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Hemocyte Evaluation after Parasitism by Metarhizium anisopliae

ABSTRACT - We aimed to characterize the morphology and ultrastructure of hemocytes of Nasutitermes
coxipoensis (Holmgren) workers and to quantify the cell types 24h, 48h and 72h after inoculation with
Metarhizium anisopliae. Six hemocytes types were identified, plasmatocyte, granulocyte, spherulocyte,
prohemocyte, adipohemocyte and eonocytoid Hemocytes did not present any morphological alteration
at the several observation periods, but they did have a change in their abundance, as observed for
spherulocytes, adipohemocytes and eonocytoids at all intervals, and for plasmatocytes and granulocytes at
48h after host inoculation. We argue on the possible reasons and implications of the observed changes.
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RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi caracterizar morfologica e ultraestruturalmente os hemocitos
de operarios de Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) e quantificar os tipos celulares 24h, 48h ¢ 72h
apos inoculagao com Metarhizium anisopliae. Seis tipos de hemocitos foram identificados: plasmatécito,
granulocito, esferuldcito, prohemocito, adipohemdocitos e oenocitdide. Nenhuma alteracdo na morfologia
dessas c¢lulas foi evidenciada durante os intervalos. Entretanto, houve variagdes na proporcao dos
hemocitos em relagdo a testemunha para esferuldcitos, adipohemocitos ¢ oenocitoides, nos trés
intervalos de avaliag@o, ¢ para plasmatocitos e granulocitos no intervalo de 48h. As causas potenciais

Hemocyte Characterization of Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) (Isoptera: Termitidae) Workers and

dessa variagdo e suas implicagdes sdo apresentadas e discutidas neste artigo.

PALAVRAS-CHAVE: Ultra-estrutura, fungo entomopatogénico, hemocito de insetos

O sistema imunologico dos insetos caracteriza-se por
mediar a reagdo humoral, responsavel pelos processos
de coagulacdo, melanizacdo e produgdo de peptideos
antimicrobianos (Vilmos & Kurucz 1998), ¢ a reagdo
celular, mediada pelos hemocitos (Silva 2002), que envolve
a fagocitose, formacao de nodulos e encapsulagéo (Barracco
& Menezes 1984, Lavine & Strand 2002).

Nos ultimos anos, pesquisas sobre respostas imunes
tém focado aspectos humorais, deixando aquelas mediadas
pelos hemocitos com uma lacuna e dificultando o melhor
entendimento dos mecanismos imunoldgicos (Lavine &
Strand 2002). Como reflexo, as dificuldades de padronizagao
da nomenclatura ¢ de identifica¢do dos tipos de hemocitos

sdo visiveis (Gupta 1985, Willott ef al 1994).
Nasutitermes coxipoensis (Holmgren) tem ampla
distribui¢do, ocorrendo em cana-de-ac¢ticar no Nordeste do
Brasil (Miranda et al 2004), podendo ainda causar danos em
arroz, café, milho, algodao e frutiferas (Constantino 2002).
Metarhizium anisopliae ¢ um dos fungos mais utilizados
em programas de manejo integrado de pragas (MIP),
demonstrando grande eficiéncia para a Ordem Isoptera
(Neves & Alves 1999, Sun et al 2002, Albuquerque et al
2005). Entretanto, em alguns casos, a lentiddo no processo
de infecgdo por alguns isolados torna-se um inconveniente
para seu uso, pois nas relagdes patdgeno/hospedeiro, os
primeiros disturbios detectados na hemolinfa disparam
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reacoes de defesa dos hemocitos, na tentativa de eliminar
o agente invasor ou limitar seu desenvolvimento. Estudos
sobre esses mecanismos podem sugerir o desenvolvimento de
estratégias eficientes para o controle de pragas (Gunnarsson
& Lackie 1985, Alves & Pereira 1998). Assim, este trabalho
objetivou caracterizar morfologica e ultraestruturalmente os
hemdcitos de operarios de N. coxipoensis, além de quantificar
diferencialmente os tipos celulares quando desafiados por M.
anisopliae, na concentragdo 107 conidios/ml, nos intervalos
24h, 48h e 72h.

Os cupinzeiros foram obtidos em canavial no municipio
de Itambé¢, PE e o fungo M. anisopliae PL ,, isolado
de Mahanarva posticata (Stal), obtido da micoteca da
Universidade Federal de Pernambuco. Hemolinfa de 100
operarios foi coletada utilizando-se a técnica de Brayner et
al (2005) e processada para microscopia de luz e eletronica
de transmissao.

