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RESUMO

DOURADO, Lidia Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023.
Caracterizacido dos hemadcitos de subcastas de operarias da formiga-cortadeira Atta
sexdens rubropilosa (Hymenoptera: formicidae). Orientador: José¢ Eduardo Serrdo.
Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira e Jamile Fernanda Silva Cossolin.

As formigas sdo insetos sociais que possuem sistema imune inato eficiente como mecanismo
de defesa, sendo constituido por componentes humorais e celulares da hemolinfa,
denominados hemaocitos. Diferentes hemocitos foram identificados nos insetos, no entanto, na
formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera: Formicidae),
inexiste a caracterizagdo celular dessa natureza para a espécie em estudo. Essa formiga de
importancia ambiental e econdmica, possui colonia organizada e a divisdo de trabalho ¢
realizada por castas, sendo as operarias divididas nas subcastas jardineiras, lixeiras,
forrageiras e soldados. As jardineiras desempenham o cultivo do fungo simbionte e cuidados
da prole; as lixeiras gerenciam o lixo e higienizam o ninho; as forrageiras auxiliam na
constru¢do do ninho, executando o corte e transporte de folhas para o interior do ninho; e os
soldados realizam a protecdo da coldnia e auxiliam as forrageiras. Nesse sentido, o presente
estudo tem como objetivo caracterizar morfologica e funcionalmente os hemdocitos circulantes
na hemolinfa das subcastas de operdrias da formiga Atta sexdens rubropilosa de diferentes
subcastas. Foram realizadas as técnicas de medi¢do da cépsula cefalica, microscopia de luz,
fluorescéncia, confocal a laser, eletronica de varredura, contagem diferencial e contagem total
de hemocitos, assim como citometria de fluxo. O comportamento das formigas dentro do
ninho, assim como o tamanho da cédpsula cefélica confirmou as subcastas de operarias. Na
hemolinfa da formiga foram identificados cinco tipos morfoloégicos de hemocitos,
denominados como pro-hemocitos, oenocitoides, esferuldcitos, plasmatocitos e granuléceitos,
comum em todas subcastas. Os granuldcitos e os pré-hemocitos sdo os tipos mais abundantes
circulando na hemolinfa. As maiores quantidades de hemdcitos foram obtidas nas subcastas
forrageiras e soldados. Os soldados e jardineiras apresentam maiores quantidades de células
fagociticas. Granuldcitos e plasmatdcitos fagocitaram bactérias E. coli em maior quantidade.
Cinco subpopulagdes foram encontradas na hemolinfa das formigas, mas duas foram
predominantes, que provavelmente sejam os granulocitos e plasmatocitos. Os soldados
apresentaram células e intensidade de fluorescéncia maior em relagdo as subcastas jardineira,

lixeira e forrageira, por outro lado, com complexidade interna/granulosidade estatisticamente



diferente apenas em relagdo as células da subcasta jardineira. Dessa maneira, esses resultados
indicam que os soldados apresentam sistema imunoldgico mais desenvolvido. A
caracterizacdo e descri¢ao celular dos hemocitos dessa espécie, fornece dados para estudos

futuros com finalidade de melhor compreender a fisiologia deste importante inseto.

Palavras-chave: Formiga. Hemocitos. Morfologia. Microscopia. Citometria.



ABSTRACT

DOURADO, Lidia Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2023.
Characterization of hemocytes of worker subcastes of the leaf-cutting ant Atta sexdens
rubropilosa (Hymenoptera: formicidae). Advisor: Jos¢ Eduardo Serrdo. Co-advisors:
Leandro Licursi de Oliveira and Jamile Fernanda Silva Cossolin.

Ants are social insects with an efficient innate immune system as a defense mechanism,
consisting of humoral and cellular components of the hemolymph, called hemocytes.
Different hemocytes were identified in the insects; however, in the leaf-cutting ant Atta
sexdens rubropilosa (Forel, 1908) (Hymenoptera: Formicidae), there is no cellular
characterization of this nature for the species under study. This ant of environmental and
economic importance has an organized colony. The division of labor is carried out by castes,
with the workers divided into the subcastes gardeners, garbage collectors, foragers, and
soldiers. The planters carry out the cultivation of the symbiotic fungus and care of the
offspring; the bins manage the garbage and sanitize the nest; the foragers help in the
construction of the nest, performing the cutting and transport of leaves to the interior of the
nest; and the soldiers carry out the protection of the colony and help the foragers. Thus, the
study aims to characterize morphologically and functionally the circulating hemocytes in the
hemolymph of worker ants of Atta sexdens rubropilosa of different sub-castes. Techniques
for measuring the head capsule, light microscopy, fluorescence, laser confocal, scanning
electronics, differential and total hemocyte counts, and flow cytometry were performed. The
behavior of ants inside the nest and the size of the cephalic capsule confirmed the subcastes of
workers. In the ant hemolymph, five morphological types of hemocytes were identified,
named prohemocytes, oenocytoids, spherulocytes, plasmatocytes, and granulocytes, standard
in all subcastes. Granulocytes and prohemocytes are the most abundant types circulating in
the hemolymph. The highest amounts of hemocytes were obtained in the forager's and
soldiers' subcastes. Soldiers and planters have higher amounts of phagocytic cells.
Granulocytes and plasmatocytes phagocytosed E. coli bacteria in greater quantity. Five
subpopulations were found in the ant hemolymph, but two were predominant, which are
probably granulocytes and plasmatocytes. The soldiers showed higher cells and fluorescence
intensity about the gardener, garbage, and forage subcastes. On the other hand, with
statistically different internal complexity/granularity only about to the cells of the gardener

subcaste. Thus, these results indicate that soldiers have a more developed immune system.



The characterization and cellular description of the hemocytes of this species provide new
insight for future studies with the aim of better understanding the physiology of this important

insect.

