuicdo mundial da dengue em 2005.
Fonte: Centers for Disease Control and Prevenfi607%)

1.2 Sistema circulatério dos insetos

Os insetos tém o sistema circulatorio aberto coimemolinfa, liquido circulante,
ocupando a cavidade geral, conhecida como hemece& apéndices. A hemolinfa circula
atraveés da atividade de contracdo do Unico vasepte no inseto, que € um tubo localizado
dorsalmente ao trato alimentar que percorre o cdgpanseto longitudinalmente, chamado
vaso dorsal. E regularmente pulséatil e constityidioum tubo simples, diferenciado em duas
regides anatomicamente distintas: regido anteyige,se inicia no térax e termina na cabeca,
denominada “aorta”. E a regido posterior que s&3sib abddomen e € denominada “coracéo”
(GALLO et al., 1978; CHAPMAN, 1983).

Nos Dipteros adultos, e em alguns outros insethgn@linfa percorre todo o térax e
o abddémen, percorrendo 0s espacos ndo ocupadasqugéms internos, isto ocorre porque a
hemocele € separada em duas partes por uma memimével de tecido gorduroso
(diafragmas dorsal e ventral). As contracdes doscolds alares fazem com que o coracao se
expanda e a hemolinfa seja empurrada para frenteerdolinfa normalmente flui da parte
posterior para a anterior no vaso dorsal e da parterior para a posterior dentro das
cavidades perivisceral e perineural. O fluxo poee aimentado por estruturas pulsatérias
acessorias localizadas na cabeca, torax, pernasasue por contracées do diafragma dorsal.
O fluxo da hemolinfa estd coordenado com os movioserabdominais ventilatorios

(WASSERTHAL, 1982; RUPPERT, BARNES, 1996) (Figuja 3
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Figura 3: Sistema circulatério dos insetos. Asssitdicam o sentido da circulagdo da hemolinfa.
Adaptado (CHAPMAN, 1998).

1.3Mecanismos de defesa dos insetos

O sistema de defesa dos invertebrados em geralistegue fundamentalmente
daquele dos vertebrados pela falta de imunoglossilirmoléculas que apresentam alta
especificidade contra os invasores. A resposteetisd dos invertebrados € pouco especifica
e se apoia sobre um sistema de defesa complexeryadve reacdes celulares e humorais
coordenadas (KARP, 1990).

O sucesso dos insetos para se desenvolverem ermanéeshrepletos de competidores
potencialmente patogénicos € atribuido a gran@éetia das suas barreiras mecéanicas e/ou
fisiologicas. Nas barreiras mecanicas podemos amsta tegumento (GULLAN;
CRANSTON, 1994) e a membrana peritréfica (matridgtpdica) (BILLINGSLEY; RUDIN,
1992). Em algumas espécies de mosquitos a armeithardal ou cibario pode constituir uma
importante barreira mecanica (McGREEVY et al., J972& barreiras fisioldgicas utilizadas
para defesa constituem as respostas humorais (HUIRHKet al., 1980; COCIANCICH et
al.,, 1994) e celulares, sendo esta Uultima representaglas phemacitos (NAPPI;
CHRISTENSEN, 1986). H4A uma interacdo estreita dstersas imunoldgicos celular e
humoral pois fatores humorais podem atuar como ¢ulzlé de reconhecimento facilitando a
fagocitose pelas células ou ainda, células podemetziar e secretar moléculas humorais
como aglutininas e peptideos antimicrobianos, ptsta divisdo da imunidade € apenas para

efeitos didaticos.
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O tegumento é formado por uma camada epiteliaélldas (epiderme), e duas camadas
nao celulares (lamina basal e cuticula). Sua irApord para o inseto é evitar a perda
excessiva de agua e impedir a entrada de muitéggrats (GULLAN; CRANSTON, 1994).

A estrutura e composi¢cao quimica da cuticula reptasn as principais barreiras de defesa.
Ela apresenta componentes antimicrobianos comoeipes, lipidios, hidrocarbonetos,
diofendis, carboidratos, quitina e melanina que edgm a penetracdo na hemocele de
bactérias, virus e protozoarios, constituindo assamprimeira linha de defesa contra
patogenos e parasitas. Contudo, se essa barredtarfificada, esses patdgenos, que vivem na
superficie da cuticula, podem penetrar na hema@¥NN, 1986; MARMARAS et al.,
1993; BULET et al.1999).

A matriz peritrofica, em insetos hematofagos, estélvida na protecao contra danos
mecanicos, mas um dos principais papéis atribuedada é a protecdo contra agentes
patogénicos e toxinas, por promover uma barreiratransmissdo e subsequente
desenvolvimento desses agentes que penetram poor&ia(PETERS, 1992; MILLER,
LEHANE, 1993; SHAHABUDDIN et al 1993; PIMENTA et al.,, 1997). Sua localizacao
entre o alimento e o epitélio do intestino médaz, ¢om que a matriz peritréfica desempenhe
um importante papel na biologia intestinal do ias@tEHANE, 1997). De acordo com
Richards e Richards (1977) a ingestdo de alimeatagéglinea assim como a distensdo do
estbmago por alimentos livres de proteinas e awméatlimen do estbmago estimula a
sintese da matriz peritrofica.

E a partir da formac&o da matriz peritrofica qustestino médio dos mosquitos passa
a ser protegido de danos mecénicos, acdes de paggeoxinas.

A armadura cibarial ou cibario € um obstaculo &igios insetos que funciona como
um filtro, podendo impedir a entrada de microrgauus e parasitas pela via digestiva. Alguns
mosquitos apresentam esta estrutura quitinizadseenmtestino anterior (McGREEVY et al.,
1978).

Todavia, uma vez que o patdgeno vence estas faareeatinge a hemocele do inseto,
desencadeia a defesa hemocitaria, que segundo BULHIEAL (1999) seria a resposta

imunologica propriamente dita.
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1.3.1 Hemolinfa

A hemolinfa é o Gnico tecido fluido extra-celulas norpo dos insetos. E composto
pelo componente liquido, o plasma linfatico; e p&lulas incolores suspensas, 0s hemdécitos.
Percorre quase todo o corpo do inseto banhandcemdos diretamente. A hemolinfa
corresponde de 15 a 75% do volume total do corpmskto. Sua quantidade e composicéo
variam conforme a espécie, momento fisiolégico idaale. Esse liquido € claro, as vezes
incolor, podendo, apresentar coloragdo verde, dmame raramente vermelha, devido a
presenca de pigmentos sollveis provenientes damiipdo. Apresenta grande tendéncia a se
tornar escura, quando em contato com o ar, solfli®meia de uma enzima, a tirosinase
(BARTH, 1972; BARRACCO, 1982).

O papel da hemolinfa no transporte dos gasesraé§pos € pouco relevante, a troca
gasosa tecidual é realizada diretamente pelo sasteaqueal (RUPPERT; BARNES, 1996).
Mesmo ndo tendo um papel destacado na oxigenacdwenmmlinfa tem uma grande
importancia fisiologica. E atuando através dela sfi® efetuadas as trocas quimicas entre os
diversos 6rgédos, funcionando no transporte de haimaé& enzimas; dos residuos oriundos do
metabolismo aos 6rgdos de excrecdo; e ainda neptee das substéncias nutritivas do
aparelho digestivo para os tecidos, asas e demp@miges, 0s quais sdo banhados livremente
por ela (GALLO et al.1978). A hemolinfa destaca-se ainda pela sua atusgdlistribuicao
da pressdo de uma regido para outra do corpo, camentilacdo do sistema tragueal, na
ecloséo, na ecdise e na expansao das asas durantadVANETTI, 1978).

Romoser (1973) e Borror; Triplehorn; Johnson (398&ncionaram ainda outras
funcdes da hemolinfa como: lubrificante, armazemamerotecao (fagocitose, encapsulagéo,
coagulacéo, cicatrizacao e liberacao de fatoreefores ndo celulares) e formacéo de outros
tecidos. A hemolinfa apresenta também, na partédidg aminoacidos livres 0s quais séo 0s
principais responsaveis pela regulacdo osmoétiddudio, altas concentracfes de acido Urico
dissolvido, amoénia, fosfatos organicos, trealosen (acucar nao redutor), proteinas e
hemocitos (RUPPERT, BARNES, 1996; CHAPMAN, 1998).
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1.3.2 Hemoécitos

As células livres circulantes na hemolinfa dos toses&o denominadas de hemacitos e
apresentam formas e fungdes diversificadas (BARI®2). Sao todos elementos nucleados
e de acordo com Nappi e Stoloffolano (1972), peernrquase todas as regides do corpo dos
insetos, devido a seus movimentos amebdides, podemdusive mover-se em sentido
contrario ao fluxo da hemolinfa. Podem também esdaridos ao corpo gorduroso, traquéia e
sistema digestivo.

Em diferentes espécies de insetos, o nimero @as die hemdcitos podem apresentar-
se muito variaveis. Dentro da mesma espécie o minpede variar ao longo do
desenvolvimento do inseto na fase larval, nas esdés nos adultos (ARNOLD; HINKS,
1976)

Os principais mecanismos de defesa sdo desenvslpilos hemdcitos, que fornecem
uma resposta agil e eficiente contra patdégenosatingem a hemocele (RATICLIFFE et al.,
1985). Sdo comparados, devido as suas funcdedewmscitos dos vertebrados, visto que
estdo relacionados direta ou indiretamente contapacidade de reagir contra a presenca de
patdgenos (BOMBONATO; GREGORIO, 1995).

1.3.2.10rigem dos hemacitos

A hipotese de que os hemocitos sdo derivados dodeesa embrionario é a mais
aceita pela comunidade cientifica. Passada a fabeanaria, a manutencdo do estoque de
hemdécitos na circulacdo deve-se a existéncia ddosecom funcdo hematopoiética e por
divisdo celular. Nem todos os tipos de hemdécitodigedem e a média de divisdo é variavel

até entre os mesmos tipos celulares (HOFFMAN g181.9).
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1.3.2.2Classificacdo dos hemacitos

Diferentes tipos de hemdcitos tém sido descritoditaratura, porém tem sido dificil
uma classificagdo exata porque células individysidem ter diferentes aparéncias sob
determinadas condi¢cfes, desta forma uma variedad&ahicas tém sido usadas nestes
estudos principalmente, a microscopia eletroniaan@croscopia de luz. Esta ultima, por sua
vez, pode ser realizada empregando-se esfrega@do$ e corados, ou ainda através de
observacdes a fresco em contraste de fase. Patadoala microscopia de luz a maioria dos
autores prefere o contraste de fase devido a fuderae eficiéncia, além da vantagem de
permitir a observacéo de células vivas (JONES, 1SAAPIRO, 1979).

