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ABSTRACT. PHAGOCYTIC HEMOCYTES IN LARVAL O DINTRAEA S1CCHARALLS
(Fasricios) (Liviborrira. Pyratipar). The ultrastructural observation of the
hemocytes of D. saccharalis larvae showed different hemoceyte types in various stage
of interaction with microorganisms. which were interpreted as bacteria. The microor-
ganisms were observed cither free i the hemolymph or mto the msect hemocey tes
The bacterta were detected mostly into the granulocytes and plasmatoeytes: the
spherule cells and the oenoceytoids also presented mtracytoplasmic microorganisms.
but less frequently. The fagocyue capacity of the different hemocyte types is
discussed.

KEY WORDS. Lepidoptera. Pyrahidae. Diatraca saccharalis, hemocyte,
phagocytosts. ultrastructure

As células sanguineas dos insetos, os hemacitos, desempenham papéis de
grande importancia para a vida destes organismos, participando ativamente nos
mecanismos de defesa contra elementos estranhos.

Os mecanismos de defesa dos insetos contra patogenos que penetram sua
hemocele tem sido considerados como parte de um "sistema imune”, muito embora
nao tenham sidos relacionados, at¢ o presente, com a producdo de imunoglobulinas
(GUPTA 1985; RATCLIFFE er al. 1985).

Esses mecanismos de defesa podem ser do tipo celular ¢ humoral. As
reacoes celulares, envolvendo diretamente os hemocitos, compreendem a coagu-
lacao da hemolinfa, a fagocitose, a formacao de nodulos ¢ o encapsulamento
(GREGOIRE & GOFFINET 1979; LACKIE 1983: YAGER & KNIGHT 1983: RIZKI &
RIZK1 1984; RATCLIFFE er al. 1985; GOTZ 1986). As reacoes humorais, com o
envolvimento indireto dos hemocitos. caracterizam-se pelo aparecimento na hemo-
linfa de fatores naturais ou induzidos tais como: aglutininas, fatores liticos,
antibacterianos. lisosimas ¢ a ativagao do sistema de profenoloxidase (HOFFMANN
et al. 1970; BEAULATON & MONPEYSSIN 1977; PENDLAND er al. 1988; BROOK-
MAN et al. 1989; DUNPHY & CHADWICK 1989), entre outros.
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A larva da Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), conhecida como broca
da cana-de-acucar, € a principal praga da cultura da cana-de-agucar em nosso pais.
Seis tipos de hemocitos foram identificados em sua hemolinfa por BOMBONATO
(1994), a saber: prohemaocito, plasmatocito, granulocito, esterulocito, oenocitoide
¢ cclula vermiforme. Os mecanismos de defesa deste inseto e suas relacoes com
0s hemocitos, entretanto, ndo foram estudados até a presente data.

Neste trabalho, apresenta-se achado ocasional de fagocitose ¢ destruicao de
patogenos, por diferentes tipos de hemocitos em larvas de D. saccharalis.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de larvas de D. saccharalis utilizados em nosso trabalho
foram obtidos do Laboratério de Controle de Pragas da Usina da Barra Acucar ¢
Alcool S.A., Barra Bonita (Sao Paulo).

As larvas da D. saccharalis foram cultivadas em tubos de vidro previamente
esterilizados, contendo dieta artificial desenvolvida por HENSLEY & HAMMOND
(1968), mantidas em temperatura de 25-27°C e umidade relativa do ar de
aproximadamente 70 %.

A hemolinfa de 20 larvas com 24 dias de desenvolvimento foi coletada com
auxilio de pipeta Pasteur, através de puncao na regido abdominal, imediatamente
colocada em solucao anti-coagulante de insetos (LEONARD er al. 1985) e centri-
fugada a 5000rpm por cinco minutos. O sedimento obtido foi fixado por duas horas
em glutaraldeido a 2,5 % em tampao fosfato 0, 1M pH 7,2 ¢ pds-tixado em tetroxido
de 6smio a | % no mesmo tampao, sendo posteriormente processado rotineiramente
para microscopia eletronica de transmissao.

RESULTADOS

A analise morfologica ultraestrutural dos hemocitos de D. saccharalis
mostrou, em algumas das preparacoes, microorganismos que foram interpretados
como bactérias, livres ou em vdrios estagios de interagao com diferentes tipos de
hemocitos circulantes. As larvas infectadas nao apresentavam qualquer alteragao
anatomica ou comportamental que as distinguissem das nao contaminadas.

Os microorganismos foram observados preferencialmente nos granuldcitos,
que mostraram vacuolos em diversos estagios de digestao intracelular (Figs 1-4).
Notamos adesao de granulos citoplasmaticos, proprios deste tipo celular, ao
vacuolo digestivo (Fig. 3), bem como varios patégenos destruidos (Fig. 4).

Imagens de fagocitose das bactérias pelos plasmatocitos foram observadas
(Fig. 6): os patogenos intracelulares nao estavam alterados, nestas células (Fig.

)

Os ocnocitoides (Fig. 7) ¢ os esferulocitos (Fig. 8) também apresentaram
microorganismos intracitoplasmaticos, embora com menor frequéncia. Nessas
cClulas, entretanto, nem sempre foi possivel visualizar membrana vacuolar nitida,
separando o citoplasma celular do patogeno, que se apresentava integro.
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Figs 1-4. Granuldcitos em diferentes fases da fagocitose de bactérias (B). (1) Emissao de
pseudépodos (barra=0,5um); (2) bactéria integra em vacuolo (barra=1,0um); (3) detalhe
de bactéria morta em vacuolo, notar imagem de fusao de granulo com membrana vacuolar
(seta) (barra=0,5um); (4) bactéria morta (barra=1,0um).

