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RESUMO

A formacdo de cpsulas € a primeira e qualitativamente, a mais intensa reagdo de
defesa celular dos insetos contra infeccbes por microorganismos. Neste trabalho, foram
testadas as hip6teses de que os eicosandides e o tamanho dos individuos influenciam o
numero de cpsulas formadas em resposta a infeccdo fungica no mosguito Culex
guinquefasciatus. Injetando-se o inibidor da biossintese dos eicosandides, indometacina em
fémeas do mosquito infectadas com Candida albicans, obteve-se uma reducdo média de
aproximadamente 54% no nuimero de capsulas formadas comparados aos insetos ndo tratados.
Essa reducdo mostrou-se mais intensa 72h ap6s o tratamento, embora o pico da resposta de
encapsulamento tenha ocorrido 48h depois da inoculacdo do patégeno. Fémeas provenientes
da criagcgo em condiches diferenciadas de disponibilidade aimentar durante o
desenvolvimento larval resultaram em adultos com tamanho que variaram entre 3,4 a 4,3mm.
Uma correlagéo positiva entre tamanho e producéo de cdpsulas foi observada em mosguitos
de tamanhos variados (r=0,48, p<0,05). Contudo, um numero significativamente menor de
cdpsulas formadas foi obtido apenas em insetos com tamanho inferior a 3,9mm (Student t-test,
p<0,05). A acdo da indometacina mostrouse independente do tamanho da fémea. Estes
resultados sugerem que aresposta imune celular da fémea de C. quinquefasciatus é um
processo mediado pelos eicosandides e que existe um tamanho limite a partir do qua a

resposta € mais intensa.
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ABSTRACT

Nodulation is the first and qualitatively predominant insect cellular defense reaction
against microorganism infection. In this work, the hypothesis that eicosanoids and mosquito
size affect formulation of capsule reactions to fungi infection was tested, in the mosguito
Culex quinquefasciatus. A reduction of about 54% in the number of capsules was obtained in
females infected with C. albicans and treated with indometacin, relative to control insects.
The inhibitory influence of indometacin was higher 72h after inoculation, athough the major
capsule production was a 48 h following fungi infection. Emerging females from larvae
reared at different food availability, showed sizes ranging from 3,4mm to 4,3mm. Overal a
positive correlation between body size and capsule formation was observed (r=0, 48, p<0.05).
However, a significant decreased in capsule formation was only found in insects smaller than
3.9mm (Student t-test, p<0.05). No relationship between female size and indometacin effect
was registered in our observations. These results suggest that eicosanoids mediate cellular
immune response in C. quinquefasciatus females and that there is a threshold size from what

the immune response is more intense.
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1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Culex quinquefasciatusSay, 1823 (Diptera: Culicidae)

O mosquito Culex quinquefasciatus € um diptero da familia Culicidae, que foi
descrito originalmente em New Orleans (EUA) como Culex pipens fatigans. Esta espécie
apresenta distribuicdo geografica cosmopolita, sendo considerado um mosquito domeéstico,
cujo comportamento endofilico e antropofilico influencia sua abundancia e prevaléncia,
principalmente em areas urbanas (Forattini et al., 1993). No Brasil, distribui-se por todos os
estados recebendo diferentes denominaces como mosquito, pernilongo, muricoca ou
carapanas (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Culex quinquefasciatus possui desenvolvimento holometabdlico, com duracdo do
ciclo evolutivo de aproximadamente 13 dias, de acordo com as condigdes ambientais, como
temperatura e umidade relativa do ar, que influenciam diretamente neste processo.
Desenvolve-se em colegBes de &guas estagnadas ou de pouco movimento, ricas em matéria
organica em decomposi¢do e detritos, com aspecto sujo e de odor fétido (Consoli e Lourenco-
de-Oliveira, 1994).

Em gera as fémeas de C. quinquefasciatus realizam cerca de quatro oviposicoes
durante a vida adulta, sendo a maioria dos ovos (aproximadamente 73,4%) produzidos no
primeiro ciclo gonotréfico (Suleman e Reisen, 1979). Postos na lamina d’ égua, de forma
agrupada tomando o aspecto de jangada, 0s ovos passam por um periodo de embrionamento,
apos 0 qual eclodem as larvas, as quais apresentam quatro mudas ao longo de seu
desenvolvimento. Nesta fase, aimenta-se indistintamente do microplancton constituinte do
ambiente como rotiferos, bactérias, esporos de fungos ou particulas organicas em suspensio.
A fase de pupa é marcada pelo aspecto morfologico de virgula, grande agilidade na égua e
auséncia de alimentagdo. Os adultos possuem coloracdo marrom de tonalidades claras e
escuras, presenca de escamas amarelo-douradas que revestem principamente o térax. Os
machos possuem antenas plumosas e palpos maiores que a proboscide, enquanto as fémeas
possuem antenas pilosas com poucas cerdas e palpos menores que a proboscide. As fémeas

sd0 hematdfagas e anautogénicas, portanto cada oviposicdo € precedida por um repasto



sanguineo. A hematofagia € estimulada principalmente no crepusculo vespertino (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Culex quinquefasciatus é considerado o principal transmissor da Wuchereria
bancrofti causadora da filariose linfatica, em ambientes urbanos tropicais e seu vetor
exclusivo nas Américas (WHO, 1987). Além da W. bancrofti, esta espécie de mosqguito
também é responsével pela veiculagcdo do virus Oropouche em areas do Estado do Pard e
Rondbnia (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). A regido metropolitana do Recife &
principal &rea endémica para filariose bancroftiana veiculada por esta espécie no Brasil; no
entanto, esta endemia apresenta-se também em Macei6 e Belém (Dreyer et al., 1989; Dreyer e
Medeiros 1990; Fontes et al., 1994; Maciel et al., 1996; Rachou et al., 1957; Rachou, 1960).

1.2. M ecanismos de Defesa | mune dos | nsetos

Um dos fatores que contribuem decisivamente para a habilidade dos insetos em
colonizar quase todos os tipos de nichos ecol6gicos Terrestres € sua capacidade em combater
invasdes de patdgenos e parasitas (Lowenberger, 2001; Lowenberger et al., 1996). Essa
capacidade de defesa é denominada imunidade inata e compreende uma resposta humoral
(Boman, 1998; Casteelset al., 1990; Hultmark et al., 1980; Hoffmann et al., 1997; Meister et
al., 2000; Lowenberger, 2001) e outra celular (Gotz e Vey, 1974; Ratcliffe e Rowley, 1979;
Strand e Pech, 1995; Schmidt et al., 2001; Wiesner e Gotz, 1993).