Observacfes da hemolinfa através da microscoplazdessultaram em numerosas e
conflitantes publicacbes quanto a classificacaoth#weocitos, bem como na dificuldade em
relaciona-los aos diferentes mecanismos de defpsa,envolvem a acdo de varios tipos
celulares (WILLOT et al.1994). As razdes para esta controversia decorrembém da
grande variabilidade morfolégica dos hemdécitos antdo dos estagios de desenvolvimento
e das condicbes ambientais, além da grande diedesidle insetos. Outra dificuldade
encontrada é a fragilidade destas células, depdodi#ms métodos utilizados para seu estudo,
além dos parametros utilizados em sua classificBBEE® TA, 1985).

Para a classificacdo morfologica dos hemdcitosea@siderados varios aspectos como:
a) o tamanho, a forma, o niumero e afinidade tiatate suas inclusbes e coloracdo do
citoplasma. b) diferencas comportamentais, na safalitede de divisdo, rapidez de
degranulacdo ou vacuolizagdo de suas incluséesyandragilidade, no desenvolvimento de
projecdes citoplasmaticas e sua adesao a supsifl&ES, 1979).

Na literatura, encontram-se poucos trabalhos cbordagem sobre hemdcitos de
insetos quando se considera o elevado numero deiespexistentes ou mesmo quando se
considera apenas as espécies economicamente inipertaa agricultura ou na saude. Os
trabalhos, a esse respeito enfocam ordens maaestsi que sao: Lepidoptera, Himenoptera,
Coleoptera e Diptera (CHAPMAN, 1998).

Gupta (1985) em ampla revisado da literatura, umipou a nomenclatura dessas
células e classificou os principais tipos de heto8gpresentes em varias ordens de insetos:

prohemdécito (PR), plasmatdcito (PL), granulocitdrlG oenocitoide (OE). Tipos adicionais
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também foram descritos: coagulécito (CO), adipot@todAD), esferuldcito (ES), poddcito
(PO) e vermiforme (VE).

1.4Resposta imune humoral

A defesa humoral é representada principalmente agh® de proteinas e peptideos
antimicrobianos, ativacdo de uma complexa casceiteglitica que leva a coagulacéo,
melanizacdo e formacdo de produtos de reacdes dasdipelo oxigénio e nitrogénio
(BOGDAN et al.,2000; VASS, NAPPI, 2001; LAVINE, STRAND, 2002).

Na hemolinfa dos insetos existem proteinas soluymiesentes em pequenas
quantidades, que aparecem somente no curso de nfew@do, e que normalmente leva
algumas horas ou dias para sua completa expre€SaGIANCICH et al.,1994). Essas
substancias estdo envolvidas no reconhecimentmeawkacdo da resposta imune-celular ou
na acao direta antimicrobiana. Entre estas subatras mais estudadas séo as lectinas e os
peptideos e as proteinas antimicrobianas (WILSCAl €999).

Os peptideos antimicrobianos sao moléculas anfgmtpositivamente carregadas na
sua maioria, compostas de 12 a 45 aminoacidosinOigel modo de acdo destas moléculas é
através do aumento da permeabilidade da membrasm@iica (ANDREU; RIVAS, 1998).
Peptideos antimicrobianos estdo amplamente digdlobunos diversos organismos. A ampla
ocorréncia dessas substancias sugere que elas pdgd@am um papel importante na
imunidade inata (BOMAN, 1998).

O espectro de acdo dos peptideos € diverso, afmpiieos tais como as cecropinas
sao ativas quando em contato com bactérias graatinag e gram-positivas, ja as defensinas
sao ativas principalmente contra bactérias grantipas. Peptideos antifingicos especificos
foram identificados em Drosofila e provavelmentdsexn também em outros insetos
(LOWENBERGER,2001).

Outros peptideos antibacterianos que fazem partawtddade humoral dos insetos sao
as atacinas que tém sido isoladas da hemolinféaegaddpteros e os diptericinas isolados da
hemolinfa de varias espécies de dipteros. As aacsfio peptideos consideravelmente
maiores que as cecropinas (180 aminoacidos), naaacgio antibactericida € menor. Estudos
realizados demonstraram que cada tipo de peptigkese a um receptor diferente na parede

celular das bactérias. Essa caracteristica impeel@s bactérias escapem através de mutacdes
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(COCIANCICH et al.,1994). Alguns insetos, como grilos, baratas e daftms, nao
sintetizam esses peptideos antibacterianos. Na lidanodesses insetos a atividade
antimicrobiana é realizada principalmente pelaszimas. As lisozimas estdo presentes na
hemolinfa de todas as espécies de insetos (KANQS9).

No Ae. aegyptia invasdo da hemocele por bactérias inicia a gémldas defensinas e
das cecropinas, peptideos ativos contra as bact@ram-negativas, e diversos outros
peptideos que ainda estdo sendo caracterizados ENBERGER, 2001)0Os peptideos séo
produzidos, geralmente, no corpo gorduroso ou eosobitos, podem também ser ativados

por precursores e liberados na hemolinfa por ottrdos (BOMAN, 1998).

1.4.1 Importancia das lectinas

As lectinas sé@o proteinas com alta afinidade pdrotdratos e estdo relacionadas a
varios fendmenos de reconhecimento celular, indlinadesdo a hemdcitos e
microrganismos. Desempenham, portanto um papelriante na imunidade dos artrépodes,
funcionando como opsoninas, ao se aderirem aosoIM&aNISMOS invasores ou como
receptores na membrana dos hemacitos.

Nos insetos, as lectinas tém sido detectadas nalimésn sendo produzidas durante os
processos infecciosos, injurias no tegumento eegaadacao dos tecidos durante os estagios
de desenvolvimento. S8o uma classe de glicopratajna participam de muitos processos
bioldgicos. Especificamente, se ligam a glicolip&gi glicoprotéinas ou polissacaridios na
superficie das células, causando a sua aglutinel@@p precipitacdoAlguns pesquisadores
consideram a interacao lectina-carboidrato e agdiy da cascata da profenoloxidase um dos
mediadores no processo de reconhecimento de pasdgeparasitdides (DRIF; BREHELIN,
1994; BOUCIAS; PENDLAND, 1993; KAWASAKI et al1996; WILSON et al.1999). Em
larvas da mosc&arcophaga peregrinamoléculas de lectinas séo liberadas na hemolinfa
todas as vezes que a cuticula do inseto é darafidgska proteina auxilia os hemaocitos no
reconhecimento e na fagocitose dos tecidos injosiadi de microorganismos que invadem a
hemocele. Em ninfas da bar&tberus discoidalisinjecdes dd=scherichia colinduzem o
aparecimento de lectinas na hemolinfa, que aunaefdgocitose das bactérias. As ninfas nédo
desafiadas, as lectinas ndo sédo detectadas (BOU®EBNDLAND, 1993). Moléculas de
lectinas na membrana dos hemdcitos tém sido refamtgpor varios pesquisadores
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(BRADLEY et al., 1989; WHEELER et al., 1993). NoafanhotosMelanoplus differentialis
e M. sanguinipes20% a 30% dessas moléculas estdo na membrana rdoslagitos
(BRADLEY et al.,1989). Véarias moléculas de lectinas ja foram peatdas e caracterizadas
em lepidopteros e ortdpteros (DRIF; BREHELIN, 198#EN et al.1998).

A coagulacdo da hemolinfa € um fenébmeno frequesiéen observado apdés um
ferimento no exoesqueleto do inseto, relacionageesaencdo da perda de hemolinfa e a
reparacdo de seu revestimento externo. Funciondémmcomo barreira mecanica,
bloqueando a penetracdo de patdogenos oportunistasormacédo dos coagulos, proteinas
sollveis na hemolinfa interagem com células esfmmitas do sistema imunoldgico, que
constitui a barreira final do sistema de defesa isstos. A coagulagdo da hemolinfa
desempenha um papel complexo nas reacfes de defesasetos, tendo sido observada sua
participacdo no processo de encapsulacdo (ROWLBRYRIFFE, 1981).

Fenoloxidase é uma enzima que cataliza a oxidagammpostos fendlicos presentes
na hemolinfa e na cuticula dos insetos. O produal flessa oxidacdo € a melanina, que
participa de trés importantes processos fisiol@iesclerotizacao da cuticula, cicatrizacdo de
feridas e defesas imunoldgicas. A fenoloxidase minagse como uma proenzima, chamada
pro-fenoloxidase, é ativada proteoliticamente ponawu duas serina-proteases em resposta a
infeccdes. Fenoloxidase é uma enzima bastante ativa produtos intermediarios de sua
ativacdo sdo toxicos tanto para 0s microorganismasores como para o proprio inseto, por
isso sua ativacado é limitada ao local de infecg@so contrario poderia levar a uma

melanizacdo generalizada e letal para o insetoW&Skt al., 2000).

1.5Resposta imune celular

Os hemdcitos participam ativamente dos mecanismes defesa tais como:
reconhecimento, fagocitose, encapsulacdo, coagylémdnacdo de nodulos e citotoxidade.
Elas ocorrem em combinacdo com as defesas hun{@didN, 1986; RATCLIFFE et al.,
1985).

Eles circulam livremente na hemolinfa, mas apésrdato com particulas estranhas e a
resposta a sinais extracelulares, rapidamente migeaa o local onde destroem os invasores

(SILVA, 2002). Esta capacidade de reconhecer, refgoe eventualmente destruir estes
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patégenos € em grande parte devida ao esfor¢o radiopedos hemécitos (ANGGRAENI;
RATCLIFFE, 1991; MEYER-FERNANDES et ak000).

Os hemacitos reconhecem uma variedade de objgi@seos, pela interacéo direta de
receptores de superficie celular com moléculasrdanismo invasor, ou indiretamente pelo
reconhecimento de receptores da resposta humoeabgsonizam a superficie do invasor
(LAVINE; STRAND, 2002). Os granulécitos e os plaséwitos sdo os hemdcitos que
participam das defesas celulares na maioria desos®studados.

Um fato de grande relevancia a ser consideradoremuadro infeccioso € a variacao
no numero e na propor¢cdo dos diversos tipos de timadpresentes na hemolinfa. Em
resposta a presenca dos patdgenos, tais variagées@mn da producdo elevada de alguns
tipos celulares e da imobilizacdo de hemdécitos edulos e capsulas, ao redor dos
organismos invasores (CHAPMAN, 1998).

As reacdes de defesa celular sdo influenciadapgr@metros genéticos e fisioldgicos
do hospedeiro e do patégeno (RUSSO eRaD}).

1.5.1 Fagocitose

A fagocitose é considerada a resposta celular pandé@ defesa em muitos insetos que
ocorre contra virus, bactérias, protozoarios, fsngo material inerte particulado tarovivo
como in vitro, sendo similar ao que ocorre com as células feyoas de mamiferos
(LAVINE; STRAND, 2002). Os plasmatocitos sdo aspipais células fagociticas,que ao
receberem sinais da presenca de bactérias ou mitrorganismo essas células estendem
protusdes finas e rigidas, chamadas filopédiosquass exercem um papel importante na
fagocitose. Os granuldcitos também podem agir emjuntd ou separadamente com 0s
plasmatdcitos durante a fagocitose (SILVA et @000; RUSSO et al.2001). Um
microrganismo quando fagocitado pode ser destrwidose multiplicar no hemdcito e
provocar sua lise (SILVA, 2002).