Keywords: Ants. Hemocytes. Microscopy. Morphology. Cytometry.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os insetos ndo possuem um sistema imunologico complexo como dos vertebrados, no
entanto, a maioria apresentam importantes barreiras de prote¢do estruturais, como o
exoesqueleto e a matriz peritrofica, bem como um mecanismo de defesa inato eficiente
(AMARAL et al., 2010; CERENIUS, SODERHALL, 2011; HILLYER, 2016) que
desencadeia uma série de respostas contra patdgenos invasores no momento em que entram
em contato com a hemolinfa, onde circulam células de defesa denominadas hemocitos
(ARAUJO, 2011; CHAPMAN, 1998; HILLYER, 2016; WU et al., 2016).

Diferentes tipos de hemocitos foram identificados em muitos Hymenopteras (COSTA
LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985; RICHARDSON et
al., 2018; VALENCIA-GIRALDO et al., 2021); entretanto, a maioria dos dados descrevendo
a morfologia e as caracteristicas funcionais dos hemdcitos estio em alguns representantes de
Lepidoptera e Diptera (ARAUJO et al., 2008; ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BRAYNER
et al., 2007; BRYANT, MICHEL, 2016; VON BREDOW et al., 2021; WU et al., 2016). Na
formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae), conhecida
popularmente no Brasil como sativa-limao, nao existem trabalhos na literatura caracterizando
os hemdcitos quanto aos aspectos morfoldgico e funcional.

A formiga Atta sexdens rubropilosa (Forel, 1908) ¢ um inseto social que vive em
colonia altamente organizada, constituida por conjuntos de individuos morfologicamente
distintos, que desempenham trabalhos agrupados, especializados em determinada fungao,
denominados de castas. Cada colonia ¢ formada por uma rainha (casta reprodutora) e varias
operdrias (casta ndo reprodutora), sendo esta ultima subdividida nas subcastas jardineira,
lixeira, forrageira e soldado, em funcdo do tamanho de sua capsula cefalica e das tarefas
exercidas na colonia em um periodo de tempo.

O cultivo do fungo simbionte e cuidado da prole dentro do ninho est4d vinculada as
atividades das jardineiras; ja as lixeiras, desempenham atividades de higienizagao do ninho
em camaras especificas e gerenciamento do lixo; as forrageiras, por sua vez, executam o corte
de material vegetal em ambiente externo e os transportam para o interior da colonia; e os
soldados executam atividades de protecdo da colonia e auxiliam as forrageiras fora do ninho
(DELLA LUCIA, 1993; WILSON, 1980).

Caracterizar a populagdo de hemocitos circulantes de um inseto ¢ uma ferramenta
essencial para melhor compreender as respostas especificas desencadeadas por esses tipos

celulares, principalmente nas interagdes com entomopatogenos (GABOR et al., 2020) bem


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib7
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como conhecer melhor as possibilidades de respostas imunologicas em condi¢des adversas
(VILCINSKAS, 2021). Neste contexto, o presente estudo torna-se importante no processo de
caracterizacdo dos hemdcitos das subcastas operarias da formiga-cortadeira A. sexdens
rubropilosa, assim como para esclarecer alguns aspectos da imunidade celular sob o ponto de
vista funcional, sendo relevante na obtencdo de informagdes para os estudos de controle

desses insetos.
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2. OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo caracterizar morfoldgica e funcionalmente os
hemocitos circulantes na hemolinfa de diferentes subcastas de operarias da formiga 4. sexdens

rubropilosa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Formigas-cortadeiras

As formigas (Hymenoptera: Formicidae) estdo situadas em um dos grupos mais
abundantes de insetos e importantes em diversos ambientes, pois além de consideradas
indicadoras de qualidade ambiental para varios ecossistemas, desempenham fungao relevante
atuando como consumidores primarios uma vez que exercem um papel essencial no fluxo de
energia, cumprindo assim, uma variedade de funcgdes ecoldogicas (ROCHA et al., 2015;
TRAVAGLINI, 2014).

Myrmicinae ¢ a maior e mais diversificada subfamilia de formigas devido ao grande
nimero, variabilidade de espécies e por possuir as espécies com maior grau de complexidade
social (CUNHA et al., 2015; CHAVES; CORREA NETO; GOMES, 2018; DIEHL; DIEHL-
FLEIG; ALBUQUERQUE, 2017; ENDRINGER, 2011; JAIME, 2010). Nessa subfamilia,
encontram-se as formigas do género Atta (Attini), conhecidas popularmente como cortadeiras,
pois cortam e carregam partes de vegetais frescos de varias espécies para o interior dos
ninhos, servindo de substrato ¢ como fonte energética para o desenvolvimento do fungo
simbionte que é utilizado como alimento pela colonia (CHAVES; CORREA NETO; GOMES,
2018; DIEHL; DIEHL-FLEIG; ALBUQUERQUE, 2017; JAIME, 2010).

O fungo simbionte além de constituir o principal alimento das larvas de formigas
Attini, apresenta elevado potencial enzimdatico (RICHARD et al., 2005), resultado da
degradacao dos polissacarideos vegetais do substrato, a exemplo dos acucares simples
advindos dessa hidrolise que podem ser utilizados pelas operarias como alimento (SILVA et
al., 2003), revelando que a simbiose desses insetos também envolve uma integracdo
metabolica (RODRIGUES, 2009). Apesar de outros insetos sociais tais como cupins €
besouros também cultivarem e se alimentarem de fungos, as formigas Attini apresentam uma
simbiose relativamente complexa, que inclui o desenvolvimento de defesas especializadas,
uso de secrecdo de glandulas exocrinas e higiene geral do ninho, bem como o combate a
fungos antagonistas através de agao mutualistica com bactérias actinomicetos Pseudonocardia
que produzem metabdlitos secundarios e inibem especificamente o crescimento do fungo
patogénico Escovopsis (CURRIE; MUELLER; MALLOCH, 1999; CURRIE, STUART,
2001; FERNANDEZ-MARIN et al., 2009; MUELLER, GERARDO, 2002; MUELLER et al.,
2005).
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As formigas-cortadeiras do género Atta, sdo nativas do continente americano e estao
distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até o centro da Argentina, incluindo varias ilhas
do Caribe (SILVA, ROSA, 2017). No Brasil, essas formigas podem ser encontradas em
diferentes constituicdes ambientais, como florestas umidas ou secas, cerrado, pampa, restinga
e caatinga (BRANSTETTER et al., 2017; DELLA LUCIA, 1993; ZANETTI et al., 2002).