A divisdo da imunidade inata ou sistema imune dos insetos, em resposta celular e
humoral, tem sido considerada inapropriada, desde que muitos fatores humorais afetam a
funcéo dos hemacitos, os quais, por sua vez, sdo uma fonte importante de muitas moléculas
humorais (Lavine e Strand, 2002). Um bom exemplo da interacdo entre a resposta celular e
humoral é 0 mecanismo de reconhecimento de corpos estranhos durante 0S processos
infecciosos. Este reconhecimento é feito pelos hemdcitos, podendo ser de forma direta,
através da interacao de receptores de superficie dessas células com as moléculas do organismo
invasor, ou indiretamente, pelo reconhecimento de receptores humorais que se ligam e
opsonizam a superficie do patdgeno (Lavine e Strand, 2002). Contudo, para melhor
entendimento do processo de defesa imune dos insetos, estes mecanismos continuam sendo

tratados separadamente na literatura.



1.3. Resposta Humoral

O mecanismo de defesa humoral mais estudado nos insetos € a inducéo ou aumento
temporario de peptideos com atividade antimicrobiana na hemolinfa (Boman, 1998; Casteels
et al., 1990; Hultmark et al., 1980; Hoffmann et al., 1997, Hoffmann et al., 1999,
Lowenberger, 2001; Meister et al., 2000).

Os peptideos antimicrobianos produzidos pelos insetos sdo desprovidos de atividade
citotOxica e apresentam grandes variagbes no tamanho, composicdo de aminoacidos e
estrutura. Essas variagbes levaram ao agrupamento desses peptideos em 3 categorias,
baseando- se na seqiiéncia e aspecto estrutural damolécula: | - peptideos lineares formando a -
hélice e desprovidos de cisteina (Ex. cecropinas); Il - peptideos contendo residuos de cisteina
(Ex. defensina, drosomicina, tanatina); |11 - peptideos contendo grande nimero de residuos de
prolina (Ex. drosocina, lebocina e formacina) e glicina (gloverinas) (Bulet et al., 1999).

As cecropinas foram os primeiros peptideos induzidos caracterizados em insetos. Em
mosquitos, 0s primeiros relatos de moléculas com caracteristicas similares a cecropina foram
realizados “in vitro” em linhagens de células de Aedes albopictus por Hernandes et al. (1994).
No entanto, o isolamento dessa molécula em hemolinfa imunizada de Aedes aegypti s
ocorreu em 1999 por Lowemberg e colaboradores. Em seguida, a cecropina também foi
isolada em Anopheles gambiae (Vizioli et al., 2000). Além de atividade contra bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa, a cecropina mostra-se eficaz na reducéo do Plasmodium
gallinaceum (Gwadz et al., 1989) e do parasitafilarial Brugia pahangi (Chak et al., 1994).

Os primeiros relatos de defensina em insetos foram feitos simultaneamente por dois
grupos de pesquisadores que trabalhavam independentemente. Assim, em 1988, Matsuyama e
Natori descreveram a ocorréncia deste tipo de peptideo no diptero Sarcophaga peregrina e
Lambert et al. (1989) registraram 0 mesmo peptideo no diptero Phormia terranovae. Desde
entdo, mais de 30 defensinas foram descritas em varias espécies de insetos. Em mosquitos,
defensinas foram primeiramente isoladas por Chalk et al. (1995) e Lowenberger et al. (1995)
em A. aegypti. Posteriormente, Cho et al. (1996) isolaram e sequenciaram 0s genes da
defensina nesta espécie de mosquito, o qual inclui 1400 pb (pares de base) na regido de
codificacdo. A defensina é ativa principamente contra bactérias Gram-positivas e
ocasionalmente possui agcdo contra fungos (Cociancich et al., 1994; Rees et al., 1997) e filaria
(Albuquergue e Ham, 1996).



Peptideos ricos em cisteinas, como drosomicina e tanatina, apresentam acdo
antifungica. A drosomicina foi o primeiro peptideo com acdo antifungica isolado em um
inseto, e até o presente s6 foi encontrada no diptero Drosophila melanogaster (Fehlbaum et
al., 1994). Além da propriedade antifingica, as tanatinas atuam contra bactérias Gram
positiva e Gram negativa, tendo sido isolada no hemiptero Podinus maculiventris (Fehlbaum
et al., 1996).

Os peptideos ricos em prolina possuem peso molecular entre 2-4kDa, ndo
apresentam residuos de cisteinas, e atuam contra bactéria gram-negativa. Além da drosocina,
lebocina e formacina citados anteriormente, inclui-se nesse grupo a abecina (Castedls et al.,
1990), a apidecinas (Casteels et al., 1989) de abelhas e outros himendpteros (Casteels et al.,
1994), a metalnikowins (Chernysh et al., 1996) e a pirrocoricina de coledpteros (Cociancich
et al., 1994).

Peptideos ricos em glicina apresentam peso molecular relativamente heterogéneo,
variando entre 10-30kDa (Hetru et al., 1998). A atacina de 22kDa descoberta no lepidoptero
Hyalophora cecropia, € ativa contra bactérias Gramnegativas (Hultmark et al., 1980;
Engstrém et al., 1984).

Além do aumento de peptideos antimicrobianos na hemolinfa em resposta a invaséo
de um corpo estranho, outros mecanismos, como 0 estimulo da cascata enzimética que regula
a coagulacdo e melanizagcdo (Muta e lwanaga, 1996; Gillespie e Kanost, 1997) e a producéo
de reacbes mediadas por oxigénio e nitrogénio (Bogdan et al., 2000; Vass e Nappi, 2001),

cooperam nas reagdes para eliminar os agentes infecciosos.

1.4. Mecanismo de Resposta Celular: Fagocitose, Encapsulamento e
Nodulacéo.

O processo de resposta imune celular é considerado complexo, por conter vérias
fases distintas e especificas de atuacdo. Em geral, a resposta celular esta relacionada com
compostos bioguimicos presentes na hemolinfa, além de depender do tamanho do
microorganismo invasor, quantidade e propriedades da membrana do patégeno. Esta resposta
desencadeia 0s seguintes mecanismos. fagocitose, encapsulamento e nodulacéo (Gotz e Vey
1974; Ratcliffe e Rowley, 1979; Ratcliffe e Waters, 1983; Wiesner, 1992).