1.5.2 Nodulacao
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Se a concentragdo de patdgenos € muito grandesnedchios se agregam e formam
ndédulos a fim de imobiliza-los e de remové-los ideutacao.

Para haver a formacéao do nodulo alguns hemdacitasiteelestroem ou séo destruidos
por outros, seu rompimento descarrega na hemdiniistancias sinalizadoras que atraem
mais hemacitos para a regido. Desta maneira, aeg#gectante é circundado e imobilizado
por uma estrutura amorfa formada por estas célylesacabam formando uma série de
camadas ao seu redor. O nodulo assim formado cemgee além do agente infectante,
varios hemocitos mortos ao seu redor, circundadms gamadas de hemdcitos vivos
(MENEZES; MOSIG, 1999). A velocidade e intensidadeformacéo desses nddulos variam
entre os insetos e alguns podem ser eventualmecapsulados.

Os hemacitos envolvidos na formacao de nédulososgmasmatocitos e granuldcitos
(DEAN et al.,2004).

1.5.3 Encapsulacéo

Quando o corpo estranho é muito grande para secifago por elementos isolados da
hemolinfa, como larvas e ovos de endoparasitidessgo depositados na hemocele e nao
podem ser isolados em nédulos, ocorre o fendmemmckEpsulacao, isto €, a aglomeracao de
um conjunto de células culminando com a formacaoapsulas ao redor do agente invasor
(STRAND; PECH, 1995; MEYER-FERNANDES et £2000).

Geralmente, os granulécitos sdo os primeiros hdogaue chegam ao local da
infeccdo. ApOs constatar a presenca do endopadasit@ssas ceélulas se agregam e
rapidamente liberam uma substancia granular na Indmajue atraem os plasmatécitos. Em
seguida, os plasmatécitos chegam para formar umadaade células, que endurece por um
periodo de vérias horas. Normalmente, a formaca@psulas € acompanhada pela producéo
de melanina. Durante a sintese de melanina, makecitotoxicas intermediarias (quinonas)
sao produzidas e inativam ou matam grande partendwerganismos (SILVA et al2000).

A formacao de nodulos e de capsulas parece idémqtiando se observa ao nivel ultra-
estrutural, isto sugere que seja o mesmo procesatrac alvos diferentes (LAVINE;
STRAND, 2002).
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2 JUSTIFICATIVA
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Nos ultimos anos, tem havido um enorme progressaammecimento das defesas
imunoldgicas dos insetos. A biodiversidade dessganismos tem proporcionado modelos
importantes para o estudo de suas estratégias ienofianas, as quais podem fornecer
informacdes relevantes para o combate a doencas aonalaria, a dengue, febre amarela, a
tripanosomiase e a leishmaniose, bem como paraidoeda imunologia geral.

A dengue é hoje um dos principais problemas deespublica no mundo. No Brasil,

o Ministério da Saude trabalha exaustivamente mabate a dengue, no entanto, observa-se
gue o numero de pessoas picadas pelo mosquitoniss®s volta a crescer a cada ano.

O conhecimento sobre o sistema imunoldgicoAgo aegyptié de grande relevancia
para o desenvolvimento de metodologias de conti®kendemias transmitidas por este inseto.
Desta forma, o presente estudo visa esclarecensalgspectos da imunidade celularAkm

aegyptisob o ponto de vista morfologico, funcional easfstrutural.
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3 PERGUNTA CONDUTORA
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Quais as caracteristicas da resposta imune cgbuésmentes na hemolinfa die.

aegyptisob o ponto de vista morfoldgico, funcional easkstrutural?
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4 HIPOTESE
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A hemolinfa deAe. aegyptipossui alguns tipos celulares morfologicamenténdas

gue possuem diferentes funcdes na resposta imluiarce




Aratjo, H.R.C. Ultra-estrutura desrtocitos... 35

5 OBJETIVOS




Aratjo, H.R.C. Ultra-estrutura desrtocitos... 36

5.1 Geral

a) Caracterizar a resposta imune celulaAdeaegyptsob o ponto de vista morfolégico,

funcional e ultra-estrutural.

5.2 Especificos

a) Descrever a morfologia dos hemécitosAde aegyptatravés da microscopia optica e
microscopia eletrénica;

b) Identificar os hemdcitos d&e. aegyptiresponsaveis pela resposta imune fagocitica
frente a particulas abidticas;

c) Observar a presenca de residuos de carboidratespesaficie dos hemdcitos de.

aegypti
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6 MATERIAIS E METODOS
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6.1 Obtencéo dos Insetos

Foram utilizados mosquito8e. aegyptida linhagem REC de laboratorio fornecidos
pelo Departamento de Entomologia do CPqAM/FIOCROZ.mosquitos adultos fémeas (4
dias) foram mantidos em gaiolas (30X30X30cm) sofperatura ambiente (26 £ 1 °C) com
60+80% de umidade relativa, fotoperiodo 12:12h @l a fase adulta e alimentados com

solucéo de sacarose a 10% oferecida permanenteendidi@gamente renovada.

6.2. Coleta da Hemolinfa

Para a realizagdo da coleta da hemolinfa, os mosqioram lavados em PBS e
colocados no gelo (1-2 minutos) para imobilizagddemolinfa foi retirada dos mosquitos
por perfusdo no térax com o auxilio de um microeapde vidro, através da inoculacéo de
5ul de solucao salina isotonica (NacCl, Kcl, CaCl, Nab4, H,O), para microscopia de luz e
laser confocal. Para microscopia eletrénica destrags&o foi utilizado o fixador (2,5% de

glutaraldeido em tampéo fosfato de sodio 0,1M, . 7

6.3. Microscopia de Luz (ML)

ApoOs a realizacdo da perfusdo como descrito no &nas amostras de hemolinfa
colhidas de 10 mosquitos foram colocadas, indilideate em l|lamina, para secar a
temperatura ambiente por 20-30 minutos. As célfdaam fixadas em metanol por 10
minutos e coradas com Giemsa, diluido a 1:9 em @#gstilada tamponada, por 10 a 15
minutos. Depois foram, rapidamente, lavadas coma adgstilada e montadas sob uma
laminula em Entellan. As células foram caracteagaditilizando, como parametro, a
morfologia. Para isso, foram visualizados de todsscampos no microscépio optico de
campo claro. Foram formados trés grupos de 10 nitosqyara o estudo com esta

metodologia.
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6.4 Microscopia de contraste de interferéncia diferal (DIC):

Para melhor caracterizar os diferentes tipos nmyfcos de hemaocitos eme. aegypti,
através da Microscopia Optica, a hemolinfa foi taula através da perfusdo de 40 mosquitos
com meio Grace, em seguida foi e colocada em pldeasultivo MatTek 35mm (MatTek
Corporation, Ashland, MA USA) que também continhareio Grace, onde os hemdacitos
foram observados vivos ao microscopio confocal aeAOBS SPIl. As imagens foram

adquiridas em tempo real utilizando contraste difeial.

6.5. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

A hemolinfa de 300 insetos, aproximadamente, féeétada através de perfusdo com
fixador, como descrito no item 5.2, e colocadastdmente em microtubos de plastico de
1,5ml contendo o0 mesmo fixador. Todo esse procedoni®i realizado a baixa temperatura
(4°C). O pool de hemolinfa obtido foi centrifugaald.500 rpm por 10 minutos, em seguida o
pellet foi resuspenso no mesmo fixador, onde fotatk por 24 horas. As amostras foram
lavadas 3X com tampéo fosfato de sodio 0,1M, pHe7gds-fixadas com 1% tetroxido de
o0smio e tampéo fosfato 0,1M por 1 hora no escumosEguida foram lavadas 3X no mesmo
tampéao, contrastadas em bloco com acetato de aizilpor 2 horas, lavadas novamente 3X
em 4gua destilada e desidratadas em séries cresanticetona para posterior infiltracdo e
emblocamento em resina Epon 812 (Electron Microg&pences). Cortes ultrafinos foram
obtidos, através da ultramicrotomia, contrastadoa acetato de uranila por 60 minutos e
citrato de chumbo por 05 minutos, sendo analisadasicroscopio eletrénico de transmissao
Zeiss EM 109B.
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6.6 Contagem diferencial:

Para contagem diferencial de hemacitos a hemofoifgzoletada como descrito no
item 5.2 e processada como descrito no item 5@&magem diferencial foi realizada através
do microscopio de luz, utilizando como parametrosnarfologia das células. Foram
analisados campos escolhidos aleatoriamente. Todogxperimentos foram feitos em

triplicata.

6.7 Lectinas

Para reconhecer possiveis marcadores na superdicgihemacitos, a hemolinfa de 50
mosquitosAe. Aegyptifoi retirada através da técnica de perfusdo atilito salina isoténica,
como descrito no item 5.2, e colocada em microtwaoglastico de 1,5ml contendo o fixador
(Paraformaldeido 2% em salina isotdnica). O podietaolinfa obtido foi lavado 3X em PBS
por 10 minutos, sendo centrifugado a 2.500 rpm.sApdetirada do sobrenadante, uma gota
da solucdo com as células foi colocada em lamitratada com Poly-I-lisina, dentro do
espaco delimitado com Imunopen, onde foi deixade @4 camara Uumida a temperatura
ambiente. A laminula foi lavada 1X em PBS/ BSA 186 p5 a 20 minutos e incubada com as
9 lectinas: BSI Bandeiraea simplicifoliz ConA (Canavalia ensiform)s HPA Helix
pomatig, LCA (Lens culinariy, PNA (Arachis hypogea UEA (Ulex europeaus WFA
(Wisteria Floribundd, WGA (Triticum vulgari9 e LPL (Limulus polyphemygs na
concentracdo de 1:100 PBS/ TRITON X 100 0,2% pondlescuro. Em seguida a amostra
foi lavada 3X em PBS e incubada com DAPI (coranielear) diluido 1:250 em PBS/
TRITON X 100 0,2% por 30 min, e para finalizar, tavada 3X em PBS. A lamina foi
montada em Mowiol (meio de montagem que néo perflacsescéncia) e guardada em
geladeira protegida da luz. Experimentos com latainantrole possuindo material s fixado
para cada lectina testada e o controle do acuceefelada lectina na célula ou tecido foram
feitos em paralelo. As amostras foram observadasiamscépio confocal Zeiss SLM 510.
As imagens foram adquiridas utilizando o laser #l&® para leitura BP 505 - 530 para FITC
e leitura feita pela HBO para DAPI nas objetivas4®X e 20X. As células que exibiram

fluorescéncia ap0s o tratamento foram considenadasadas.
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6.8 Desafio imune: Particulas abi6ticas

Para a observacdo de fagocitaeevivo, particulas de latex acopladas a FITC
(SIGMA) diluidas em salina isoténica na propor¢&1c?0 foram inoculadas (5ul), com o
auxilio de um microcapilar de vidro, no térax defBftheas déie. aegypticom idade de 4
dias apos a emergéncia). Apos 30 min da inoculasdmemaocitos foram coletados com 5l
do fixador (Paraformaldeido 2% em salina isotdnieafolocados por 30 minutos em
microtubos de 1,5ml contendo o mesmo fixador. A dechemolinfa obtido foi centrifugado
em 2.500 rpm durante 10 minutos, em seguida lagatdsalina isotbnica 3X por 10 minutos.
O pellet foi resuspendido em 100 pl de solucamaadiposteriormente distribuido em lamina
com Poly-I-lisina, 10 pl em 10 pogcos marcados camnopen. A lamina foi deixada em
camara umida durante 24hs para aderéncia dass;&jula foi confirmada apos a observacéo
no microscopio de luz, para dar inicio ao processdnde microscopia laser confocal.