Diversas espécies e subespécies taxondmicas dentro do género Atta sdo encontradas
no Brasil, como Atta bisphaerica (Forel, 1908); Atta capiguara (Gongalves, 1944); Atta
cephalotes (Linnaeus, 1758); Atta goiana (Gongalves, 1942); Atta laevigata (Smith, 1858);
Atta opaciceps (Borgmeier, 1939); Atta robusta (Borgmeier, 1939); Atta sexdens rubropilosa
(Forel, 1908); Atta sexdens piriventris (Santschi, 1919); Atta sexdens sexdens (Linnaeus,
1758); Atta silvai (Gongalves, 1982) e Atta vollenweideri (Forel, 1939) (LOECK;
GRUTZMACHER; STORCH, 2001; MARICONI, 1979; ZANETTI et al., 2002).

A formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa representa um dos insetos mais
importantes sob o ponto de vista economico, pois além de apresentar ampla ocorréncia no
Brasil, esta entre os herbivoros mais vorazes ¢ de maior variedade alimentar (DELLA
LUCIA, 1993; SIMOES, 2014; VASCONCELOS et al., 2006).

A identificagcdo dos ninhos das formigas-cortadeiras € relativamente facil uma vez que
¢ possivel observar um amontoado de terra solta sobre o solo, que foi descartada durante a
construgdo, assim como pela presenca de aberturas denominadas olheiros que sdo utilizados
para movimentacio das formigas operarias que saem para forragear (HOLLDOBLER,
WILSON, 2011; ZANETTI, 2007), predominantemente no periodo noturno (TONHASCA,
LIMA BRAGANCA, 2000). A partir dos olheiros, partem as trilhas de forrageamento,
marcadas pelas formigas com feromonios de trilha para guiar ao longo de toda sua extensao
até area de interesse, onde elas removem material vegetal e para posterior localizacdo do
ninho em meio a vegetacio (HOLLDOBLER, WILSON, 1990).

Os ninhos das formigas-cortadeiras sdo encontrados no solo, podendo atingir oito
metros de profundidade, sendo a maior parte da estrutura localizada abaixo da superficie,
tendo a possibilidade de apresentar uma densidade de 1.5 formigueiro/ha para Atta sexdens
rubropilosa (ZANUNCIO et al., 2002), abrigando milhares de individuos (AMARAL et al.,
2019). Além disso, sdo classificados em hipogéicos, apresentando diversas camaras (também
chamadas panelas) interligadas por tineis (AUTUORI, 1947; MOREIRA et al., 2004). Sao
por esses tuneis e cAmaras que as formigas circulam e cultivam seus fungos, que servem de

alimento para colonia, passando pelas fases de fundacdo com voo nupcial ou revoada,



19

crescimento onde surgem operarias e ocorre a reproducdo de novas fémeas rainhas e machos,

até completar seu ciclo de vida (PAGNOCCA et al., 1990; MOREIRA et al., 2004).

3.2. Ciclo de vida das formigas-cortadeiras

A formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa ¢ considerada um inseto eussocial, uma
vez que apresenta as caracteristicas de constituir colonias de individuos que além de
apresentarem cuidado com a prole de maneira cooperativa e sobreposicdo de geragdes no
mesmo ninho, apresentam divisao de trabalho entre as castas (WIRTH et al., 2003). Enquanto
a fémea e o macho alados constituem as castas temporarias, a rainha e as operarias estéreis
formam as castas permanentes denominadas apteras. De acordo com as fungdes que exercem
na colOnia, as operarias sdo classificadas em distintas subcastas, denominadas jardineiras,
responsaveis pelo cuidado do jardim de fungo e da prole dentro do ninho; lixeiras que
gerenciam o lixo e realizam a limpeza do ninho em camaras especificas; forrageiras que
exploram o ambiente externo, cortam e transportam pedagos de folhas para interior do
formigueiro; e auxiliam na constru¢do do ninho e soldados, que defendem a colonia e
auxiliam as forrageiras fora do ninho (AUTUORI, 1941; DELLA LUCIA, 1993;
HOLLDOBLER, WILSON, 2011; WILSON, 1980).

A divisdo de trabalho ocorre de acordo com o tamanho do corpo dos individuos que
apresentam alto grau de polimorfismo, assim como pelas funcdes especificas que exercem
dentro da colonia e também com a idade (poliestismo etario) ou seja, enquanto as operarias
jovens executam as tarefas dentro do ninho, como cuidado com prole e manuteng¢do do ninho;
as mais velhas progridem para tarefas externas e saem para forragear (DELLA LUCIA, 1993;
ENDRINGER, 2015; JAIME, 2010; TRAVAGLINI, 2014; WILSON, 1980; ZANETTI et al.,
2002).

As formigas-cortadeiras sdo insetos mastigadores se desenvolvem por holometabolia,
passando pela fase de ovo, larva, pupa e adultos em um periodo de aproximadamente 55 dias.
Os ovos sao elipticos, brancos, medindo aproximadamente 0,5 mm, sendo possivel classifica-
los como reprodutivos, que sdo menores e os de alimentacdo, sendo os maiores. A durag¢do do
estagio de ovo ndo ¢ bem definida, mas pode variar em torno de 22 a 25 dias, sendo que os
ovos fertilizados originam formigas fémeas rainhas e operarias, e os ndo fertilizados, machos
(ZANETTI et al., 2002).

Segundo Jaime (2010) e Zanetti et al., (2002), o ciclo larval inicia-se apds a eclosdo

dos ovos e dura em torno de 20 dias. A larva 4poda e sem olhos como nas formigas em geral,
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possui coloragdo branca, tegumento mole alongado e curvo, apresentando trés segmentos
toracicos e dez abdominais. Antes da larva se tornar pupa, existe ainda uma fase de pré-pupa,
com caracteristicas semelhantes da larva, no entanto o corpo apresenta-se contraido e rigido,
sendo possivel observar as pernas e a cabeca aderidas ao corpo quando visualizadas sob o
exoesqueleto.