Na maioria dos insetos, a fagocitose tem inicio quando hemdcitos do tipo
plasmatdcito ou granuldcito reconhecem o patdgeno como invasor. O reconhecimento ocorre
pela interacdo direta de receptores de superficie presentes no hemdcito com moléculas do
organismo invasor ou pelo reconhecimento de fatores humorais que se ligam a superficie do
microorganismo (Lavine e Strand, 2002). Dentre as moléculas componentes da parede celular
do invasor que servem como receptores de reconhecimento, destacam-se polissacarideos
(LPS), peptideo glican, e 1,3-glucan. Além destes, lectinas e hemolinas sdo citadas como
receptores de reconhecimento pelos hemacitos (Bulet et al., 1999, Schmidt et al., 2001).

Integrinas conhecidas como @, b), glicoproteinas heterodiméricas, compostas de
subunidades associadas ndo covalentemente, constituem a principal classe de receptores de
reconhecimento presente no hemécito (Hynes, 1992). As integrinas ligamse a matriz
extracelular que contém a sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD) (Humphrieset al., 1993). A ligacdo
ativa a cascata que regula a formacgéo de um fagosoma e ingestéo do corpo estranho, via um
mecanismo dependente da polimerizagdo da actina. O fagosoma matura em fagolisossoma
eliminando ou degradando o corpo estranho.

Além da fagocitose, o encapsulamento e a formacdo de nédulos sdo mecanismos
celulares que auxiliam na eliminagdo de microorganismos invasores. Estes mecanismos
requerem gue hemacitos ndo adesivos se transformem em adesivos, de modo a se ligarem uns
aos outros e envolverem o patégeno. Citoquinas e homdélogos sdo considerados os mais
importantes fatores de adesdo dos insetos, atuando sobre os plasmatocitos que sdo as
principais células envolvidas no encapsulamento e nodulaggo (Clark et al., 1997; Strand et al.,
2000). Em insetos com baixo ndimero de hemdcitos circulantes, como os dipteros, o
encapsulamento é dito humoral devido a baixa participacéo de hemdcitos na nodulagéo (Vey e
Gotz, 1975) e a deposicdo de uma matriz homogénea ao redor do organismo invasor (Gotz,
1986; Ratcliffe et al., 1986; da Silva et al., 2000).

A formacdo de nddulos é quantitativamente a resposta mais €ficiente contra
infeccBes bacterianas (Horonov e Dunn, 1982), retendo um grande nimero de bactérias dentro
do nédulo, tornando-as isoladas na hemocele do inseto. Entdo a cascata da profenoloxidase €
estimulada, formando um deposito de melanina ao redor da bactéria, tornando o nédulo
melanizado (Soderhal e Schmit, 1984; Mandato et al., 1997). A intensidade desta
melanizacdo parece estar ligada a variacdo da quantidade de hemdcitos envolvidos neste
processo e do tempo de exposi¢ao do patdgeno aos hemacitos.

No mosquito C. quinquefasciatus a resposta celular parece ser o principal mecanismo

de defesa contra a bactéria Micrococcus luteus e o fungo Candida albicans (Araljo, 2000; da



Silva et al., 2000). Os nddulos formados em resposta a infeccdo variaram de tamanho e
intensidade de melanizacéo, sendo encontrados preferencialmente no tegumento e traquéias
(Aragjo, 2000).

1.5. Fatores que Afetam a Defesa Celular

A atividade fagocitica e o0 processo de nodulacdo tém se mostrado fortemente
influenciados pela producdo de aminas biogénicas e eicosandides. As aminas biogénicas,
como octopamina e 5-hidroxitriptamina (5-HT), atuam mudando o comportamento e
motilidade dos hemdcitos, elevando a fagocitose in vitro e formacéo de nédulos in vivo na
barata Periplaneta americana (Baines et al., 1992). Um aumento na eliminacéo de bactérias
da hemolinfa da mariposa Galleria mellonella devido a influéncia de octopamina sobre estes
mecanismos de defesa celular foi descrito por Dunphy e Downer (1994).

Os eicosandides, termo geral usado para caracterizar todos os metabolitos com
atividade bioldgica derivados de acidos graxos polinsaturados de C20: homo-g-linolénico
(20:3n-6), acido araquidbnico (20:4n6) e eicosapentaendico (20:5n-3), também tém sido
citados como importantes na regulacdo de reagcdes de eliminac&o microbiana da hemocele dos
insetos (Stanley-Samuelson, 1991).

Segundo Stanley-Samuelson (1994a), sdo reconhecidos trés grupos principais de
eicosanoides: O primeiro é formado pelas prostaglandinas e tromboxanos e agem na via da
cicloxigenase. O segundo € constituido pelo &cido epoxieicosatriendico que atua na via
epoxigenase. Finalmente, leucotrienos e lipoxinas influenciam a via da lipoxigenase
responsavel por grande quantidade de produtos que mediam os eventos de respostas celulares
tanto em mamiferos como em invertebrados. Um esquema representando a biossintese dos
eicosandides baseado no metabolismo do écido araguidbnico esta representado na Figura 1.

Entre os mamiferos, os eicosandides sdo conhecidos particularmente por atuar em
eventos patofisiologicos, incluindo inflamacdes (Holtzan, 1992; Needleman et al., 1986;
Powell e Funk, 1987; Spector et al., 1988). Nos insetos, 0 aspecto mais bem estudado refere-
se a mediacdo dessas substancias sobre as reacdes de defesa celular, nos processos de
nodulagéo e fagocitose, em resposta a infecgdes bacterianas (Jurenka et al., 1997; Mandato et
al., 1997; Miller et al., 1994; Tunaz et al., 1999; 2001). Além disso, 0s eicosanoides também

parecem influenciar no comportamento de reproducéo, transporte de ions e ecologia de vérios



insetos (Stanley-Samuelson, 1994a,b; Stanley e Loher, 1986; Stanley e Howard, 1998;
Howard e Stanley, 1999; Stanley, 2000).

A maioria dos estudos sobre a influéncia dos eicosandides na resposta imune celular
dos insetos tem sido realizada pelo grupo coordenado por Stanley-Samuelson. Usando
inibidores da biossintese dos eicosandides, os pesquisadores tém mostrado uma reducdo no
processo de formacdo de nddulos em varios insetos. A injecdo de inibidores especificos da
fosfolipase A,, cicloxigenase e lipoxigenase, no lepidoptero Manduca sexta resultou na
diminuicdo da capacidade da larva em produzir noédulos contra a bactéria Serratia
marcescens, levando os autores a sugerirem gue produtos da ciclo e lipoxigenase podem
regular a resposta de adesdo dos hemdcitos a esta bactéria (Miller et al., 1994). Estudos
posteriores realizados por Miller et al. (1996), demonstraram que em larva do coledptero
Zophobas atratus as reacGes de microagregacdo e nodulacdo a infecgdo bacteriana é
dependente dos eicosanGides. Resultados similares foram observados no bicho-da-seda,
Bombix mori (Stanley-Samuelson et al., 1997), nas mariposas Agrotis ipsilon e Pseudaletia
unipuncta Jurenka et al. (1997), em larvas da Colias eurytheme (Stanley et al., 1999), em
adultos do grilo Gryllus assimilis (Miller et al., 1999) e em duas espécies de cigarras,
Magicicada septende e M. cassini (Tunaz et al., 1999).