A lamina foi lavada 3X com salina isotdnica pambutos, incubada por 2h com 8ul
de faloidina (que liga especificamente em actim@)jugada a Rodamina 1:15 em PBS/
TRITON X 100 0,2%, lavada em PBS/BSA 1% /TRITON 8010,2% 3X por 5 minutos e
incubada posteriormente com 8ul de corante nu@édtl diluido 1:250 em PBS/ TRITON
X 100 0,2% por 30 min, para finalizar foi lavadaidamente em PBS. A lamina foi montada
em Mowiol e guardada em geladeira, protegida da Aszamostras foram observadas ao
microscopio confocal Zeiss SLM 510, e as imagenanfoadquiridas utilizando o laser 488
filtro para leitura BP 505 - 530 para FITC, a legtdoi feita pela HBO para DAPI, laser 633 e
filtro LP 560 para rodamina.

Para a observacdo de fagocitasevitro, a hemolinfa de 50 fémeas de. aegypti
(com idade de 4 dias) foi retirada através da tacde perfusdo, como descrito no item 5.2,
com meio de inseto Grace e adicionada 20ul decplas de latex acopladas a FITC
(SIGMA) diluidas 1:20 em meio Grace. Todo o matddaprocessado e visualizado como de

rotina para microscopia laser confocal.
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7 RESULTADOS
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7.1 Caracterizacdo morfolégica dos hemaocitodeldes aegypti

Em nossos estudos utilizando microscopia Optieteonica de transmissao, foram
identificados seis tipos morfolégicos de hemdcitwsulantes na hemolinfa dee. aegypti
Sdo eles: prohemdcitos, adipohemdécitos, granukcitolasmatécitos, oenocitbides e

trombocitoides.

Prohemdécitos:

Os prohemdcitos correspondem a 20% do total detiers presentes na hemolinfa
de Ae. aegyptiforam as menores células encontradas. Estasapaesse com perfil esférico
medindo de 5-10um de diametro, seu ndcleo granchdizado no centro da célula ocupa
quase todo espaco celular, restando ao citoplap®m@aa uma pequena area ao seu redor
(Figuras 4A e 7A). A cromatina encontra-se dispersanucleo e em algumas células o
nucléolo é evidente. Poucas organelas podem sesvi®mo o reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), os ribossomos livres e as mitocoadRagura 5A).

Adipohemdcitos:

Os adipohemacitos séo células redondas ou ovaismadem aproximadamente 30-
40um de diametro. Eles sdo os mais abundantes ¢glakares presentes na hemolinfa e
compreendem 29% do total dos hemdécitosAgo aegypti Os adipohemdécitos observados
neste estudo apresentam nucleo redondo (Figurase 4BB) e citoplasma bastante
caracteristico com grandes vesiculas lipidicagyaditdrias e poucos granulos elétron-densos.

Vérias rosetas de glicogénio podem ser vistaghlisttas no citoplasma (Figura 5B).

Granulécitos:
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Os granulécitos apresentam formato que varia dmilar a oval com 8-15um de
didmetro, os quais representam 16% do total de tiemsdpresentes na hemolinfa de.
aegypti A membrana plasmatica é irregular, exibindo fidios e pseuddpodes na sua
superficie (Figura 4C).

Fotomicrografias eletrdbnicas mostram que o nucksiad células € lobado com ilhas
de heterocromatina presente. Nenhum nucléolo premme foi observado. O citoplasma
contém RER dilatado e mitocondrias alongadas. Wuogsso endocitico pode ser claramente
visualizado com a presenca de numerosas vesicU@sbém pode ser identificada a
formacao de polissomos e abundantes ribossomosulBséelétron-densos, tipicos deste tipo
celular, s&o os mais proeminentes granulos encwod#r@igurab).

Através da observacdo por contraste diferenciaCYDéste tipo celular apresenta

granulos bastante densos de tamanhos variadosgHiQ.

Plasmatocitos:

Os plasmatécitos representam 27% do total de alistas células sdo bastante
polimorficas variando de arredondadas a alongadas &25um de diametro. A membrana
plasmatica possui superficie irregular, filopddégsseudopodes (Figura 4D).

llhas de heterocromatina encontram-se distribujg@scipalmente na periferia do
nacleo. No citoplasma muitas mitocéndrias alongdoie@sn observadas (Figura 5C), além de
RER bem desenvolvido, complexo de Golgi e vacU@#agura 5D). Reticulo endoplasmatico
liso (REL) também pode ser observado nos poloshldac

Estas células, através da observacdo por DIC, eapgees superficie irregular

formando processos citoplasméticos (Figura 7 D).

Oenocitodides:

Oenocitéides medem aproximadamente 7-12um de t@mmssuem formato
redondo com nucleo pequeno e excéntrico (Figura dE€n de ilhas de heterocromatina

condensada. A ultra-estrutura revela citoplasmadg@&meo com muitas mitocondrias e
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ribossomos, abundante RER e pouco REL nos poloscéiala. Pequenos vacuolos
citoplasmaticos estdo presentes parcialmente owpletaimente preenchidos com material
elétron-denso (Figura 5G). Representam 7% do dethlemacitos.

Através da observacédo por DIC, podemos visualig@secélulas possuindo superficie

bastante homogénea com presenca de granulos (Figura

Trombocitdides:

S&o as mais raras células encontradas, geraleygr@sentam forma piriforme, medem
aproximadamente 30-g8B de diametro e representam 0,9% do total de héosoffriguras
4F e 7F). Ultra-estruturalmente possuem area peléauevidente e citoplasma homogéneo
com organelas pouco desenvolvidas. Poucas mitoedndrequenos vacuolos e granulos
elétron-densos podem ser visualizados(Figura S5Ejumas células possuem invaginacdes

citoplasmaticas.
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Figura 4 — Hemdcitos dé\e. aegyptbbservados através da microscopia de luz dos.
Nota: A. Um prohemdcito com nucleo volumoso (seta finajteplasma escass8.
Um adipohemdcito exibindo um perfil irregular conmicteo excéntrico (seta fina) e
muitas inclusdes lipidicas no citoplasma (estrel®demos visualizar granulos no
citoplasma (cabeca de setdl. Um granulécito com citoplasma preenchido por
granulos elétron-densos (cabeca de seta) e nudeoneso (seta fina)D. Um
plasmatdcito exibindo nucleo localizado centralreestm nucléolo evidente (seta fina).
Diversas projecdes da memebrana plasmatica (sessagrpodem ser visualizad&s.
Um oenocitéide com nucleo excéntrico (seta fifa)Trombocitoide exibindo ndcleo
com area perinuclear presente (seta fina). Barr& B, E = 10 um; B, F = 20um.
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Figura 5 — Fotomicrogafia eletronica de transmissdo dosdeéos deAe. aegypti
Nota: A. Prohemdcito exibindo perfil esférico com nucleo volumoso (Nheterocromatina (setas). Fino
citoplasma com poucas organelas. Note a presencmiedndrias (m) e REL (cabeca de sefd).
Adipohemécito com perfil oval exibindo nicleo largo (N). Obsemecitoplasma com grandes vesiculas
lipidicas (estrelas), mitocondrias (m), granulo} é@osetas de glicogénio (seta fika)Plasmatocitoexibindo
nacleo (N), citoplasma com alongadas mitocondna)sg vesiculas (vD. Aumento de um plasmatdcito com
citoplasma reticulado contendo nicleo (N), mitoeéasd(m), vesiculas (v), RER (Re) e granulos (gteNjue

0 poro nuclear (seta fina) esta preseBteUm oenocitdide exibindo nucleo (N) com heterocromatina (seta
curta) e nucléolo (Nu). Mitocdndrias (m) e granul@3 estéo presenteB. Trombocitdide caracterizado por
possuir um nucleo volumoso (N) com nucléolo evidefifu) e um citoplasma homogéneo com poucas
organelas. O citoplasma contém mitocondrias (ngicwdas (v) e granulos (G). Barras A, D, E = 1umCB=
1,5um; F=2un

47
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Figura 6 — Fotomicrografia de um granuldcito.

Nota: Célula exibindo ndcleo (N) com uma grande massaeterocromatina (seta
larga). O citoplasma contém numerosas mitocondimidsRER e abundantes ribossomos
(cabeca de seta) com formagédo de polissomos (saja €ondensacdo do granulo com
formacdo de grandes (G) e pequenas vesiculas ilepoHios e pseudopodes também
estdo presentes (seta larga). Barra = 1um
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Figura 7 — Hemocitos deAe. aegyptiobservados através da microscopia 6ptica de

contraste de interferéncia diferencial (DIC).
Nota: A. Prohemdcito.B. Adipohemdcito. C. Granuldcito. D.  Plasmatocito.E.

OenocitéideF. Trombocitdide. Barras A, C, D, E = 10um; B, FGu#n.
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7.2 Desafio imune com particulas de latex

Para a identificacdo dos hemacitos responsavésrgeposta imune contra particulas
abidticas realizamos o desafio imune dos hemdédiedse. aegyptcom particulas de lateém
vivo ein vitro.

O granulécito foi o unico tipo celular que realizatividade fagocitica contra
particulas de latex tanto vivo quantoin vitro.

A resposta imune celular desencadeada 30 minytds a inoculacaan vivo das
particulas de latex conjugadas a FITC Am aegyptifoi a fagocitose. Neste tempo ja
podemos observar através da microscopia laser @@néofagocitose destas particulas por
inimeros granulocitos na hemolinfa (Figura 8). Coetacdo aos outros hemdcitos nao
observamos nenhuma alteracdo morfolégica signieé&tiados ndo exibidos).