A pupa inicialmente de coloragdo branca, apresenta cabega fortemente esculturada,
principalmente na regido frontal, onde existem varias protuberancias com muitos espinhos
occipitais. Sua coloragdo vai se tornando escura com passar dos dias, comecando pelos olhos
¢ mandibulas, posteriormente para o resto do corpo, tornando-se adulta 10 dias apds a sua
formagao (JAIME, 2010; ZANETTI et al., 2002). Os individuos adultos sdo identificados
morfologicamente pela presenca de trés pares de espinhos no dorso do térax (DELLA
LUCIA, 1993; ENDRINGER, 2015; JAIME, 2010; TRAVAGLINI, 2014).

Depois da revoada, a fémea fecundada, em média por seis a oito machos, pousa no
solo, remove suas asas e inicia a escavacdo de um tinel para fundar a nova coldnia
(MARICONI, 1979). Antes da revoada, a rainha retira uma amostra do fungo da colonia mae,
que ¢ regurgitado no segundo dia depois da escavagdo. Apds colocar os primeiros ovos
chamados de troficos em seu novo ninho, a rainha utiliza parte de suas reservas energéticas
para cuidar dos ovos (MARICONI, 1979). A longevidade de uma rainha de satva pode
chegar até 22 anos, em condi¢des de laboratério (PERES FILHO; DORVAL; BERTI FILHO,
2006).

3.3. Hemaocitos

Os insetos sao encontrados amplamente distribuidos em diversos ecossistemas. Um
dos fatores essenciais para explicar o sucesso de sobrevivéncia da maioria dos insetos em
distintos ambientes e at¢ mesmo nos mais improprios ¢ a presenca de barreiras de prote¢ao
estruturais como o exoesqueleto, que reveste todo exterior do inseto; a matriz peritrofica,
caracterizada por uma membrana semipermeavel e constituida por uma mistura de quitina,
proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos, que geralmente recobre o epitélio intestinal médio,
assim como de um complexo sistema imunoldgico inato, responsavel pela defesa imune dos
insetos (CHAPMAN, 1998; HILLYER, 2016; GULLAN, CRANSTON, 2017; LEHANE,
BILLINGSLEY, 1996; LEHANE, 1997; TRIPLEHORN, JOHNSON, 2015).

O sistema imunologico inato dos insetos abrange desde a resposta imune humoral, que

envolve os processos de coagulacdo e melanizagdo, resultantes da acdo de proteinas presentes
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na hemolinfa; assim como a resposta imune celular, que esta relacionada diretamente com as
células de defesa denominadas hemocitos, que desempenham o reconhecimento e eliminagao
de uma grande variedade de corpos estranhos, através dos processos fundamentais como a
fagocitose, nodulacao e encapsulagdo (CHAPMAN, 1998; GARCIA-LARA et al., 2005;
LAVINE, STRAND, 2002; SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 2001; TRIPLEHORN,
JOHNSON, 2015).

Os hemocitos sao células nucleadas que surgem durante a embriogénese a partir da
mesoderme, porém, nos estagios posteriores ao periodo embrionario, os hemdcitos derivam de
orgdos hematopoiéticos ou divisdes celulares, havendo diferenciacdo destas células na
hemolinfa, onde a maioria circula livremente, sendo denominados hemocitos circulantes. Um
nimero significativo também estd associado aos tecidos, como parede toracica e abdominal,
superficies de 6rgdos internos como o corpo gorduroso, intestino, sistema digestivo ou vaso
dorsal, sendo classificados como hemocitos sésseis (CRUZ-LANDIM, 2009; HILLYER,
2015, 2016; KING, HILLYER, 2013; STRAND, 2008a).

Os hemocitos com maior frequéncia nos insetos sdo os pro-hemdocitos, os quais
sugerem dar origem a outros hemdcitos, como plasmatdcitos e granuldcitos que,
possivelmente, sdo as células responsaveis pela defesa celular (STRAND, 2008b). Em alguns
grupos de insetos, como abelhas, larva de coledpteras, mosquitos dipteras, pupas e larvas de
lepidopteras, foram observadas populagdes menores de outros hemdcitos, incluindo
oenocitdides, esferuldcitos, adipohemocitos e coaguldcitos, com fungdes pouco conhecidas
(ARAUIO et al., 2008; ARAUJO, 2011; BRYANT, MICHEL, 2016; CASTILLO et al.,
2017; HWANG et al., 2015; PERVEEN, AHMAD, 2017; SEZER, OZALP, 2015; WU et al.,
2016). Em larvas de Lepidoptera foi encontrado adicionalmente o tipo de hemocito
vermiforme (NUNES, 2001; SEZER, OZALP, 2015; WU et al., 2016).

Diferentes insetos estudados apresentam comportamentos de defesa, a exemplo dos
adultos de formigas Atta cephalotes, que em respostas de encapsulamento e atividade
antimicrobiana da hemolinfa na presenca ou auséncia de microbiota bacteriana (VALENCIA-
GIRALDO et al., 2021); abelhas Apis mellifera que contém uma alta concentracdo de
hemécitos nas pupas ao longo do seu desenvolvimento (GATSCHENBERGER et al., 2013);
larvas de Galleria mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae) que produzem hemocitos
capazes de liberar conteudo de cromatina e granulos toxicos que, juntamente com a
coagulacdo da hemolinfa e a melanizacdo, provavelmente contribuem para a imobilizagdo e

morte das bactérias (CHEN, KEDDIE, 2021).
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A fungdo de cada hemocito ainda nao esta totalmente esclarecida, mas de maneira
geral, sdo responsaveis pelos processos fundamentais de defesa imunoldgica, como a
fagocitose, nodulagao e encapsulagao (DUDZIC et al., 2015; HONTI et al., 2014) no
momento em que alguns patdgenos como bactérias, virus € protozoarios conseguem invadir a
hemocele (cavidade do corpo) dos insetos (LAVINE, STRAND, 2002). Essa perspectiva se
torna mais importante a ser avaliada se considerado a possibilidade dos impactos da alta
variacao térmica global em decorréncia das mudangas climaticas com variagdes significativas
de temperatura, sobre o numero de hemocitos circulantes em diferentes espécies (BUTOLO et
al.,2021; HANSEN et al., 2006).