Outros mecanismos relacionados com a resposta celular, como a fagocitose também
tem sido descrita como mediada por eicosandides em Galleria mellonella (Mandato et al.,
1997). De acordo com Carton et al. (2002), os eicosandides também mediam o processo de
encapsulamento em ovos parasitados de Drosophila.

O modo de agdo dos eicosandides é pouco conhecido, embora possam mediar
inducdo dos genes da cecropina e lisozima no corpo gorduroso do bicho-da-seda (Morishima
et al., 1997). Isto sugere que os eicosandides possam ser elementos biol6gicos importantes
nos processos de transducéo que operam entre uma infeccéo bacteriana e 0 aparecimento de
reacOes de defesa no inseto.
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Figura 1- Esquema dos eicosandides, baseado no metabolismo do acido araguidénico,
a partir de estudos em mamiferos. As principais familias dos eicosan6ides incluem as
prostaglandinas, acido epoxieicosandicos e véarios produtos da via da lipoxigenase. As
letras maiUsculas indicam os locais onde ocorrem as inibicdes seletivas, das vias
metabdlicas da biossintese dos eicosanbides. A - via da fosfolipase A (PLA2) que é
inibida pela dexametasona; B - via da cicloxigenase, inibida pela indometacina, as
aspirinas e naproxina; C - via da epoxigenase, inibida pela SKF-525A; D - via da
lipoxigenase, inibida pela esculetina. HETE é&cido hidroxieicosatetraendico. Fonte:
Stanley- Samuelson, 1994.



1.6. Tamanho do Cor po e a Resposta Imune

O tamanho do corpo dos insetos pode influenciar diversos aspectos fisiol égicos como
fecundidade, longevidade, atratividade para o hospedeiro e a capacidade de defesa imune
contra infecgbes (Gleiser et al., 2000), além da possibilidade de torna-se vetor (Paulson e
Hawley,1991; Nasci e Mitchell, 1994). Fish (1985), Gutiérrez e Menéndez (1997) também
sugerem o tamanho como um fato determinante na sobrevivéncia e distribuicdo dos
individuos no ambiente natural.

Em mosquitos, vérios trabalhos tém relacionado o tamanho, com a quantidade de
sangue ingerido (Ahmed et al. 1999; Lima, 2000), numero de ovos postos (Briegel, 1990;
Hurd et al., 1995; Lima et al. 2003) e longevidade das fémeas (Briegel, 1990a,b; Nasci, 1986;
Van Handdl e Day, 1988). Além disso, fémeas grandes de Ae. triseriatus sGo mais resistentes
a infeccdo pelos virus Ross River ou La Cross (Grimstad e Walter, 1991; Nasci e Mitchell,
1994), enquanto fémeas maiores de Ae. aegypti S0 menos susceptivels ao virus da dengue
(Sumanochitrapon et al., 1998). A influéncia do tamanho sobre a capacidade imune ndo se
restringe a infecgdes virais. Assim, Lyimo e Koella (1992) verificaram gque fémeas grandes de
Anopheles gambiae coletadas no campo continham menos esporozoitos de malédria do que
fémeas menores. Resultados similares foram obtidos por Suwanchaichinda e Paskewitz
(1998), estudando a mesma espécie de mosqguito, com relacdo a capacidade de melanizacdo de
particulas de sefadex beads®. Adultos provenientes de larvas criadas em dietas variadas
apresentaram capacidade de melanizagdo de acordo com o tamanho, sendo os individuos
maiores mais aptos a realizarem este processo. Os autores sugerem que tal diferenca pode ser
decorrente de mudangas na concentracdo de nutrientes criticos para a melanizag&o.

De acordo com Nasci e Mitchell (1994), o tamanho do adulto € uma manifestacéo
fisica da qualidade do habitat larval. Neste contexto, a disponibilidade de alimento, namaioria
das vezes, relacionada com a densidade larval do habitat, € um fator determinante do tamanho
do corpo como descrito para Ae. cantans por Renshaw et al. (1993) e Ae. polynesiensis
(Mercer, 1999). A competicdo por alimento, dependente da densidade em diferentes estagios
larvais do mosquito Culex pipiens quinquefasciatus, resultou no aumento da mortalidade e
tempo de desenvolvimento, além de afetar negativamente o tamanho dos adultos (Gorla et al.,
1992). Este fator também foi demostrado por Schneider et al. (2000) com larvas de Anopheles

arabiensise An. gambiae em estudo de laboratorio.
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Portanto, pode-se inferir que o tamanho do corpo do inseto influencia a
susceptibilidade a infeccdo, estando na dependéncia das condigdes nutricionais dos estagios
larvais. Desse modo, estudos que contribuam para um maior conhecimento das relacdes entre
o tamanho e a capacidade de defesa contra infec¢éo sdo fundamentais para o entendimento da

capacidade vetorial de espécies de importancia médica.



1

2 - HIPOTESES

Considerando a influéncia da nutricdo larval sobre o tamanho e fisiologia dos
mosquitos, neste trabalho foram testadas trés hipéteses para verificar a relacéo entre o

tamanho de C. quinguefasciatus e a sua capacidade de resposta de encapsulamento.

a) Larvas criadas em diferentes densidades populacionais, apresentardo alteractes na

duracéo do periodo de desenvolvimento e no tamanho dos adultos.
b) O tamanho do corpo do adulto interfere na capacidade imunol gica do inseto.
C) Se os eicosandides atuam no processo de formacdo de cdpsulas melanizadas,

fémeas infectadas com patdégeno, terdo a resposta de encapsulamento reduzida pelos

inibidores das vias metabdlicas dessa substancia.



3-0OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar o efeito do tamanho de fémeas adultas e da indometacina sobre a formagéo

de cpsulas em Culex quinguefasciatus submetidos a infecgdo com o fungo Candida albicans.

3.2. Especificos

3.2.1. Veificar o tamanho das fémeas e a duracdo do periodo pds-embrionario de

Culex quinquefasciatus criados em diferentes densidades larvais.