Estas células marcadas, com faloidina conjugadalamina, exibiram a delimitacdo
do citoplasma, que estava completamente marcadoé€lte), o que define a distribuicdo dos
filamentos de actina (Figura 8C). Durante o proweds fagocitose foi observado, através
desta marcacao, alteracdo morfologica destas sékilgura 8E). A marcacdo com faloidina e
DAPI, corante nuclear (azul), claramente visuadizaosicdo do nucleo préximo as particulas
de latex indicando que as mesmas foram fagocitzatas mostram as Figuras 8 (F e J).

Os resultados do experimenio vitro utilizando particulas abioticas reforcam os
resultados obtidosn vivo, onde os mesmos tipos celulares (granulécitosjnestraram

envolvidos no processo de fagocitose (Figura 9).
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Figura 8 — Fagocitosén vivo de particulas de latex pelo granuldcitofde aegypti

Nota: A. Imagem de DIC mostra a presenca de varias pasiad interior do granulocito
(seta).B. Microscoépio Optico de fluorescéncia exibindo partés de latex conjugadas a
FITC. C e D. Imagem sobreposta do granulocito marcado conidfaly marcador de

actina (vermelho) e particulas de latex (verde)e F. Imagem do confocal exibindo
marcacdo com faloidina (vermelho), corante nucl@APl (azul) e particulas de latex
(verde). Imagens do confocal das marcacbes: DA&R] Faloidina H) e particulas de

latex ( eJ). Barra= 5um
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Figura 9 — Fagocitosén vitro de particulas de latex pelo granulécitofde aegypti

Nota: A. Imagem do granuldcito exibindo particulas de ld@texseu interiorB. Imagem
de DIC mostrando a presenca de varias particumeitadas pelo granuldcito (set@).
Microscépio Optico de fluorescéncia mostrando agi@das de latex conjugadas a
FITC. D. Imagem do confocal exibindo marcacdo do coramigdear DAPI (azul).
Barra= 5um
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7.3 Utilizag&o do painel de lectinas

Na tabela 1 estdo listadas todas as lectinas gaags a FITC que foram usadas para
marcar hemaocitos d&e. aegyptiAs lectinas BS1, ConA, HPA, LCA, PNA, UEA e WGA
marcaram todos os hemadcitos com variacfes na idéetes A BS1, PNA e WGA foram as
lectinas que exibiram padrbes de marcacdo maissf@atguidas da UEA, que exibiu um
padrdo moderado e ConA, HPA, LCA que marcaram finecée as células. A WFA e LPL
ndo marcaram nenhum hemodcito dee. aegypti. Os prohemdcitos, granulécitos e
oenocitéides apresentaram o melhor padrao de nérckeptre os tipos celulares.

Tabela 1 -Sumario da marcagéo de LectinasAsmn aegypti.

Lectinas Intensidade de marcacao
BS1 Bandeiraea simplicifolia +++
ConA Canavalia ensiformis +
HPA Helix pomatia +
LCA Lens culinaris +
PNA Arachis hypogaea +++
UEA Ulex europaeus ++
WFA Wisteria floribunda -
WGA Triticum vulgaris +++
LPL Limulus polyphemus -

Intensidade de marcacao: +++ forte, ++ moderag@uea, — nenhuma
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8 DISCUSSAO




Aratjo, H.R.C. Ultra-estrutura desrtocitos... 55

Os resultados obtidos neste estudo mostraram gugemolinfa de fémeas dee.
aegypti existem seis tipos de hemdcitos, que variam naahogia e tamanho, sdo eles:
prohemdacitos, adipohemdacitos, granulocitos, pladaoitais, oenocitdides e trombocitoides.
Estudando a hemolinfa de Dipteros de importancidicag através da microscopia Optica,
inclusive deAe. aegyptiKaaya e Ratcliffe (1982) encontraram cinco tipeshémacitos que
foram descritos como prohemdécitos, plasmatoécitosangécitos, oenocitdides e
adipohemacitos. Ja Hillyer e Christensen (2002)llyét et al. (2003a) observaram, através
da microscopia 6ptica e microscopia eletrénicardasmissdo, emie. aegyptie Armigeres
subalbatus respectivamente, apenas quatro tipos de hemdgtasulécitos, oenocitdides,
adipohemdacitos e trombocitéides. Provavelmentea atiferenca no tipo morfolégico
encontrado por estes autores pode estar relaciomadaétodo de coleta de hemolinfa
empregada pelos mesmos.

Brayner et al. (2005), utilizando o0 mesmo métodealeta de hemolinfa descrito em
nossos estudos, encontraram na hemolinf€ulex quinquefasciatuseis tipos diferentes de
hemocitos, que foram classificados através da wsuoma Optica e eletrdbnica em:
prohemdécitos, adipohemacitos, granuldcitos, pladaiiats, oenocitdides e esferuldcitos. Em
nossos resultados ndo encontramos a célula demenicamo esferuldcito, porém
identificamos o trombocitdide evidenciando que texisna variacao celular entre os géneros.

Em recente trabalho, Castillo et al., 2088hduziram um estudo comparativo com
hemaocitos deAnopheles gambiae Ae. aegypti,onde classificaram as células presentes na
hemolinfa destas espécies como: granulécitos, démes e prohemdcitos através da
combinagdo de observagdes morfoldgicas no DIClgag#io de marcadores funcionais. E
importante salientar que estes autores utilizarammetodo diferente do empregado por
Hillyer e Christensen (2002) e Hillyer et. 2003a), por isso seus resultados ndo foram
idénticos. Por outro lado, encontraram trés dos teos celulares identificados em nossos
experimentos.

Nossos resultados demonstraram que os prohemd@éitosélulas com caracteristicas
muito distintas de outros tipos celulares como pegueno tamanho, citoplasma pobre em
organelas e a alta relagdo nucleo-citoplasma. Eétaks foram descritas também por muitos
autores em outras ordens de insetos (DA SILVA, let 2000; SILVA, et al., 2002;
FALLEIROS et al., 2003; GIULIANINI et al., 2003; BRYNER et al., 2005; CASTILLO et
al., 2006). Alguns autores mencionam estas célkdaso sendo totipotentes, podendo se
diferenciar em qualquer tipo celular (LAVINE; STRAN2002).
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O prohemdcito identificado por Brayner et D05 através da analise da hemolinfa do
C. quinquefasciatupossui as mesmas caracteristicas da célula @deseritnosso estudo.
Entretanto, Hillyer e Christensen (2002) nao retata presenca dos prohemaocitos Am
aegypti. Estes autores descrevem este tipo celular comoepaquestruturas bioldgicas
esféricas como nucleos ou grandes mitocondriasligel@Emacitos lisados. Neste estudo, nos
observamos através da microscopia Optica e eletrdqie os prohemacitos sédo facilmente
diferenciados das outras células.

No presente estudo, numerosos adipohemdcitos fahservados, tendo como
caracteristicas principais seu tamanho e a presgmgaumerosas vesiculas de lipidios, as
quais facilitaram sua identificagcdo. Segundo HillgeChristensen (2002) e Hillyer et al.
(2003a) estas células tém como funcao o estogeealgia na forma de lipidio e glicogénio.
Os adipohemdcitos também foram identificados enetassde varias ordens (HILLYER;
CHRISTENSEN, 2002; HILLYER et al., 2003a; BRAYNER&., 2005). Porém, Da Silva
et al., 2000 através de ML dos hemdcitos @le quinquefasciatusido identificaram o
adipohemacito, provavelmente devido ao procesdixagdo e preparacao da lamina.

Alguns autores classificam os adipohemacitos cosferglocitos (OCHIAI et al.,
1992). Os esferuldcitos contém grandes esférulbmitiedos por membrana, formados por
lamelas que se organizam de forma paralela, podendtio deformar a superficie celular
(FALLEIROS et al., 2003; GIULIANINI et al., 2003Esta descricdo esta de acordo com o
trabalho de Brayner et al., 2006, que descrevaennessmo tipo celular como presente@m
quinquefasciatusA partir desta descricdo e de nossas observagdédemos afirmar que os
adipohemacitos dé\e. aegyptindo possuem nenhuma similaridade com os esfeiesddci
presentes em outros mosquitos. Outros autoresamdiue estas células sao similares ao
granuldcito e as células do corpo gorduroso (KAAYATCLIFFE, 1982; KAAYA et al.,
1986). Porém, noés também n&o observamos nenhuni@rglade entre estes dois tipos
celulares.

Giulianini et al. (2003), através de andlises pdeTMde larvas deCetonischema
aeruginosa(Coleoptera, Scarabaeidae) encontraram oenocitémasum grande namero de
granulos densos localizados na periferia da cétrretanto, em nossas analises feitas por
MET, os oenocitdides exibem pequenos vacuolos toplasma preenchidos com material
elétron-denso e outros completamente vazios. Estania descricdo foi relatada por Brayner
et al. (2005) ao analisar hemacitos @equinquefasciatug por Ribeiro e Brehélin (2006)

atraves de observacdes em hemolinfa de Lepidopteros
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O presente trabalho mostrou que o citoplasma dasulficitos possui diversos
granulos elétron-densos de diferentes tamanhos) dk reticulo endoplasmatico rugoso
dilatado, abundantes ribossomos dispersos ou falonpalissomos no citoplasma. Hillyer e
Christensen(2002) descreveram similarmente esse mesmo tiptacemAe. aegyptiPara
Silva et al. (2002) e Giulianini et al. (2003),eetipo celular é facilmente identificado através
do tamanho e caracteristicas do citoplasma. Entogtgpara autores como HypSa e
Grubhoffer (1997) o termo granuldcito ndo € aceitgporque estas células estariam muito
proximas dos plasmataocitos.

Em relacdo aos plasmatdcitos, estas células apmesemorfologia variada Elas
podem ser fusiformes, ovais ou completamente itaegs devido a presenca de expansdes
citoplasmaticas. Muitos autores descrevem doisstgm plasmatdécitos, granular e agranular
(HYPSA; GRUBHOFFER, 1997), outros descrevem estélilas como granulécitos
(HILLYER, CHRISTENSEN, 2002; HILLYER et al.,, 2003afEntretanto, nossos estudos
mostram que 0s granuldcitos descritos acima saedifes dos plasmatdcitos em muitos
aspectos.

Os plasmatoécitos possuem um citoplasma bastantellaetcom poucos ou sem a
presenca de granulos, RER bem desenvolvido, complexgolgi e alguns vacuolos, estas
descricbes estdo de acordo com as observacgOes geitdda Silva et al., 2000 e Brayner et
al., 2005. Desta forma, nossos resultados ndo a@oiantes com os achados de HypSa e
Grubhoffer (1997). Segundo Ling et €005, estas células sdo originarias de uma mesma
linhagem celular, que ao longo do seu desenvolingem se especializando em tipos
morfoldgicos distintos.