A contagem diferencial foi realizada de acordo com
Falleiros et al (2003), apos a pulverizagao de 300 operarios
com M. anisopliae na concentracdo de 107 conidios/ml. A
hemolinfa foi coletada 24h, 48h e 72h apos a pulverizacao,
sendo a testemunha pulverizada com agua esterilizada mais
Tween 80. Para cada tratamento avaliaram-se 10 laminas,
contendo hemolinfa de 10 individuos. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), utilizando o
programa estatistico ASSIST (Versao 7.3).

Seis tipos de hemocitos foram encontrados em
operarios de N. coxipoensi. Os plasmatdcitos mostraram
polimorfismo, nicleo volumoso, pouco heterocromatico e
citoplasma contendo numerosas vesiculas, alguns exibindo
prolongamentos citoplasmaticos (Fig 1A). Os granulécitos
apresentaram formato esférico ou oval, citoplasma com
granulos pequenos, basofilos, geralmente esféricos e elétron-
densos; nucleo morfologicamente irregular (Fig 1B). Os
esferulocitos exibiram morfologia esférica com ntcleo
eucromatico e central, citoplasma com numerosas esférulas,
contendo granulos elétron-densos (Fig 1C). Os prohemocitos
variaram de esféricos a ovais; nucleos volumosos e
heterocromaticos, ocupando quase todo o citoplasma (Fig
1D). Os adipohemocitos apresentaram numerosas goticulas
lipidicas de tamanho e forma variadas, ocupando quase todo o
citoplasma, além de algumas mitocdndrias, nucleo excéntrico,
com nucléolo evidente (Fig 1E). Os oenocitoides foram as
maiores células observadas, com morfologia esférica bastante
uniforme e nuacleo central, sendo observados ribossomos,
vesiculas e alguns granulos no citoplasma (Fig 1F).

Na testemunha, os plasmatocitos, mostraram redugdo
significativa apenas no intervalo de 48h em relagdo ao de
24h, enquanto que os prohemocitos, adipohemocitos e
oenocitéides aumentaram significativamente no mesmo
intervalo de tempo. Os granuldcitos e esferuldcitos ndo
diferiram estatisticamente nos intervalos estudados. Nos
insetos tratados, os plasmatocitos diferiram significativamente
da testemunha no intervalo de 48h, apresentando declinio
significativo no intervalo de 72h, porém nao diferindo
da testemunha. Os granulodcitos apresentaram aumento
significativo no intervalo de 72h.

Redugdo significativa também foi evidenciada para

os esferulocitos, adipohemocitos e oenocitdéides quando
comparados a testemunha nos trés intervalos. Os prohemocitos
ndo sofreram variacdes significativas ao longo dos intervalos
estudados (Tabela 1). Nao foram observadas alteragdes
morfologicas dos hemocitos em decorréncia do processo de
infeccao pelo fungo.

Os hemocitos encontrados em N. coxipoensis, bem como
as suas caracteristicas morfologicas e ultra-estruturais, foram
similares aqueles relatados na literatura para Lepidoptera,
Diptera, Orthoptera, Blattodea, Coleoptera, Hymenoptera
e Hemiptera (Silva ez a/ 2000, Hillyer & Christensen 2002,
Falleiros et al 2003, Ling et al 2003, Brayner et al 2005).
Essas informagdes contribuem para o melhor conhecimento
dos tipos de hemocitos entre as ordens de insetos, pois as
diferencas morfologicas entre os mesmos, no que diz respeito
aaparéncia geral, caracteristicas nucleares e citoplasmaticas,
sdo de grande importancia para padronizacdo do sistema de
classificacdo a ser aplicado ao Filo Arthropoda ou Classe
Insecta (Barduco er al 1988, Kurihara et al 1992, Hillyer &
Christensen 2002).

Embora tenha sido observada reducéo significativa dos
plasmatocitos na testemunha apds 48h, no intervalo de 72h
a redugdo ja ndo era significativa em relacdo ao intervalo
de 24h, sugerindo a flutuagdo fisiologica normal dessas
células. Ja o aumento significativo dos plasmatdcitos a 48h
em relagdo a testemunha e seu posterior declinio no intervalo
de 72h, nao diferindo da testemunha, pode estar relacionado
a presenga de metabolitos secundarios toxicos produzidos
pelo fungo; estudos tém demonstrado a suscetibilidade
dessas células quando insetos sdo inoculados com fungos
entomopatogénicos, dependendo da concentracdo utilizada.
Além disso, esses fungos podem inibir a atividade fagocitaria
dos plasmatocitos e evitar a detec¢do dos seus corpos hifais,
prejudicando a defesa do hospedeiro (Vilcinskas et a/ 1997,
Fuguet & Vey 2004, Wang & St. Leger 2000).