3.2.2. Relacionar a variagdo de tamanho das fémeas com a capacidade de formacéo de
cpsulas melanizadas, em resposta a infecgcdo pelo fungo Candida albicans.

3.2.3. Andlisar a influéncia da indometacina (inibidor da via da cicloxigenase na

biossintese dos eicosandides) sobre a formacdo de capsulas melanizadas em

mosquitos infectados.



4—-MATERIAL E METODOS

4.1. Tamanho das Fémeas e Duracéo do Periodo Pés-embrionéario do Culex
guinguefasciatusem Funcéo da Densidade L arval.

Para analisar o0 efeito do tamanho da fémea de C. quinquefasciatus sobre a
capacidade de defesa celular na forma de cdpsulas melanizadas contra C. albicans, trés classes
de tamanho de adultos foram induzidas, seguindo-se o protocolo descrito por
Sumanochitrapon et al. (1998). Larvas recém eclodidas (até 12 horas) foram distribuidas em
trés gupos com densidade variavel (Tabela l), recebendo doses de 60 mg de racdo para gatos
Whiskas® (triturada e autoclavada) nos dias 1, 3, 5 e 6 de desenvolvimento. A quantidade de
alimento por larva nos diferentes grupos variou entre 1,2 a 4,8 mg/larvalcuba ao final do

desenvolvimento (Tabelal).

Tabelal. Grupos experimentais e quantidade de alimento oferecido (60mg) nosdias 1, 3,5e6

do desenvolvimento larval do Culex quingquefasciatus mantidas em 3 diferentes densidades.

Densdadelarval  Quantidade de alimento por dia Total de alimento por larva

(mg) (mg)
50 4.8
100 60mg 24
200 1,2

Trés réplicas de cada experimento foram realizadas. Durante o desenvolvimento, as
larvas foram mantidas em cubas plasticas (20x30x5¢cm), contendo 1 litro de agua destilada.

Pupas provenientes de cada grupo foram colocadas em recipientes plasticos
(6x11cm), sendo acondicionadas em gaiolas separadas de acordo com seu grupo. Os
recipientes foram introduzidos no interior de gaiolas (30x30x32cm), recobertas com Telacom

para emergéncia dos adultos. Durante os experimentos todos os individuos permaneceram em
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sala de criag8o com temperatura de 27°C + 2°C, 80 + 5% de umidade relativa e fotoperiodo
de 12:12 horas (Figura 2). Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de
Invertebrados Terrestres da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.

A estimativa do tamanho das fémeas foi baseada na técnica de Lyimo e Koella
(1992). A asa direita de cada exemplar foi removida e montada em lamina com laminula,
sendo seu comprimento medido da dula (extremidade proximal) até a extremidade distal,
excluindo-se a franja (Figura 3 A e B). O comprimento da asa foi medido através de lupa
(LeicaMZ6®). Antes das andlises, o sistemafoi calibrado com uma lamina micrométrica.

Durante o desenvolvimento pés-embrionério foram realizadas observactes diérias
para o registro da duracdo do periodo larval e determinacdo dos indices de mortalidade em
cada tratamento.

4.2. Relacéo entre Tamanho dos M osquitos e Encapsulamento

4.2.1. Infeccdo dosinsetos

Como edtimulador do sistema imune foi utilizado C. albicans, linhagem 1007
DAUFPE (Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco). Fémeas
provenientes de cada uma das trés classes experimentais (G50, G100 e G200), com idade
entre 3-4 dias, foram divididas em dois grupos e submetidas aos seguintes tratamentos

infecciosos:

1 - Infectadas com o patdégeno, através da inoculacdo de Il da suspensdo da
levedura, preparada por diluicdo uma alcada (didmetro de 2mm) do microorganismo
retirado da solucéo estoque (ver abaixo) em 5ml de tampéo fosfato 0,01M (0,027M de
KCl; 137 de NaCl; pH7,4 - SIGMA?). Para padronizar a dose inoculada, a suspensio
foi calibrada em espectrofotdmetro (B-442, Micronal) a uma densidade ética (DO) de
0.26 obtida na absorbancia de 600nm de comprimento de onda. Estima-se que nestas
condi¢cBes o nimero de células do fungo em 1M da suspensdo seja equivalente a
1.5x10° (da Silva, 2000).



Figura 2. Sala de criagdo do mosquito Culex
quinquefasciatus, Laboratério de Invertebrados
Terestresd UFPE. A - Cubas plasticas para
acondicionamento de larvas, B — Gaiolas para o
acondicionamento das pupas.
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2 - Injetado com tampdo fosfato como controle para um possivel efeito do trauma

causado pelainoculacdo sobre a resposta imune do inseto.

A solucdo estoque consistiu de coldnias de C. albicans mantidas em placa de Petri
(9% 1,5cm) contendo 20ml de meio de cultura sdlido Sabouraund Dextrose - Agar da
DIFCO?, (Neopeptonas — 10%; Bacto-Dextrose — 40%; Bacto-Agar — 15%; pH — 5,6). A
preparacdo do meio seguiu as especificacdes do fabricante, (65g em 1l de &gua destilada,
fervido até a ebulicdo, autoclavado a 121°C por 15 minutos) e armazenado em geladeira a
uma temperatura de 9°C. A cada 15 dias o material era repicado en uma nova placa, e
incubado a 37°C por 24h e depois acondicionado em geladeira.

A infeccdo foi realizada através da inoculacdo intratoracica de 1m da suspensdo do
patdgeno em fémeas anestesiadas em gelo por cerca de 2 a 3 minutos. Para inoculacdo, foram
utilizadas microseringas confeccionadas a partir de microcapilares sem heparina (MICRON?).
Apés a infeccdo, os insetos foram mantidos em recipientes plasticos, 10x6cm, devidamente

telados e alimentados com solucdo de sucrose até o momento das analises.

4.2.2. Analise da Formacao de Capsulas em Resposta a I nfeccéo com
Candida albicans

Para andlise das cdpsulas melanizadas formadas em resposta a infeccéo, o abdome
das fémeas dos grupos acima citados foi dissecado, fixado em I1&mina histol égica com solucéo
de montagem (alcool a 70% + Glicerina na proporcéo de 1:1), e registradas as capsulas
melanbicas. Estas observagbes foram redizadas em trés diferentes momentos apds o
tratamento (24, 48 e 72h) para estimar a duragcdo da resposta imune. As capsulas melanizadas

foram contadas em microscopio éptico Leica DMLS®, com aumento de 20X.
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4.3. Formagcao das Cépsulas em Resposta ao Tratamento com | ndometacina

Para determinar o efeito da indometacina (inibidor da via da cicloxigenase) sobre a
formacdo de capsulas, fémeas provenientes dos trés grupos de tratamento larvais foram

divididas em quatro grupos experimentais:

1 - Mosquitos inoculados com patdgeno em tampdo fosfato + indometacina (0.5% de
etanol);

2 - Mosquitos inoculados com o patégeno em suspensdo de tampéo fosfato;

3 - Mosquitos injetados com tampéo fosfato;

4 - Mosquitos injetados com 0.5% de etanol em tampé&o fosfato.