Raros trombocitdides foram encontrados na hemotiefAe. aegyptiEles possuem
citoplasma homogéneo e sédo pobres em organelas@®omenocitoides. Estes resultados sao
similares aos de Hillyer e Christensen (2002) éyefilet al., 2003a. Enquanto que, Kaaya e
Ratcliffe (1982) observaram trombocitéides em divsrdipteros com excecéo Ale. aegypti
e C. guinquefasciatusEsses autores descreveram que 0s trombocitéideseampavam
diversos processos citoplasmaticos e aderiam arfaipeda lamina como tipicos
plasmataocitos.

Quando se trata de estudar as células circulaatdé®molinfa de insetos, ndao existe
uma técnica especifica utilizada para determinan eaatiddo os diferentes tipos celulares.
Portanto, existem controvérsias na classificac&otipos de hemaocitos presentes nos insetos,
sendo assim diferentes técnicas devem ser empregadaconjunto para minimizar esta

polémica.
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A maioria dos estudos com hemdcitos de mosquitosttabalhado exclusivamente
com microscopia de luz e eletronica de transmi$8ADREADIS, HALL, 1976; FOLEY,
1978; KAAYA, RATCLIFFE, 1982; DRIF, BREHELIN, 1983pesta forma, nosso trabalho,
além de identificar os hemacitos Ae. aegyptiatravés da ML e MET, também descreve o0s
mesmos seis tipos celulares através do DIC e faentalgumas moléculas expressas na
superficie dos hemdcitos através da marcacdo adinde conjugadas a FITC. Os resultados
obtidos neste estudo ampliam os achados de Hély&mristensen (2002) que utilizando ML e
MET para analise de hemacitos Ale. aegyptclassificaram quatro tipos celulares, enquanto
gue Castillo et al(2006) classificaram apenas trés tipos, como ddwudnteriormente.
Acreditamos que a relevancia dos nossos resultadt#s correlacionada com o método
empregado.

A fagocitose é uma resposta imune inata mediadargueptor em vertebrados e
invertebrados (KUTZ, 2002; HART et al., 2004). E importante mecanismo de defesa
contra infecgbes causadas por microrganismos patuge e efetiva para eliminagdo de
células apoptoticas geradas durante o desenvoltom(&ART et al., 2004; ZHOU et al.,
2004). Plasmatdcitos e granuldcitos de insetosasa®lulas mais envolvidas no processo de
fagocitose (GIULIANINI et al.,, 2003; LING et al.,0R3). Outros hemdcitos como
oenocitéides também podem fagocitar células bactesi (GIULIANINI et al., 2003).

Hillyer et al (2003a) estudando a fagocitose e melanizacao degd@ hemdcitos em
Armigeres subalbatusnostraram que o0s granulOcitos e oenocitoides fooanprincipais
fagdcitos envolvidos nesta resposta. Resultadodasg® foram obtidos enf\e. aegypti
infectado com bactérias e esporozoitofBsmodiumHILLYER et al., 2003b). Entretanto,
Da Silva et al(2000) examinando a hemolinfa @equinquefasciatumfectado conCandida
albicansdescreveram a fagocitose deste fungo por plasit@oc

Em nossos experimentas vivo e in vitro, onde colocamos particulas de latex
acopladas a um marcador fluorescente, em contatchemndcitos dée. aegyptgbservamos
o processo de fagocitose realizado apenas peloalgcitos.

Em insetos, como Lepidopteros, os granuldcitos asfidagocitos profissionais, os
plasmatocitos estdo envolvidos na formacdo da @Bpss oenocitdides sdo fonte de
fenoloxidase, os prohemdcitos sdo as células tromcos esferuldcitos originam os
componentes cuticulares (LANOT et al., 2001). Gmilni et al., (2003) demonstraram que 0s
granuldcitos e oenocitdides foram os Unicos hemg@hvolvidos na fagocitose de particulas

de latex poCetonischema aeruginosBsta funcdo de fagocitose pelos granulédcitosaéaca
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ainda por diversos autores em diferentes ordenssa¢os Galleria mellonellaTOJO et al.,
2000;Manduca sextdNARDI et al., 2001;Spodoptera littoralisCOSTA et al., 2005).

O papel dos plasmatoécitos na fagocitose € muitr@egrso enquanto que para alguns
autores eles sao fagocitos profissionais (TOJA.eR2@00; LING, YU, 2006), para outros
como por exemplo Costa et §2005) os plasmatdcitos ndo tém esta capacidaglecbrdo
com Ling e Yu (2006) os plasmatécitos estdo endokvina fagocitose de particulas de latex
em Manduca sextae os granulécitos foram os Unicos que fagocitacataulas mortas. Em
NOsSsos experimentos ndo encontramos nenhuma dtvidgocitica dos plasmatocitos contra
as particulas abidticas.

A citoquimica de enzimas e 0 uso de lectinas tém iilizados por muitos autores na
identificacdo dos hemdcitos (HILLYER, CHRISTENSERDO2; HILLYER et al., 2003a;
CASTILLO et al., 2006). A producdo de anticorpogpezsficos, além da utilizacdo de
marcadores para os hemdcitos podem tornar posaivedparacdo dos diferentes tipos
celulares (WILLOTT et al.,, 1995; GARDINER, STRANI,999). Apesar do uso de
anticorpos monoclonais para identificar os hem@cite insetos ser bastante promissor, nao
existe ainda um anticorpo especifico para ideatifcada tipo celular (LING et al., 2003).

Dentre as lectinas utilizadas em nossos experimgrigumas foram previamente
utilizadas para classificar hemocitos em varias éesg de insetos (HILLYER,
CHRISTENSEN, 2002; HILLYER, et al., 2003a; CASTILL#D al., 2006). Nossos resultados
confirmam que os hemdcitos circulantesAie aegyptiexpressam residuos de carboidratos
que se ligam as lectinas de uma maneira heterogEneseressante notar que os resultados
demonstram uma variedade de padr6es de marcaghiogui lectina testada.

Das nove lectinas utilizadas em nossos experimeafEnas ConA, HPA, PNA e
WGA tinham sido utilizadas anteriormente por outaogores em hemdacitos de mosquitos.
Hillyer e Christensen (2002) realizaram uma car&aedo dos hemocitos dee. aegypti
através da morfologia, marcacdo com lectinas, datdeé enzimatica e imunocitoquimica.
Estes autores utilizaram as lectinas Coi@or(avalia ensiformjs HPA (Helix pomatig,
PNA (Arachis hypogaea WGA (Triticum vulgarg, GNL (Galanthus nivaliy SBA (Soybean
agglutininn e PWM Pokeweell e as Unicas que marcaram o0s granuldcitos, o@mnmbest,
adipohemacitos e trombocitdides foram a HPA, WGBNL com diferencas nos padres de
marcacéao. Por outro lado, Hillyer et al. (2003a)zairam aquelas mesmas sete lectinas para
caracterizar os hemocitos édemigeres subalbatysonde obtiveram os mesmos resultados

marcando apenas HPA, GNL e WGA. Enquanto que @astilal. (2006) utilizaram apenas
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trés lectinas (PNA, WGA e SBA) para caracterizahemsocitos dé\e. aegyptie Anopheles
gambiaee obtiveram resultado positivo em todas as massa¢o

Em nossos estudos obtivemos sucesso na marcacéerdositos dé\e. aegyptcom
as seguintes lectinas BSI, ConA, HPA, LCA, PNA, UBAVGA, apenas WFA e LPL néo
marcaram.
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9 CONCLUSOES
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1 - A hemolinfa de fémeas d&e. aegyptiobtida através de perfusdo no térax e analisada
tanto por microscopia Otica quanto eletrbnica dendmissdo apresenta prohemacitos,

adipohemacitos, granulécitos, plasmatécitos, oddinigs e trombocitbides;

2 — EmAe. aegyptiapenas o granuldcito apresentou atividade fagacttontra particulas de

latex tantan vivoquantoin vitro;

3 - As lectinas BS1Bandeiraea simplicifolis ConA (Canavalia ensiformjs HPA Helix
pomatig, LCA (Lens culinari3, PNA (Arachis hypogeap UEA (Ulex europeause WGA
(Triticum vulgarig, analisadas por microscopia laser confocal, mangaa superficie dos

hemacitos dé\e. aegyptcom variacdo no padrdo de marcacao;

4 — As lectinas que foram utilizadas no reconhestmale residuos de carboidratos ndo

servem como parametro para classificacdo dos hevs@@Ae. aegypti
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Abstract

Mosquitoes have an efficient defence system against infection. Insect blood cells (hemocytes) play an essential role in defense against parasites
and other pathogenic organisms that infect insects. We have identified by light and transmission electron microscopy six hemocytes cell types from
the hemolymph of Aedes aegypti. They were: prohemocytes (20%), adipohemocytes (29%), granulocytes (16%), plasmatocytes (27%),
oenocytoids (7%) and thrombocytoids (0.9%). The prohemocytes were the smallest hemocytes found in the hemolymph. Its cytoplasm occupies
only a narrow area around the nucleus. The adipohemocytes were the most abundant cell type presented. These hemocytes exhibited a large lipid
like vesicle and mitochondria. In electron micrographs, the granulocytes showed cytoplasm containing dilated rough endoplasmic reticulum (RER)
and a round or elongated mitochondria. Electron-dense granules with a proteinaceous material were also present. The plasmatocytes were
polymorphic and exhibited plasma membrane with irregular processes, philopodia and pseudopodia. Ultrastructural investigation revealed that the
reticular cytoplasm showed a well-developed RER, a Golgi and vacuoles. Oenocytoids showed homogeneous cytoplasm with many mitochondria
and ribosomes are scattered throughout the cytoplasm, abundant RER and a small smooth endoplasmic reticulum (SER) present at the cell poles.
Thrombocytoids were very fragile and few in number. Similar characteristics were found in oenocytoids, possessing a homogeneous cytoplasm

with poorly developed organelles, few mitochondria and granules.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Aedes aegypti; Electron microscopy; Hemocytes; Light microscopy; Morphology

1. Introduction

Mosquitoes are the most medically important arthropod
vectors of disease (Beerntsen et al., 2000). Mosquitoes vector
are able to transmit several pathogens, such as viral, protozoan
and metazoan parasites on which cause great morbidity and
mortality all over the world (Roberts, 2002).

Taking into consideration the diversity of environments in
which insects live, pathogens they are exposed to and success
colonizing essentially every niche on Earth, part of their overall
success must be attributed to their ability to withstand invasion
by microorganisms (Lowenberger, 2001; Silva et al., 2002;
Dunn, 1986).

In contrast to vertebrates, the insect immune system lacks
specific immunoglobulins and immunological long-term
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memory (Niere et al., 1999). They possess efficient innate
immune systems comprising both cellular and humoral
elements (Vass and Nappi, 2001).