A fagocitose ¢ um processo de resposta celular primaria na defesa, que ocorre quando
os hemocitos livres na hemolinfa migram para o local da infeccio (MEYER-FERNANDES et
al., 2000), reconhecem os invasores por receptores presentes nesses agentes e formam
pseudopodos, seguidos pela ingestao dessas particulas estranhas para dentro de um fagossomo
ligado a membrana, que posteriormente se funde com o lisossomo para degradagdo enzimatica
(KLOWDEN, PALLI, 2022). Quando a concentragdo de patogenos ¢ elevada, ndo sendo
possivel o processo de fagocitose, muitos hemocitos se agrupam e formam nodulos com
finalidade de imobilizar e remover os invasores da circulagio (FERNANDES, 2010;
KLOWDEN, PALLI, 2022; LAVINE, STRAND, 2002). Em casos especificos, pode ocorrer
o encapsulamento de grandes patdgenos nao susceptiveis a agdo fagocitica e nem serem
isolados em nddulos, a exemplo de ovos e larvas de endoparasitoides, que sdo depositados na
hemocele, podendo formar cépsulas ao redor do invasor, constituidas por multiplas camadas
de hemocitos, que previnem contato desses agentes com outras células do inseto e inibem o
acesso a fontes de oxigénio assim como de nutri¢io (ARAUJO, 2011; HILLYER, 2016).

Nesse contexto, a nodulacdo e a encapsulagdo caracterizam-se como dois mecanismos
de defesa muito semelhantes e, nestas concepc¢des, muitas vezes sdo dificeis de serem
distinguidos, pois enquanto na encapsulagdo celular ocorre sobreposicdo de diversas camadas
de hemocitos circundando o agente invasor e originando uma capsula multicelular hemocitica;
nos nddulos observa-se apenas um agrupamento de hemdcitos ao redor do agente invasor,
podendo evoluir naturalmente na encapsulagio (ARAUJO, 2011; DE NEGREIRO; DE
ANDRADE; FALLEIROS, 2004; DUBOVSKIY et al., 2016; FARALDO, LELLO, 2003;
NUNES, 2001).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0145305X2030104X#bib10
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CAPITULO I - MORFOLOGIA DOS HEMOCITOS DAS SUBCASTAS DE
OPERARIAS DA FORMIGA-CORTADEIRA Atta sexdens rubropilosa
(HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

Os hemocitos sdo células presentes na hemolinfa das formigas Atta sexdens rubropilosa
(Hymenoptera: Formicidae), que atuam no combate de patdgenos invasores, garantindo a
defesa do sistema imune desses insetos sociais. As formigas do género Atta apresentam
importancia ambiental e econdmica, formando colonias altamente organizadas, constituidas
pelas castas rainha e operarias, sendo esta Ultima subdividida nas subcastas jardineira, que
desempenham o cultivo do fungo simbionte e cuidados da prole; as lixeiras que gerenciam o
lixo e higienizam o ninho; as forrageiras que auxiliam na constru¢do do ninho e executam o
corte e transporte de folhas para o interior do ninho; e os soldados que realizam a proteg¢ao da
colonia e auxiliam as forrageiras. O presente trabalho tem como objetivo, caracterizar a
morfologia dos hemocitos das subcastas de operarias da formiga satva-limdo. Foram
realizadas medi¢do da capsula cefilica, microscopia de luz e fluorescéncia, confocal de
varredura a laser e microscopia eletronica de varredura. De acordo com o comportamento
observado no ninho e o tamanho da capsula cefélica, as quatro subcastas da formiga foram
confirmadas. Dois tipos de cromatina foram evidenciadas, a eucromatina e heterocromatina,
sendo a primeira predominante na amostra. Cincos tipos morfologicos de hemocitos foram
identificados na hemolinfa de cada subcasta da formiga, incluindo pro-hemocitos,
oenocitdides, esferulocitos, plasmatocitos e predominantemente os  granuldcitos.
Provavelmente esse fator pode estar envolvido com a renovagdo tecidual, transporte de
diversas substancias como hormoénios ou principalmente com a imunidade, através da fungdo

de defesa, que essas células exercem contra patdgenos.

Palavras-chave: Formiga. Soldado. Hemolinfa. Granulécito. Microscopia.
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1. INTRODUCAO

Os hemocitos sao as principais células de defesa dos insetos, sendo os pro- hemocitos,
granuldcitos, plasmatdcitos, oenocitdides e esferulocitos os tipos celulares encontrados com
maior frequéncia na hemolinfa desses invertebrados (CASTILLO; ROBERTSON; STRAND,
2006; LAVINE, STRAND, 2002; RIBEIRO, BREHELIN, 2006; STRAND, 2008). Essas
células de defesa podem apresentar variacdes em relagdo ao tipo, a fungao e densidade entre
as diferentes classes de insetos (LAVINE, STRAND, 2002; STRAND, 2008), assim como
dentro da mesma espécie, onde a densidade pode variar em razdo do estigio de
desenvolvimento, sexo, casta (insetos sociais) ou em resposta a estresse, lesdo ou infecgao
(BRAYNER et al., 2007, SHARMA; SAXENA, SHARMA, 2008).

Na literatura existe diversidade de informacdes sobre os hemocitos de insetos, como
Blattaria, Coleoptera ¢ Hemiptera (ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BRAYNER et al.,
2005; BRAYNER et al., 2007; BRYANT, MICHEL, 2016; CASTILLO; ROBERTSON;
STRAND, 2006; GIGLIO et al., 2008; SEZER, OZALP, 2015; WU et al., 2016), destacando
alguns importantes, como o mosquito Aedes aegypti (ARAUJO et al., 2008) ¢ a mosca da
fruta Drosophila melanogaster (Diptera) (EVANS; HARTENSTEIN; BANERJEE, 2003;
LANOT et al., 2001) e o bicho da seda Bombyx mori (Lepidoptera) (LING et al., 2003; LIU
et al., 2013; TAN et al., 2013), considerados modelos de estudo. No entanto, ainda sdo
limitados os dados disponiveis sobre hemdcitos de Hymenoptera, principalmente dos sociais,
a exemplo das formigas Atta cephalotes (VALENCIA-GIRALDO et al., 2021); das abelhas
(CRUZ-LANDIM, 2001; GABOR et al., 2020) e vespas (MANFREDINI; DALLALI;
OTTAVIANI, 2008).