Os mosquitos foram inoculados com ImM da suspensdo do patdégeno misturado a
solucdo de indometacina a 10mM, dissolvidos em etanol absoluto. Os controles consistiram
de insetos inoculados com a suspensdo do patégeno diluido em salina e mosquitos injetados
com etanol a 0,5% em tampdo fosfato. As andlises do efeito do inibidor foram realizadas 24,
48 e 72h apods a infeccdo, onde os mosguitos ram mortos, dissecados e examinados para

verificagdo e contagem das capsulas mel anizadas formadas.

4.4. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados usando-se o programa Bio Estat versdo 1.0. Quando
aplicavel, os dados foram transformados usando-se log 10, € as diferencas das médias do
nimero de cdpsulas analisadas através de ANOVA (Testet - LSD). A correlacéo de Spearman
foi usada para relacionar variacéo de tamanho e producdo das cdpsulas. Diferencas entre as
médias do nimero de cdpsulas nos grupos tratados e controles foram comparadas pelo teste T
de Student.



B
Figura 3. Asa esquerda de fémeas de Culex quinquefasciatus. A- asa de individuos
maiores gque 3,9mm comprimento (a-b= medida da asa entre os pontos a e b). B
individuos menores que 3,9mm. Em aumento de 16x.
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5-RESULTADOS

5.1 Variacdo do Tamanho das Fémeas e Duracdo do Periodo POs-
embrionério de C. quinquefasciatusem Funcéo da Densidade L arval

O efeito da densidade larval sobre o tamanho do corpo das fémeas adultas de C.
guinquefasciatus foi investigado em 433 mosquitos provenientes dos trés diferentes tipos de
tratamento. Os resultados obtidos quanto a média e variagdo de tamanho das fémeas em cada
grupo estdo representados na Tabela ll.

Em todos os experimentos, os dados do comprimento de asa apresentaram uma
distribuicdo normal. O tamanho das fémeas sofreu forte influéncia do numero de
individuogrecipiente, diferindo estatisticamente entre as classes de tamanho (F=800,16;
p<0,01).

O menor tamanho registrado foi de 3,4mm correspondendo a (11,1%, n=139) das
fémeas do G200, enquanto as maiores fémeas foram obtidas no grupo G50 com tamanho de
4,29mm (12,5%; n=143).

A duragéo do periodo de desenvolvimento pos-embrionario nas diferentes densidades
foi analisada numa amostra de 4.592 individuos, cuja distribuicdo por grupo esta representada
na Tabela Il. A densidade das larvas influenciou a duracdo do desenvolvimento pés-
embrionario, mostrando-se mais longo nos grupos com maior o nimero de individuos por
recipiente. Embora a duragdo minima do estagio larval tenha sido igual em todos os grupos (7
dias) o tempo maximo de desenvolvimento nesta fase foi de 10, 12 e 20 dias para 0s grupos
com 50, 100 e 200 larvas/recipiente (Tabela ll) respectivamente.

Independente do grupo anadlisado, o indice de mortaidade foi mais acentuado no
periodo larval do que no estagio de pupa. Essa diferenca, contudo, mostrouse relacionada
com o nimero de individuos por recipiente (Tabela Il), sendo mais elevada nas cubas com

200 larvas. Neste grupo, ataxa de mortalidade foi similar entre larvas e pupas.
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Tabela ll. Duracéo do desenvolvimento pds-embrionario, mortalidade e tamanho das fémeas

de Culex quinquefasciatus, submetido a diferentes densidades populacionais durante o

periodo larval.
Desenvolvimento Mortalidade (%) Asa (mm)
Densidade (dias) N Larva  Pupa Médiat EP N

larval (Grupo) Larva  Pupa (variacao)

G50 7-10 1-2 1200 4,33 0,41 4,15+0,06 143
(4,05-4,29)

G 100 7-12 1-2 1500 5,40 3,20 3,96+0,09 151
(3,72-4,21)

G 200 7-20 1-2 2400 6,95 6,45 3,62+0,01 139
(3,40-3,96)

Total 5.100 433

O percentua de pupacdo didria nos diferentes tratamentos esta indicada na Figura 4.
No grupo com 50 individuos/cuba a maioria das larvas (82,7%) puparam entre 0 7° e 8° dias e
o tempo maximo de desenvolvimento foi de 10 dias. Neste mesmo periodo, apenas 48,4% das
larvas provenientes do G100 e 39,4% do G200, haviam sofrido metamorfose pupal, o que
corresponde a uma reducdo de 35% e 57% respectivamente ra taxa de pupagdo, quando
comparado ao grupo com menor nimero de individuos por recipiente.

Nos grupos G100 e G200, os maiores indices de pupacdo ocorreram no dia 8° e
dias do desenvolvimento pos-embrionério (Figura 4), representando um retardo em torro de
24h no pico de pupacdo comparado ao G50. O efeito sobre a duracdo do periodo de
desenvolvimento foi mais acentuado no grupo G200, onde larvas ainda foram visualizadas nas
cubas 20 dias apos a eclosdo (dados ndo mostrados), indicando um prolongamento de até 10

dias no periodo larval em relagdo ao G50 e 8 dias comparado ao G100.
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Figura 4. Percentual de pupas de Culex quinquefasciatus obtidas nos
recipientes contendo 50, 100 e 200 larvas respectivamente, entre o 7° e 14°
dias de desenvolvimento pos-embrionério.

5.2 — Relagdo entre o Tamanho do Corpo das Fémeas e a Capacidade de

For macéo de Capsulas M elanizadas

Um total de 105 fémeas foi utilizado nas andlises referente a relacéo entre o tamanho
e a capacidade de formagdo de cpsulas. Iniciamente observouse a formagdo de agregacéo
das leveduras do fungo, seguindo-se o depdsito de substancia amorfa e finalizando com a
deposicdo de melanina (Figura 5A e B). Na primeira fase foi quantificado o nimero de
cdpsulas produzidas por fémeas provenientes de cada grupo (G50, G100 e G200)
separadamente, para determinar se ocorria variagdo significativa intragrupo. Cépsulas
melanizadas visualizadas por transparéncia no abdome do mosquito infectado sdo mostradas
naFigura (6 A eB).