Humoral defenses include inducible antimicrobial peptides
(Lowenberger, 2001; Vizioli et al., 2001; Meister et al., 2000),
reactive oxygen or nitrogen intermediates (Kumar et al., 2003;
Vass and Nappi, 2001), and complex enzymatic cascades that
regulate coagulation or melanization of hemolymph (Lavine
and Strand, 2002; Muta and Iwanaga, 1996). Cellular defenses
include phagocytosis, nodulation and encapsulation of potential
pathogens by hemocytes (Schmidt et al., 2001; Niere et al.,
1999).

Dividing the insect immune system into cellular and
humoral responses is somewhat arbitrary, mainly because
many humoral factors affect hemocyte function and they
constitute an important source of humoral molecules (Lavine
and Strand, 2002).

The circulation of hemocytes population represents an
important tool to understand host—parasite interactions (Nappi
and Christensen, 1989; Christensen et al., 1989; Da Silva et al.,
2000). The number and type of the host hemocytes are two of
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the key factors required for a successful immune reaction
(Russo et al., 2001). Insects produce several types of hemocytes
that are traditionally identified using morphological, histo-
chemical and functional characteristics (Gupta, 1985).

The most common types of hemocytes reported in the
literature are prohemocytes, granulocytes, plasmatocytes,
adipohemocytes and oenocytoids. These five hemocytes types
have also been described Diptera species (Hernandez et al.,
1999; Da Silva et al., 2000; Hillyer and Christensen, 2002;
Hillyer et al., 2003; Brayner et al., 2005).

Aedes aegypti is the natural vector of yellow fever and
dengue fever, two of the most important mosquito-transmitted
viral diseases (WHO, 1999; Roberts, 2002). Light microscopic
studies have attempted to characterize the hemocyte popula-
tions in A. aegypti without reaching a consensus (Hillyer and
Christensen, 2002). Understanding the mechanisms underlying
vector competence will probably allow the development of new
technologies in reducing or eliminating transmission of
diseases (Beaty, 2000).

In the present study, we describe distinct morphological
types of hemocytes of A. aegypti using electron microscopy. We
have also quantified, through differential counts, the types of
hemocytes found in the hemolymph.

2. Materials and methods
2.1. Insects

Laboratory strain of A. aegypti (Recife strain) was used
throughout this study. Adults were maintained in cages
(30 cm x 30 cm x 30 cm) at room temperature (27 + 3 °C)
with 85 £+ 10% relative humidity and fed with 10% (w/v)
sucrose solution.

2.2. Hemocytes characterization

For light microscopy (LM), adult insects were washed in
PBS and placed on ice (1-2 min) for immobilization. The
hemolymph of 10 insects (4-day old) was obtained by perfusing
the thorax with anticoagulant II solution (Mead et al., 1986),
bled directly on to a glass slide and allowed to dry in natural air
conditions for 20-30 min. Cells were fixed in methanol for
10 min. After natural room temperature of the fixative,
hemocytes were stained with Giemsa (diluted 1:9 in buffered
distilled water) for 10—15 min and slides were rapidly washed
with buffered distilled water (Brayner et al., 2005). After room
temperature the slides were dehydrated in ethanol and mounted
in Entellan.

For transmission electron microscopy (TEM), hemolymph
of at least 300 insects (4-day old) was collected from a
punctured thorax perfused directly with a fixer solution at 4 °C,
in 4% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2,
overnight (Hypsa and Grubhoffer, 1997). The hemolymph
obtained was pooled and centrifuged at 500 g for 5 min. The
pellet was re-suspended and re-fixed in the same fixer solution,
overnight. The samples were washed in 5% sucrose solution in
0.2 M cacodylate buffer, pH 7.2 and post-fixed with osmium

tetroxide in cacodylate buffer for 1 h. After dehydration in
graded acetone series samples were embedded in EMBED 812/
Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA).

3. Results

Six morphological types of the circulating cells were
recognized in the hemolymph of adult A. aegypti. They were:
prohemocytes, adipohemocytes, granulocytes, plasmatocytes,
oenocytoids and thrombocytoids.

3.1. Prohemocytes
Prohemocytes were the smallest cells found in the

hemolymph, displaying a spherical profile of 5-10 pwm in
diameter, representing 20% of the total hemocyte population.

—_— A B
E F

Fig. 1. (A-F) Light microscopy of Aedes aegypti hemocytes. (A) A prohemo-
cyte with a large nucleus (thin arrow) and a thin cytoplasmic. (B) An
adipohemocyte showing an irregular cell profile and several large lipid droplets
in the cytoplasm (stars). Electron-dense granules (arrowhead) and nucleus (thin
arrows) are present. (C) A granulocyte filled with the typical granules in the
cytoplasm (arrowheads) and large nucleus (thin arrow). (D) A plasmatocyte
exhibiting a central nucleus with nucleolus (thin arrow). Phylopodium process
(short arrow) is shown. (E) An oenocytoid with a round eccentric nucleus (thin
arrow). (F) Thrombocytoids showing nucleus with the perinuclear area (thin
arrow). Bars A, C, D, E=10 pum; B, F =20 pm.
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Fig. 2. (A-F) Electron micrographs of A. aegypti hemocytes. (A) Prohemocytes displaying spherical profiles with a large central nucleus (N), lumps of
heterochromatin (arrows) is shown. Thin cytoplasm with few organelles. Note mitochondria (m) and SER isles (arrowheads) are also indicated. (B) Adipohemocytes
with oval profile showing large nucleus (N). Observe cytoplasm with several large lipid droplets (stars), mitochondria (m) and many glycogen particles (thin arrow).
(C) Plasmatocyte showing a nucleus (N), within the cytoplasm several elongated and round mitochondria (m) and vesicles (v) are present. (D) Higher magnification of
plasmatocyte within reticular cytoplasm containing nucleus (N), mitochondria (m), vesicles (v), RER (Re), granules (g) and coated vesicles (large short arrows) in the
cytoplasm. Note that nucleus pores (thin arrow) are present. (E) An oenocytoide showing a nucleus (N) with clumps of heterochromatin (short arrows) and nucleolus
(Nu). Mitochondria (m) and granules (G) are also present. (F) Thrombocytoids characterized by having a large nucleus with nucleolus (Nu), a homogeneous
cytoplasm with few organelles. The cytoplasm can contain mitochondria (m), vesicles (v) and granules (G). Bars A, D, E=1 um; B, C=1.5 pm; F=2 pm.

The large and centrally located nucleus almost fills the entire
cell, so that the cytoplasm occupies only a narrow area around
the nucleus (Fig. 1A). The chromatin is scattered, and in some
cells the presence of nucleoli is evident. Only a few organelles
could be seen with a conspicuous rough endoplasmic reticulum
(RER), free ribosomes and mitochondria (Fig. 2A).

3.2. Adipohemocytes

Adipohemocytes were round or oval cells measuring 30—
40 pm in diameter. These cells were the most abundant cell
type, comprising 29% of hemocyte population. The adipohe-
mocytes observed in this study, presented a round nucleus



H.C.R. Araiijo et al./Micron 39 (2008) 184-189 187

(Fig. 1B). Inside the cytoplasm, several large lipid vesicles and
mitochondria were observed. Few and scattered electron-dense
granules were sometimes present. The remaining cytoplasm
was covered with glycogen particles (Fig. 2B).

3.3. Granulocytes

Granulocytes presented a circular to fusiform profile 8-
15 pm in diameter, representing 16% of the total hemocyte
population. The plasma membrane was irregular displaying
pseudopodia and philopodiain its surface (Fig. 1C). In electron
micrographs, these hemocytes showed the lobated nucleus
with heterochomatin present. No prominent nucleolus was
found. The cytoplasm contained dilated RER, round or
elongated mitochondria. A clear endocytic process with the
presence of numerous (coated vesicles and coated pits or
pinocytotic vesicle) was present. If could also be identified the
formation of polysomes and abundant ribosomes. The
electron-dense granules were the most proeminent granules
found. They represented the typical granules of this cell type
(Fig. 3).

3.4. Plasmatocytes

The plasmatocytes represented 27% of the total hemocyte
population. These cells varied from spindle-shaped to round
cells, 6-25 pum in diameter. The plasma membrane exhibited
irregular processes, philopodia and pseudopodia (Fig. 1D). The
chromatin was finely distributed but some heterochromatin
clumps were present. Within the cytoplasm several elongated
and round mitochondria were observed (Fig. 2C). The reticular
cytoplasm showed well-developed RER, Golgi and vacuoles.

Fig. 3. A granulocyte showing a nucleus (N) with large mass of heterocho-
matin. The cytoplasm contains numerous mitochondria (m), sparce RER and
abundant ribosomes (arrowheads) with formation of polysomes (thin arrow).
Condensation of the granule with production vesicles (v) and granules (G) are
indicated. Philopodia are present (large short arrows). Bar =1 pwm.

Patches of smooth endoplasmic reticulum SER were also
present at the cell poles (Fig. 2D).

3.5. Oenocytoids

Oenocytoids ranged 7-12 pm diameter and presented a
round shape, with small and eccentric nucleus (Figs. 1E) with
chromatin showing lumps of condensation. The ultrastructure
revealed a homogeneous cytoplasm with many mitochondria
and ribosomes scattered throughout the cytoplasm, abundant
RER and few SER presented at the cell poles. Some
cytoplasmic short vacuoles were present, filled with a
heterogeneous electron-dense material and others completely
empty (Fig. 2E). They represented 7% of the total hemocytes
population.

3.6. Thrombocytoids

Thrombocytoids were rare among the others cells, present-
ing large irregular shaped cells measuring approximately 30—
35 wm in diameter, representing 0,9% of the total hemocyte
population (Fig. 1F). These cells were similar to oenocytoids in
possessing a homogeneous cytoplasm with poorly developed
organelles, few mitochondria and granules. Some short
vacuoles were present and few possess cytoplasmic invagina-
tions (Fig. 2F).

4. Discussion

A. aegypti adult mosquitoes possess six different types of
hemocytes in hemolymph, which vary considerably in their
morphology and size, and are named: prohemocytes, adipo-
hemocytes, granulocytes, plasmatocytes, oenocytoids, and
thrombocytoids.

Using a LM analysis, Kaaya and Ratcliffe (1982) used
different morphological types of hemocytes from several
medical important dipterans, including the A. aegypti, but did
not identify the hemocyte recognized here as the thrombocy-
toids. On the other hand, Hillyer and Christensen (2002) and
Hillyer et al. (2003) described only four morphological cell
types in A. aegypti and Armigeres subalbatus, natural vectors of
virus dengue and filarial nematodes, respectively: granulocytes,
oenocytoids, adipohemocytes and thrombocytoids by DIC, LM
and TEM. Recently, Brayner et al. (2005) in light and electron
microscopic studies suggested the presence of six distinct
hemocytes types in Culex quinquefasciatus classified into
prohemocytes, adipohemocytes, granulocytes, plasmatocytes,
oenocytoids, and spherulocytes.