A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae) ¢ um
inseto social que apresenta duas castas permanentes: a casta reprodutiva (a rainha) e a casta
estéril (operarias). As operarias apresentam subcastas de acordo com o tamanho e a tarefa que
exercem na colonia, sendo denominadas como jardineira, lixeira, forrageira e soldado. As
jardineiras cultivam o fungo e cuidam da prole dentro do ninho; lixeiras gerenciam o lixo e
realizam a limpeza do ninho em camaras especificas; forrageiras exploram o ambiente
externo, cortam e transportam pedacos de folhas para interior do formigueiro, assim como
constroem o ninho; soldados defendem a colonia e auxiliam as forrageiras fora do ninho
(DELLA LUCIA, 1993; WILSON, 1980).

Embora exista estudo recente sobre hemocitos da formiga Atta cephalotes

(VALENCIA-GIRALDO et al., 2021), no caso da formiga A. sexdens rubropilosa sao ainda


https://www-sciencedirect.ez35.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0965174806001706?via%3Dihub#bib39
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mais escassas as informagdes de trabalhos que caracterizam os hemocitos sob aspectos
morfoldgico e funcional, dificultando o entendimento sobre a concepcdo de defesa e de
atuacdo desses organismos, uma vez que estdo envolvidos em processos ecologicos
significativos, como regeneracao de florestas e também associados aos danos que causam a
agricultura e silvicultura, apresentando, assim, elevada importancia ecoldgica e econdmica
(COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; ENDRINGER, 2011; GIANNOTTI,
CAETANO, 1985; JAIME, 2010; RODRIGUES et al., 2008; TRAVAGLINI, 2014).

A morfologia e fungdo dos hemdcitos em formigas podem apresentar diferenciagcdo de
acordo com a subcasta, condigdo que foi observada no interior dos ovariolos das rainhas e
operarias de abelhas, onde os hemdcitos s3o morfologicamente diferentes em ambas as castas,
sugerindo uma ac¢do na produ¢do da tinica propria nos ovarios das rainhas, enquanto nas
operarias desempenham atividade fagocitica. No entanto, em ambas as castas, os hemdcitos
presentes no tecido intersticial das gonodas possuem atividade fagocitica e podem ser
responsaveis pela formagao do ovario durante a metamorfose (CRUZ-LANDIM, 2001).

O objetivo do presente estudo foi realizar a caracterizacdo da morfologia dos
hemocitos circulantes na hemolinfa das diferentes subcastas de operarias da formiga A.
sexdens rubropilosa, com a finalidade de esclarecer aspectos da imunidade celular desta

espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos

Operarias da formiga A. sexdens rubropilosa, como as jardineiras, lixeiras e
forrageiras, foram obtidas em ninhos mantidos em laboratdrio no Insetario/Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e os soldados foram coletados sobre
as trilhas de ninhos situados no campus da UFV, Vigosa — MG. As formigas foram
transferidas para recipientes plasticos apropriados, esterilizados e identificados por subcasta,
sendo encaminhados para o Laboratorio de Ultraestrutura Celular do Departamento da
Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde foram realizados os

experimentos.

2.2. Medicao da capsula cefalica das formigas

As informacgdes morfoldgicas para identificar e confirmar as subcastas, foram
realizadas por meio das medidas de capsulas cefalicas (n = 10 de cada subcasta), caracterizada
pela maior largura da cabeca em face ventral e em angulo reto com o eixo longitudinal da
cabeca, conforme destacado por Wilson (1980). A medida foi realizada através de uma ocular
micrométrica acoplada ao microscopio estereoscopico STEMI 2000 C722 ZEISS, no
Laboratério de Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

De acordo com a medida da largura da cépsula cefélica, as jardineiras, que cultivavam
o fungo e cuidavam da prole, possuem cépsula cefélica no intervalo de 3,6 a 4,5mm; lixeiras,
que gerenciavam o lixo e realizavam a limpeza do ninho, medem 4,7 a 5,8mm; forrageiras,
que exploravam, cortavam e transportavam folhas para o interior do ninho, de 5,9 a 6,5 mm; e
os soldados que defendiam a coldnia e auxiliavam as forrageiras fora do ninho, entre 6,6 a

6,85 nm.

2.3. Coleta da hemolinfa

As formigas operarias (n = 10 de cada subcasta) foram anestesiadas com Cloroformio
- PA (98%, CAS 67-66-3, Dinamica, Sao Paulo) até cessarem seus movimentos (IBRAHIM,
2020), sendo a hemolinfa extravasada de ambas as partes, da cabeca, assim como do corpo,

coletadas com auxilio de microcapilar de vidro Drumond Microcaps® (Merck, Sdo Paulo).



34

2.4. Microscopia de luz

Em laminas de vidro, previamente identificadas, contendo uma gota de anticoagulante
tampao citrato de sédio 98mM NaOH; 186 mM NaCl; 17 mM EDTA e 41 mM 4&cido citrico,
pH 4,5 (SODERHALL, SMITH,1983), foi adicionada a hemolinfa das formigas operarias de
cada subcasta, sendo posteriormente mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos para
aderéncia das células e secagem das laminas.

O processo de coloragdo do material coletado foi realizado pelo método de Giemsa
(KIERNAN, 2008) por 10 minutos, sendo depois rapidamente lavadas com agua destilada.
Além da coloragdo por Giemsa, algumas amostras foram coradas com azul de toluidina 1%
em tampao borato de sdédio durante 1 minuto e, posteriormente, lavadas com agua corrente
com fluxo suave para remocao do residuo (AMARAL et al., 2010). Posteriormente, o material
foi seco a temperatura ambiente por 30 minutos, montadas sob uma laminula com sacarose
50%, sendo analisadas em microscopio de luz de campo claro (Olympus BX-60) e
fotografadas usando uma camera Olympus QColor3.

Para cada subcasta de formigas, foram analisadas cinco laminas com um pool de

hemolinfa de 10 individuos.