Agregacao Céapsula melanizada
Figura 5. Agregacdo (A) e capsula melanizada (B) induzida pela
inoculacdo de Candida albicans em Culex quinquefasciatus.



Figura 6. Cdpsula melanizadas no abdome de Culex quinquefasciatus tratados com

Candida albicans 48h apds inoculagdo. (A)- mosquito ndo tratado; (B)- mosquito
infectado.

Os resultados mostraram que dentro de cada grupo as variagdes de tamanho
encontrado ndo afetou significativamente o nimero de cdpsulas formadas. Entretanto, a
formacdo de cpsulas melanizadas mostrou uma correlagdo positiva significante com o
tamanho através da regresséo linear quando os diferentes grupos foram comparados (r=0,48,
p< 0,05).

Embora apresentem tamanhos diferentes, individuos dos grupos G50 e G100
produzem um nimero similar de capsulas (G50=151+48,1; G100=145,4+59,2; Kruskal-
Walis p=0,433). No entanto, diferencas significantes foram encontradas quando estes grupos
foram comparados a0 G200 (G200= 91,2+27,7; Kruska-Wallis p=0,0001). O gréfico da

Figura 7 mostra que o nimero de capsulas maior do que 150/individuo so foi registrado em
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fémeas com tamanho superior a 3,9mm. Reagrupando-se os individuos da amostra estudada
em dois grupos, considerando-se tamanhos maiores e menores que 3,9mm, encontra-se

diferencas significativas no nimero de cdpsulas melanizadas formadas entre os grupos.

4,5

Tamanho da asa (mm)

3,3

50 100 150 200 250
Média do n°de nodulos
Figura 7. Correlacdo linear entre o tamanho da asa e producéo de cdpsulas em

fémeas de Culex quinquefasciatus, em resposta a infeccéo pelo fungo Candida
albicans. (r=0,48, p<0,05).

Independente do grupo andisado, a resposta de formacdo das cdpsulas foi mais
elevada 48h apos a infeccdo (Figura 8). No entanto, nas fémeas do (G50) 0 nuimero de
capsulas melanizadas formadas neste periodo foi significativamente maior (F=6,96, p= 0,002)
do que 24 e 72h. Nos demais grupos, ndo houve diferenca significativa na resposta de

formagao destas capsulas entre o0s periodos analisados.
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Figura 8. NUmero de cdpsulas formadas por fémeas de Culex
quinquefasciatus, em resposta a infeccdo com Candida albicans nos

diferentes grupos, durante 24, 48 e 72h apés a infeccao.

A variagdo no nimero de capsulas formadas em resposta a infeccéo por C. albicans
a0 longo de 72h, considerando-se como referéncia o tamanho de 3,9mm esta mostrada na
Tabela I1l. A capacidade de encapsulamento sob a forma de cépsulas melanizadas foi
significativamente menor entre as fémeas com tamanho inferior a 3,9mm, em todos os
momentos analisados. Em ambos os grupos, a maior atividade de defesa ocorre 48h apds a
infeccdo.

Tabela 1. Formagdo de cpsulas em fémeas de C. quinquefasciatus em resposta a infecgéo
por C. albicans no periodo de 72h, considerando-se 3,9mm como tamanho limite para

eficiéncia da resposta.

Tempo (h) Média+ ER n.° decipsulas Média+ ER n.° de capsulas P
<3.9mm >3.9mm
24 92,5+9.37 125,2+9.52 0,018
48 148,9+13.36 179,3+11.40 0,045

72 103,6+12.07 144,1+10.16 0,003
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5.3. - Efeito da Indometacina sobre a Formacdo de Cépsulas M elanizadas

em Mosquitos I nfectados

A presenca do indometacina reduziu significativamente o nimero de capsulas
formadas em resposta ainfecgdo com C. albicans, em todos os testes realizados. Esta reducéo
mostrouse independente do tamanho do inseto. Assim, foi formado um pool das diferentes
amostras para andlise do efeito do inibidor sobre a formacdo de capsulas melanizadas. As
variacdes na média de cpsulas formados ao longo de 72h de observacdo estdo mostradas na
Figura9.

Nas primeiras 24h, o0 nimero médio de cdpsulas registradas em mosquitos infectados
com C albicans e tratados com indometacina foi de 49,8+12,05 apresentado uma reducdo de
52,6% (n=40) comparada ao grupo sem inibidor (105,1+40,74). No momento do pico da
resposta, quando a meédia de capsulas registradas no grupo controle foi de 162,3+53,98
cdpsulas/individuo, observouse uma reducdo em 45% no nimero de cdpsulas formadas no
grupo tratado com indometacina (88,5+19,45). Apds 72h, essa reducdo foi de 64,3% (n=40)
(Figura 9). Diferencas significativas no nimero médio de cpsulas formadas foram

encontradas entre todos os grupos (p<0,05).
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Figura 9. Numero médio de capsulas formadas por fémeas de Culex
quinquefasciatus infectadas com Candida albicans, em resposta ao
tratamento com o inibidor da biossintese dos eicosanoides,
indometacina.
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6 — DISCUSSAO

A resposta de formacdo de capsulas melanizadas no mosquito Culex
guinquefasciatus infectado com as leveduras de Candida albicans e tratados com
indometacina ddo suporte a hipétese que os eicosandides estdo envolvidos no processo e
resposta celular deste mosquito. Este mecanismo no entanto parece depender de fatores
inerentes ao inseto, como a natureza do patdgeno e o tamanho do corpo dos insetos (Ratcliffe
e Walters, 1983; Rahmet-Alla e Rowley, 1989; Howard et al., 1998).

Stanley-Samuelson (1991), foi o primeiro a sugerir o envolvimento dos eicosandides
na mediacdo da resposta celular dos insetos. Este autor verificou que a inoculagdo de
inibidores das vias metabdlicas da biossintese dos eicosandides reduziam intensamente a
producéo de nédulos contra a bactéria Serratia marcescens no lepidoptero Manduca sexta. A
partir desse trabalho, varios estudos obtiveram resultados similares em diferentes espécies de
insetos, enfocando especialmente, infeccdes bacterianas (Miller et al., 1996; Jurenka et al.,
1997; Stanley et al., 1999).