Segundo Pech & Strand (1996) os granulocitos s@o
requeridos para iniciar, mediar e terminar o processo de
encapsula¢do. Inicialmente formam uma monocamada sobre
o corpo estranho, sendo seguidos pelos plasmatdcitos e
finalizando com outra monocamada sobre os plasmatdcitos
agregados. Esses mesmos autores verificaram ainda que
granulécitos e plasmatdcitos sao incapazes de realizar o
processo de encapsulacdo independentemente. Assim a
redugdo dos granuldcitos 48h apds tratamento pode ter
resultado da agregacdo inicial ao corpo estranho, tornando
sua identificacdo dificil. Porém, com o declinio dos
plasmatécitos no intervalo de 72h apds tratamento, em
decorréncia dos possiveis efeitos discutidos acima, nao foi
possivel a complementagdo do processo de encapsulagao
e/ou formacao de novas capsulas, levando ao aumento dos
granuldcitos. A diminuigdo dos esferuldcitos, adipohemocitos
e oenocitdides pode ocorrer porque eles ndao tém fungdo
especifica na defesa celular e, por consequéncia, sdo mais
vulneraveis aos patogenos (Lanot et al 2001, Lavine &
Strand 2002).

A flutuagdo hemocitaria na testemunha, ao longo do
tempo, pode ocorrer porque os hemdocitos sdo capazes de
responder rapidamente a mudangas para atender as diversas
fungdes fisioldgicas requeridas pelo seu metabolismo (Han
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Fig 1 Hemocitos de Nasutitermes coxipoensis. A - Plasmatocito - célula com prologamentos citoplasmaticos (setas longas)
e numerosas vesiculas (setas curtas). B - Granuldcito - granulos elétron-densos (setas) e nucleo de morfologia irregular (N).
C - Esferulécito com esférulas citoplasmaticas tipicas (seta) e niicleo eucromatico (N). Em detalhe, esférula contendo granulo
elétron-denso (seta pequena). D - Prohemdcito - nucleo apresentando regides com grande quantidade de heterocromatina (setas).
E - Adipohemdcito - goticulas lipidicas no citoplasma (setas longas), mitocondrias (seta curta) e ntiicleo com nucléolo evidente
(ponta de seta). F - Oenocitdide - citoplasma com numerosos ribossomos livres (setas longas), varias vesiculas (setas curtas),
alguns granulos pouco-elétron-densos (ponta de setas) e nucleo pequeno (N). Barras = 1 um.
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Tabela 1 Porcentagem diferencial média (+ desvio padrao) dos hemocitos de operarios de Nasutitermes coxipoensis apos
infeccdo por Metarhizium anisopliae.

Tratamento

Tempo apos tratamento (h)

Estatistica F?

24 48 72

Plasmatocitos
Testemunha 71,5+428a 554+2,72b 64,4+ 4,06 ab 4,59%01
M. anisopliae 753+137a 77,2 +3,18 a* 643 +3.50b 6’020,0069
2 1 27.(770-0005 )

Granulécitos
Testemunha 14,0 +£2,32 20,8 +1,53* 17,4 +£2.28 -
M. anisopliae 13,5+1,77b 11,7+2,56 b 247+3.722 6,250:0059
EP . 9.0()0-0072 )

Prohemocitos
Testemunha 8,1+134b 12,3+0,79 a 9.8+ 1,01 ab 3,8700334
M. anisopliae 10,6 +£1,08 11,0+ 1,86 11,2+ 1,46 -
F* - - B}

Esferulocitos
Testemunha 3,9+ 1,22% 5,5+0,93* 4,0 +0,66* -
M. anisopliae 0,2 +0,20 0,00 0,00 -
EP 8,730:0085 34,840.0001 36,17

Adipohemocitos

Testemunha 1,8 £ 0,45 b* 39+0,36a* 3,1+£0,61 ab* 4,56 00197
M. anisopliae 0,03 £0,03* 0,00 0,00 -
F* 15,62 00009 114,15 31958 25,57 0000

Oenocitoides
Testemunha 0,7+0,17 b* 2,2+0,37*a 1,6 £ 0,34 ab* 57300084
M. anisopliae 0,03 £0,33 0,00 0,00 -
EP 15,04 0,0011 33,79 0,0001 20,620’0003

Médias (+ DP) seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey HSD (P > 0,05).
*Média do tratamento com fungo e testemunha diferem pela ANOVA (teste de Tukey), na coluna, para cada intervalo de avaliacao.
'Resultados ndo significativos pela ANOVA.

et al, 1998, Jalali & Salehi 2008). Assim, a concentragdo
de 1x107 conidios/ml, em laboratério, mostrou-se capaz de

interferir na defesa celular de N. coxipoensis.
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