2.5. Microscopia de fluorescéncia

A solugdo tampao citrato anticoagulante junto com a hemolinfa das formigas operarias
de cada subcasta foi adicionada em ldminas de vidro, previamente identificadas e,
posteriormente, mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos para secagem. As
amostras foram coradas com 10 pg/mL de 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), protegidas da
luz e, apds 20 minutos, foram lavadas rapidamente em agua corrente e dispostas em um
recipiente protegido da luz para secagem. Em seguida, foram montadas com sacarose 50% e
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX60, equipado com camera colorida

€ monocromatica) com filtro para DAPI.

2.6. Microscopia confocal de varredura a laser

As laminas de vidro, previamente identificadas de acordo com a subcasta, contendo
uma gota de fixador paraformaldeido 4%, receberam a hemolinfa das formigas operarias de
cada subcasta e, posteriormente, procedeu-se a secagem em temperatura ambiente. As ldminas

foram lavadas duas vezes com tampao fosfato de sodio (PBS) 0,1 M, pH 7,4 e, na sequéncia,
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foram incubadas em Faloidina-FITC (Sigma Aldrich, Brasil) 1:500 por 30 minutos, ao abrigo
da luz, sendo lavadas por trés vezes em PBS, por cinco minutos cada. O material foi montado
entre lamina e laminula com Mowiol e as imagens foram obtidas em Microscopio Confocal
de Varredura a Laser Zeiss LSM510 META, no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
UFV.

2.7. Microscopia eletronica de varredura

A hemolinfa das formigas operarias de cada subcasta foi depositada diretamente em
laminulas de vidro redondas com tampao citrato anticoagulante. Posteriormente, as amostras
foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2 por 30
minutos, sendo lavadas em seguida no mesmo tampao duas vezes por 10 minutos cada, pos-
fixados com tetréxido de 6smio 1% em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2, a temperatura
ambiente e protegidos da luminosidade por 1 hora, lavadas novamente no tampao por trés
vezes durante 10 minutos cada. As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol
(70, 80, 90 e 99%) e levadas ao secador de ponto critico, sendo posteriormente as laminulas
montadas sobre suporte de aluminio, metalizadas com ouro (20 nm) e analisadas em
microscopio eletronico de varredura LEO VP1430 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), no Nucleo

de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vigosa.
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3. RESULTADOS

3.1. Microscopia de luz

Nao foram observadas diferencas dos tipos de hemocitos entre as subcastas. Cincos
tipos morfologicos de hemocitos foram evidenciados na hemolinfa de cada subcasta de
operarias da formiga A. sexdens rubropilosa, identificados como pro-hemécitos (Figura 1A),
oenocitdides (Figura 1B), esferulocitos (Figura 1C), granuldcitos (Figura 1D) e plasmatdcitos
(Figura 1E), sendo encontrados em todas as amostras analisadas., com predominio dos
granuldcitos.

Os pré-hemocitos foram as células que apresentaram menor tamanho na hemolinfa da
formiga, medindo de 6 a 7 um de didmetro, apresentando geralmente perfil esférico, com
nucleo grande, localizado centralmente, ocupando praticamente maior parte da célula, cuja
superficie ¢ lisa e homogénea, ndo exibindo granulagdes ou projecdes. Apds coloragdo com
Giemsa, o citoplasma evidenciou colora¢do levemente basofilica, que foi mais intensa no
nucleo (Figura 1A).

Os oenocitodides encontrados na hemolinfa de todas as subcastas da formiga 4. sexdens
rubropilosa apresentaram formato oval, com tamanhos médios a grandes, de 14 a 16um de
diametro, com nucleo pequeno, geralmente excéntrico (Figura 1B).

Os esferuldcitos sdo células grandes com 13 a 17 um de didmetro, ovais, sem ou com
presenca de alguns vactolos e esférulas, que podem apresentar diferentes coloragdes e até
mesmo encobrir 0 nucleo que se mostra arredondado, deslocado do centro (excéntrico) e
pequeno em relagdo ao tamanho celular (Figura 1C).

Os granulocitos apresentaram-se redondos, medindo em torno de 12 a 14 um de
diametro, assim como seu nucleo, geralmente excéntrico. Muitos granuldcitos apresentaram o
citoplasma repleto de granulos densos de tamanhos variados, muitas vezes mascarando o
nucleo e a superficie celular irregular, devido a presenca de pseudopodes (Figura 1D).

Os plasmatécitos mediram cerca de 6 a 10 um de comprimento, sendo bastante
polimérficos, observados geralmente no formato fusiforme (lua crescente) (Figura 1E); alguns
apresentando a superficie irregular em fun¢do da presenga de filopodios (Figuras 1F). O
nucleo geralmente acompanha o formato da célula, localizado centralmente e seu citoplasma

pode apresentar poucos granulos, sendo pouco baséfilo.
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3.2. Microscopia de fluorescéncia

Todas as subcastas apresentaram nucleos interfasicos, com distintos tamanhos e
aspectos da cromatina, apresentando regides predominantemente eucromaticas (Figura 2A),
assim como heterocromaticas (Figura 2B).

A microscopia de fluorescéncia revelou hemdcitos com caracteristicas morfologicas

de apoptose. Estas células exibiram condensacao e retragdo do citoplasma (Figura 2 C).

3.3. Microscopia confocal de varredura a laser

Os pro-hemdcitos sdo células esféricas (Figura 3A); os oenocitdides sdo de tamanho
entre médio, geralmente de formatos ovais (Figura 3B); os esferuldcitos sdo células
médias/grandes, ovais (Figura 3C); os plasmatocitos apresentaram morfologia caracteristica,
sendo de formato fusiforme (Figura 3D) e os granulocitos sdo células grandes e arredondadas

(Figura 3E).