A mediacdo dos eicosandides a resposta celular antifungica em C. quinguefasciatus
foi inicialmente estudada, em nosso laboratorio, por Aradjo (2000). Além da dexametasona,
um inibidor da via metabdlica da fosfolipase A, na biossintese dos eicosandides, a autora
tratou os mosquitos infectados pelo fungo C. albicans, com esculetina, um inibidor que atua
na via da lipoxigenase nesta mesma biossintese, para determinar 0 envolvimento dessas
substéncias na nodulagdo. A indometacina, usada em nosso trabalho, amplia os estudos sobre
o efeito dos eicosandides na resposta celular desta espécie de mosguito e mostra que este
inibidor reduz mais intensamente a capacidade do mosquito em formar capsulas melanizadas
contra ainvasdo do fungo, comparado aos inicialmente usados por Araljo (2000).

Além de C. quinquefasciatus, estudos relacionando eicosandides e a formacéo de
cpsulas melanizadas em resposta a infecgdo por fungos, foi encontrado apenas no lepiddptero
Manduca sexta infectado com o Metarhizium anisopliae (Dean et al., 2002). Similar ao
descrito para este inseto, a formagdo de cdpsulas em C. quinquefasciatus mostrou-se uma
parte importante na resposta de defesa contra infeccéo por C. albicans. Apesar da grande
diferenca do tamanho, peso e dosagem do patdégeno inoculado nessas duas espécies de insetos,

a intensidade da resposta mediada 24h ap6s inoculagéo pode ser considerada similar entre M.
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sexta (108 nodulos) e C. quinguefasciatus (105 nédulos). Esta similaridade sugere a
existéncia de uma ata especificidade na resposta celular a diferentes microorganismos entre
0s insetos e/lou um sistema de defesa mais eficiente no mosquito. Este processo de
melanizacdo de ndédulos ou cdpsulas tem sido descrito na maioria das espécies e insetos
estudados (Gotz, 1986; Howard et al., 1998; Kaaya e Ratcliffe, 1982; Mandato et al., 1997
Tunaz et al., 1999; Vey e Gotz,1975)

Nos estudos com bactérias, varios trabal hos tém mostrado que linhagens patogénicas
resultam em niveis maiores de nodulacéo do que as ndo patogénicas (Jurenka et al., 1997;
Miller et al., 1999; Ratcliffe e Walters, 1983; Rahmet-Alla e Rowley, 1989; Stanley-
Samuelson et al., 1997). Além disso, a intensidade da resposta de nodulagéo também tem se
mostrado variavel no caso da bactéria estar viva ou morta (Rahmet-Alla e Rowley, 1989).
Estas observactes levaram Howard et al. (1998) a postular que a intensidade das reacOes de
nodulagdo dos insetos esta relacionada a natureza da bactéria invasora e a fatores intrinsecos
dos individuos. Baseado em nossos resultados e nos dados descritos por Dean et al. (2002),
podemos sugerir que esta regra aplicase ndo apenas a bactérias, mas a qualquer tipo de
patogeno. Os achados de Araljo (2000) reforcam esta hipotese. A autora verificou uma
resposta duas vezes mais intensa contra infeccdes de C. albicans do que a bactéria
Micrococcus luteus em fémeas de C. quinquefasciatus.

Nos mosquitos, o tamanho do corpo das fémeas, o qual esta normalmente associado
as condi¢des do habitat larval, tem sido umn parametro relacionado a sua capacidade vetorial
(Nasci e Mitchell, 1994). Por ingerirem maior quantidade de sangue, fémeas grandes teriam
maior chance de se infectar por patégenos provenientes da dieta alimentar. Assim, nesse
trabaho foi testada a hipotese de que a intensidade de formacdo de capsulas estaria
relacionada ao tamanho das fémeas. De um modo geral, observouse uma correlagéo positiva
entre o comprimento da asa, usada como medida de tamanho, e a producdo de capsulas
melanizadas em resposta a infecgéo por C. albicans. Contudo, nossos resultados sugerem que
existe um tamanho médio a partir do qual esta relacdo teria uma importancia significativa na
capacidade imune do inseto. Fémeas provenientes de larvas criadas em trés densidades
diferentes (50, 100, 200 individuos/recipiente) apresentaram tamanhos variados, dos quais sO
produziram nddulos em quantidade significativamente mais elevada os individuos de
comprimento de asa maior que 3,9 mm. Trabalhando com fémeas de C. quinquefasciatus
infectadas com o parasito filarial Wuchereria bancrofti, Lima et al. (2003) verificaram que
individuos de tamanho pegueno e médio foram mais susceptiveis a infeccdo do que fémeas

grandes. Embora, a natureza dos patégenos sgja diferente entre nosso trabalho e o de Lima,
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nao se pode deixar de notar que o tamanho foi um fator importante na susceptibilidade deste
inseto a infeccdo. Em outros mosquitos como o Aedes aegypti, fémeas grandes provenientes
de larvas criadas em baixa densidade populacional (50 individuos/recipiente) foram duas
vezes mais susceptivels a infeccdo com o virus da dengue em condi¢des de laboratorio, do
gue adultos originados de larvas mantidas nas densidades de 100 e 200 individuos/recipiente
(Sumanochitrapon et al., 1998).

Finalmente, € importante notar que os inibidores da biossintese dos el cosandides ndo
bloqueia completamente a habilidade de formacédo de cdpsulas melanizadas nos mosquitos.
Este fato também tem sido observado em outros insetos como na larva de Zophobas atratus
(Miller et al., 1996), ro bicho-da-seda, Bombix mori (Stanley-Samuelson et al., 1997), nas
mariposas Agrotis ipsilon e Pseudaletia unipuncta (Jurenka et al., 1997), em larvas da Colias
eurytheme Stanley et al. (1999), em adultos do grilo Gryllus assimilis (Miller et al., 1999) e
em duas espécies de cigarras a Magicicada septende e M. cassini (Tunaz et al., 1999). Estas
observacOes reforcam o pressuposto da existéncia de outros parametros nas reacOes da
resposta celular. Segundo Baines et al. (1992) as aminas biogénicas influenciam reacOes
hemociticas incluindo fagocitose e nodulagdo, sendo mais um fator envolvido na complexa
reacdo celular contra infeccdo. Além dos eicosantides e aminas outras moléculas ainda n&o

identificadas podem interferir na imunologia dos insetos.
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7 —CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho permitem concluir:

A formacdo de cdpsulas melanizadas € um importante mecanismo de defesa imune do

mosquito Culex quinquefasciatus contra infecgdes fungica.

Embora o C. quinquefasciatus apreserte uma eficiente resposta de encapsulamento,
esta é significativamente maior em fémeas com tamanho superior a 3,9mm.

Essa resposta de formacéo de capsulas é mediada pel os eicosandides.

O tamanho do individuo néo interfere na mediagdo dos eicosandides no processo de
encapsulamento.
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