DISCUSSAO

A fagocitose, considerada como um complexo e sofisticado processo
bioldgico, ¢ 0o mais comum dos mecanismos de imunidade celular, formando a
primeira linha de defesa em muitos insetos (RizKI & RizKI 1984; RATCLIFFE &
ROWLEY 1979; RATCLIFFE et al. 1985; ANDERSON & CHAIN 1987; FENOGLIO et
al. 1993).

Um grande nimero de microorganismos como virus, fungos, bactérias e
protozoarios sdo fagocitados pelos hemocitos, tanto in vivo como in vitro
(RATCLIFFE & ROWLEY 1975 1979; RATCLIFFE & WALTERS 1983: CHIANG et al.
1988; RAHMET-ALLA & ROWLEY 1990, entre outros). Os plasmatocitos (PL) e/ou
granulécitos (GR) sao os hemocitos apontados como as células fagocitarias, na
grande maioria dos insetos (ROWLEY & RATCLIFFE 1976; RizKI & RizKI 1984;
GUPTA 1985; KAAYA et al. 1986; SANTOS et al. 1990; BAINES e al. 1992, EHLERS
et al. 1992; HUNG et al. 1993), por possuirem a capacidade de reconhecer, aderir
e englobar elementos estranhos ao organismo (RATCLIFFE & ROWLEY 1979).

Alguns trabalhos mostraram que os PL sdo as células predominantemente
envolvidas no processo de fagocitose (RIZKI & RIzZKI 1984; KAAYA et al. 1986;
SANTOS et al. 1990; BAINES er al. 1992), enquanto outros autores descrevem como
células fagociticas predominantes os GR, (ROWLEY & RATCLIFFE 1976; EHLERS
et al. 1992; KURIHARA et al. 1992; HUNG et al. 1993). Entretanto, ANGGRAENI
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& RATCLIFFE (1991), trabalhando com monocamada de hemocitos purificados de
Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera, Pyralidae) coberta por suspen-
sao bacteriana, observaram que, embora a ingestdo fosse atributo dos PL, a
atividade fagocitaria maxima, nessas células, so foi obtida ap6s a readicao de GR
ao meio, ilustrando a necessidade da cooperacdo célula-célula neste processo.

Outros tipos de hemocitos também foram apontados como fagocitos em
insetos. NEUWIRTH (1974), trabalhando com inoculacao de particulas inertes em
larvas de Calpodes ethlius (Stoll, 1782) (Lepidoptera, Pyralidae), conclue que os
GR e os oenocitoides (OE) sdo as células fagociticas; os PL e os esferulécitos (ES)
nao fagocitam, embora particulas possam ser encontradas nas proximidades do
primeiro tipo celular.

P
s

Figs 5-8. Diferentes tipos de hemodcitos com bactéria (B) intracitoplasmatica. (5) Plasma-
técito contendo bactérias integras em vacuolo definido (barra=0,51um); (6) plasmatdcito
englobando bactéria livre (barra=1,01m); (7) oenocitdide (barra=1,0um); (8) esferulécito
(barra=1,01um).
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Em hemolinfa de larvas de D. saccharalis com 24 dias de desenvolvimento,
as observagoes mostram que além dos PL ¢ dos GR, também os ES e os OE se
encontram, aparentemente, envolvidos na fagocitose de patogenos.

Estudos in vivo e in vitro sugerem que a fagocitose em insetos, a exemplo
dos vertebrados, ocorre em quatro estagios: quimiotaxia, aderéncia, ingestao ¢
morte do agente estranho (RATCLIFFE & ROWLEY 1979: RATCLIFFE 1986). Nas
observacoes nota-se imagens que apontam para 0 GR ¢ PL como c€lulas fagoci-
tarias: bactérias foram vistas aderidas, sendo envoltas por pseudopodos e integras
em vacuolos intracitoplasmaticos. Entretanto, somente o GR evidenciou bactérias
em varios graus de degeneracdo. dentro dos vacuolos digestivos.

A habilidade de destruir os patogenos parece estar na dependéncia da
liberacao de enzimas lisosomais para os vacuolos de fagocitose (RATCLIFFE &
ROWLEY 1979; KROSCHINSKI & RENWRANTZ 1988: FENOGLIO er al. 1993). Nesse
sentido, estudos citoquimicos ultracstruturais de deteccao de atividade lisosomal
deverdo ser efetuados nos diferentes tipos de hemocitos, para comprovar com
certeza aqueles que detém essa capacidade de destruigao direta de patogenos.

Com relagao aos ES ¢ OE, pode-se observar bactérias no citoplasma, por¢m
nem sempre com membrana vacuolar evidente. Segundo GUPTA (1985), estes
altimos tipos celulares podem, ocasionalmente, serem apontados como fagocitos.
porém, este fato ndo ¢ demonstrado pela grande maioria dos autores. A hipotese
de uma super infec¢do bacteriana, que levasse ao comprometimento passivo de
todas os tipos de hemocitos, inclusive ES e OE, pode ser descartada, uma vez que
nao se pade distinguir, pelo aspecto macroscopico das larvas, aquelas que estavam
contaminadas.

Nao se conseguiu detectar bactérias no citoplasma de células vermiformes
ou de prohemacitos. Esses tipos celulares aparecem em quantidade reduzida na
hemolinfa da broca da cana com 24 dias de desenvolvimento (BOMBONATO 1994).
Assim, a dificuldade natural de deteta-los nas preparagoes para microscopio
cletronico, nao permite exclui-los da relacao dos hemocitos fagocitdarios em D.
saccharalis.

A capacidade fagocitaria dos diferentes tipos de hemocitos da D.
saccharalis deverd ser experimentalmente avaliada, bem como o papel de cada um
deles nos mecanismos de defesa deste inseto.
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