Prohemocytes displayed unique characteristics such as small
size and large nuclear—cytoplasmic ratio. Consequently, these
cells correspond to the same prohemocytes described by several
authors in other insects (Hernandez et al., 1999; Da Silva et al.,
2000; Silva et al., 2002; Brayner et al., 2005). However, Hillyer
and Christensen (2002) do not agree prohemocytes are present in
A. aegypti species. These authors described with small spherical
biological structures like nuclei or large mitochondria from lysed
adipohemocytes. In this study, we observed that prohemocytes
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by LM and TEM are commonly seen. The characteristics and
diameters of cells are according to with the literature.

Numerous adipohemocytes were observed in the present
study. These hemocytes exhibited a large lipid like vesicle,
sometimes large enough to deform the cell. We consider that the
apparent function of these cells is energy storage in lipids and
glycogen form. Their characteristics and size are similar to
those observed by Hillyer and Christensen (2002) and Hillyer
et al. (2003). Kaaya and Ratcliffe (1982) indicated that these
cells are most similar to the fat body cells. However, we did not
observe any similarity between these two cellular types.

By LM analysis, we identified that the oenocytoids
presented an acidophilic cytoplasm after Giemsa staining.
Giulianini et al. (2003), using EM analysis of Cetonischema
aeruginosa larvae (Coleoptera, Scarabaeidae) oenocytoids,
found a greater number of dense granules located at the cell
periphery, however, in this study the oenocytoids showed some
cytoplasmic short vacuoles, filled with a heterogeneous
electron-dense material and others completely empty. This
description was also reported in oenocytoids of C. quinque-
fasciatus by Brayner et al. (2005).

The present work indicates that numerous granules formed in
cytoplasm of granulocytes are filled with a proteinaceous
material. This cell contains dilated RER, formation of polysomes
and abundant ribosomes scattered in the cytoplasm. As stated by
Giulianini et al. (2003) and Silva et al. (2002) the granulocytes
are easily identified by their size and cytoplasm characteristically
filled with basophilic granules in Giemsa stained smears.

Plasmatocytes are the most variable cell in shape observed in
the hemolymph of A. aegypti. They can be fusiform, rounded or
completely irregular in shape due to cytoplasm expansions.
Same authors described different types of plasmatocytes,
granular and agranular (Hypsa and Grubhoffer, 1997), others
described this cell as granulocytes (Hillyer and Christensen,
2002; Hillyer et al., 2003). However, our study showed that
cells termed granulocytes were quite different from plasma-
tocytes in some aspects, because we managed to find
plasmatocytes without the presence of granules, reticular
cytoplasm showed well-developed RER, Golgi system and
some vacuoles, these descriptions are in accordance to the
observations in C. quinquefasciatus (Brayner et al., 2005).

Thrombocytoids have a homogeneous cytoplasm similar to
oenocytoids, with poorly developed organelles. In the present
study we showed that these cells are rarely seen in the
hemolymph of A. aegypti. Our results are in agreement with
Hillyer and Christensen (2002), on which it is possible that these
cells are not circulating and likely are attached to fixed tissues.

The present study has classified hemocytes of A. aegypti
using the morphological criteria set up by others study.
Although Hillyer and Christensen (2002) have identified only
four hemocytes types, by using a different methodology we
have managed to find other two different hemocytes.

Acknowledgements

The authors are grateful to Marcelo Paiva, Rafael Padilha,
Raimundo Pimentel and Sérgio Santos for the precious technical

support. This work has been supported by Funda¢dao Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) and Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA/UFPE).

References

Beaty, B.J., 2000. Genetic manipulation of vectors: a potential novel approach
for control of vector borne diseases. Proc. Natl. Acad. Sci. 97, 10295—
10297.

Beerntsen, B.T., James, A.A., Christensen, B.M., 2000. Genetics of mosquito
vector competence. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64 (1), 115-137.

Brayner, FA., Aratgjo, H.R.C., Cavalcanti, M.G., Alves, L.C., Peixoto, C.A.,
2005. Ultrastructural characterization of the hemocytes of Culex quinque-
fasciatus (Diptera: Culicidae). Micron 36, 359-367.

Christensen, B.M., Huff, B.M., Miranpuri, G.S., Harris, K.L., Christensen, L.A.,
1989. Hemocyte population changes during the immune response of Aedes
aegypti to inoculated microfilariae of Dirofilaria immitis. J. Parasitol. 75,
119-123.

Da Silva, J.B., Albuquerque, C.M.R., Aragjo, E.C., Peixoto, C.A., Hurd, H.,
2000. Immune defense mechanisms of Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae) against Candida albicans infection. J. Inver. Pathol. 76,
257-262.

Dunn, P.E., 1986. Biochemical aspects of insect immunity. Annu. Rev. Entomol.
31, 321-339.

Giulianini, P.G., Bertolo, F., Battistella, S., Amirante, G.A., 2003. Ultrastructure
of the hemocytes of Cetonischema aeruginosa larvae (Coleoptera, Scar-
abeidae): involvement of both granulocytes and oenocytoids in vivo pha-
gocytosis. Tissue Cell 35, 243-251.

Gupta, A.P.,, 1985. Cellular elements in the hemolymph. In: Kerkut, G.A.,
Gilbert, L.I. (Eds.), Comprehensive Insect Physiology Biochemistry and
Pharmacology, vol. 3. Pergamon Press, Oxford.

Hernandez, S., Lanz, H., Rodriguez, M.H., Torres, J.A., Martinez-Palomo, A.,
Tsutsumi, V., 1999. Morphological and cytochemical characterization of
female Anopheles albimanus (Diptera: Culicidae) hemocytes. J. Med.
Entomol. 36, 426-434.

Hillyer, J.E., Christensen, B.M., 2002. Characterization of hemocytes from
the yellow fever mosquito, Aedes aegypti. Histochem. Cell Biol. 313,
117-127.

Hillyer, J.F., Schmidt, S.L., Christensen, B.M., 2003. Hemocyte-mediated
phagocytosis and melanization in the mosquito Armigeres subalbatus
following immune challenge by bacteria. Cell Tissue Res. 313, 117-127.

Hypsa, V., Grubhoffer, L., 1997. Two hemocyte populations in Triatoma
infestans: ultrastructural and lectin-binding characterization. Folia Para-
sitol. 44, 62-70.

Kaaya, G.P, Ratcliffe, N.A., 1982. Comparative study of hemocytes and
associated cells of some medically important Dipterans. J. Morphol. 173,
351-365.

Kumar, S., Christophides, G.K., Cantera, R., Charles, B., Han, Y.S., Meister, S.,
Dimopoulos, G., Kafatos, F.C., Barillas-Mury, C., 2003. The role of reactive
oxygen species on Plasmodium melanotic encapsulation in Anopheles
gambiae. PNAS 100 (24), 14139-14144.

Lavine, M.D., Strand, M.R., 2002. Insect hemocytes and their role in immunity.
Insect Biochem. Mol. Biol. 32, 1295-1309.

Lowenberger, C., 2001. Innate immune response of Aedes aegypyi. Insect
Biochem. Mol. Biol. 31, 219-229.

Mead, G.P,, Ratcliffe, N.A., Renwrantz, L.R., 1986. The separation of insect
haemocyte types on percoll gradients: methodology and problems. J. Insect
Physiol. 32, 167-177.

Meister, M., Hetru, C., Hoffmann, J.A., 2000. The antimicrobial host defense of
Drosophila. In: Du Pasquier, L., Litman, G.W. (Eds.), Current Topics in
Microbiology and Immunology. Origin and Evolution of the Vertebrate
Immune System, vol. 248. Springer-Verlag, Berlin, pp. 17-36.

Muta, T., Iwanaga, S., 1996. The role of hemolymph coagulation in innate
immunity. Curr. Opin. Immunol. 8, 41-47.

Nappi, A.J., Christensen, B.M., 1989. Hemocyte cell surface changes in Aedes
aegypti in response to microfilariae of Dirofilaria immitis. J. Parasitol. 72,
875-879.



H.C.R. Araijjo et al./Micron 39 (2008) 184-189 189

Niere, M., Meisslitzer, C., Dettloff, M., Weise, C., Ziegler, M., Wiesner, A.,
1999. Insect immune activation by recombinant Galleria mellonella apo-
lipophorin III. Biochim. Biophys. Acta 1433, 16-26.

Roberts, L., 2002. Mosquitoes and disease. Science 298 (5591), 82-83.

Russo, J., Brehélin, M., Carton, Y., 2001. Haemocyte changes in resistant and
susceptible strains of D. melanogaster caused by virulent and avirulent
strains of the parasitic wasp Leptopilina boulardi. J. Insect Physiol. 47,
167-172.

Schmidt, O., Theopold, U., Strand, M., 2001. Innate immunity and its evasion and
suppression by hymenopteran endoparasitoids. BioEssays 23 (4), 344-351.

Silva, J.E.B., Boleli, I.C., Simdes, Z.L.P., 2002. Hemocytes types and total
differential counts in unparasitized and parasitized Anastrepha obliqua
(Diptera, Tephritidae) larvae. Braz. J. Biol. 62, 689-699.

Vass, E., Nappi, A.J., 2001. Fruit fly immunity. BioEssays 51, 529-535.

Vizioli, J., Bulet, P., Hoffmann, J.A., Kafatos, F.C., Muller, H.M., Dimopou-
los, G.,2001. Gambicin: a novel immune responsive antimicrobial peptide
from the malaria vector Anopheles gambiae. Proc. Natl. Acad. Sci. 98,
12630-12635.

World Health Organization, 1999. Disease Statistics. The World Health Report.
World Health Organization, Geneva, Switzerland.



Aratjo, H.R.C. Ultra-estruturaschemocitos. 83

ANEXO A




Aratjo, H.R.C. Ultra-estruturaschemocitos. 83

Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

CEP

o
Titulo do Projeto: “Estudo ultra-estrutural dos hemécitos de Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)”.
Pesquisador responsavel: Helena Rocha Corréa de Aratijo
Instituicdo onde se realizara o projeto: Depto de Biologia Celular e
Ultraestrutural (CPgAM/FIOCRUZ); Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA/UFPE).
Data de apresentagdo ao CEP: 01/06/06
Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 41/06
Registro no CAEE: 0037.0.095.000-06

PARECER

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 11 de agosto de 2009.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagao do projeto.

Recife, 11 de agosto de 2006.

e Mona. @ Sad=

Dr® Ana Maria Aguiar dos Santos

Médica
l Coordenagéo
1 CEP/CPqAM/FIOCRUZ

Observacio:
Anexos:
» Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados:
* Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 11/08/2007.
Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 G
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 — H

Recife - PE - Brasil AGGEU FIOCRZ
comitedeetica@cpqam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Saide