3.4. Microscopia eletronica de varredura

Os pro-hemocitos sdo células esféricas que podem ser identificadas pelo pequeno
tamanho, com superficie uniforme (Figura 4A); os oenocitdides sdo células de tamanho
médio/grande, ovais e com superficie lisa (Figura 4B); os esferuldcitos sdo geralmente células
médias/grandes, ovais e apresentam superficie irregular devido a presenca de esférulas
(Figura 4C); os plasmatocitos possuem caracteristicas tipicas, em formato fusiforme,
apresentam pequenos granulos aderidos na superficie (Figura 4D); e os granuldcitos de
formato arredondado, evidenciaram superficie repleta de protuberancias semelhantes a

granulos (Figura 4E).
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Figura 1 - Micrografia de luz de hemocitos circulantes na hemolinfa das operarias de Atta sexdens
rubropilosa corados com Giemsa (A, D e F) e azul de toluidina (B, C e E). (A) pro-hemdcito;
(B) oenocitdide; (C) esferulocito; (D) granulocito; (E) plasmatocito; (F) filopodios dos plasmatocitos
(seta).

Fonte: A autora.
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Figura 2 - Micrografia de fluorescéncia de hemocitos de operdrias de Atta sexdens rubropilosa,
evidenciando nucleos com diferentes aspectos de condensagdo da cromatina. A) Eucromatina;
B) Heterocromatina; C) Apoptose de hemocito. Coloracdo com DAPI.

Fonte: A autora.
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Figura 3 - Microscopia confocal de varredura a laser de hemocitos de operarias de Atta sexdens
rubropilosa. Marcagao com Faloidina-FITC para visualizagdo do citoesqueleto de actina. (A) Pré-
hemécito; (B) Oenocitdide; (C) Esferulécito; (D) Plasmatocito; (E) Granuldcito.

Fonte: A autora.



Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura de hemocitos de operarias de Atta sexdens
rubropilosa. (A) Pré-hemocito; (B) Oenocitoide; (C) Esferuldcito; (D) Plasmatoécito e
(E) Granulocito.

Fonte: A autora.
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4. DISCUSSAO

Morfologicamente, as quatro subcastas de A. sexdens rubropilosa denominadas como
jardineiras, lixeiras, forrageiras e soldados, foram classificadas pelo comportamento no ninho
no momento da coleta e tamanho da cépsula cefalica, que variou entre 3,60 mm a 6,85 mm,
apresentando alto padrdo de polietismo, condi¢do também observada nas colonias adultas de
Atta cephalotes (ROCES, HOLLDOBLER, 1994). Além disso, as colonias do género Atta
tém menor nimero de individuos grandes forrageando, sendo a maioria das operarias de
tamanho médio (WILSON, 1985). Esse dado também foi observado em Acromyrmex landolti
onde as forrageiras apresentaram essa distribuicdo em relacdo as subcastas, onde ficou
demonstrado pela grande quantidade de operarias forrageiras nas trilhas ao longo de um ano
de amostragem (SILVA JUNIOR, 2012).

A identificagdo e classificacdo dos hemocitos foram realizadas de acordo com as
caracteristicas estruturais e morfologicas, observando-se semelhancas e as diferencas entre as
células da hemolinfa das subcastas, com base na literatura de trabalhos realizados com outras
formigas e insetos, principalmente de Hymenoptera (AMARAL et al., 2009; COSTA
LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985; RAVAIANO et al.,
2018).

Os pro-hemocitos encontrados na hemolinfa das subcastas de operarias da formiga A.
sexdens rubropilosa sdo células com caracteristicas morfoldgicas semelhantes com as
encontradas na formiga 4. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985); nas abelhas
Melipona quadrifasciata (RAVAIANO et al., 2018); Melipona scutellaris (AMARAL et al.,
2009); nos mosquitos Aedes aegypti (ARAUJO et al., 2008) e Culex quinquefasciatus
(BRAYNER et al., 2005); no lepdoptera Papilio demoleus (JALALI, SALEHI, 2008); no
besouro Allomyrina dichotoma (HWANG et al., 2015) e na mosca rosa Arge ochropus
(KHOSRAVI et al., 2016). Os pro-hemocitos sdo reconhecidos como células precursoras de
outros tipos de hemocitos, pois se diferenciam em plasmatocitos, granuldcitos e esferuldcitos,
sendo consideradas pluripotentes, com caracteristicas de células-tronco (GUPTA, 1991;
YAMASHITA, IWABUCHI, 2001). Nesse sentindo, os pré-hemocitos de todas as subcastas
de operarias da formiga 4. sexdens rubropilosa apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes aqueles de outros insetos, a exemplo da formiga A. laevigata (GIANNOTTI,
CAETANO, 1985). Dessa maneira, pode-se sugerir que também teriam fun¢do de originar os

demais tipos de hemocitos encontrados na hemolinfa desta formiga e, consequentemente,
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atuar como mecanismo de defesa no sistema imunologico dos insetos (RIBEIRO,
BREHELIN, 2006; WOOD, JACINTO, 2007).

Os oenocitoides observados nas subcastas das operarias de 4. sexdens rubropilosa
apresentam caracteristicas semelhantes as descritas na formiga A. laevigata (GIANNOTTI,
CAETANO, 1985) e outros insetos como nos mosquitos A. aegypti (HILLYER,
CHRISTENSEN, 2002) e Culex pipiens (WANG et al., 2011), os oenocitdides tem atividade
de fenoloxidase, sugerindo que este tipo celular esteja envolvido no processo de melanizagdo
de patogenos (HILLYER, CHRISTENSEN, 2002). Por apresentarem caracteristicas
semelhantes aos oenocitdides encontrados no mosquito 4. aegypti, essas células presentes em
A. sexdens rubropilosa também podem estar envolvidas no processo de melanizagao.

Os esferuldcitos encontrados nas subcastas de operarias da A. sexdens rubropilosa em
pequena quantidade, sdo células grandes, arredondadas ou ovais e apresentam inclusdes em
forma de esférulas, por vezes chegando a mascarar o nucleo, caracterizado como pequeno e
excéntrico, sendo semelhantes aos encontrados nas formigas de A. laevigata (GIANNOTTI,
CAETANO, 1985) e C. rufipes (COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978) e em
abelhas A. mellifera (CRUZ-LANDIM, 2009). Os esferulocitos sdo caracterizados pela
presenga de esférulas e muitas vezes podem ser confundidos com granulécitos devido aos
granulos, resultando em variagdes de nomenclatura (CRUZ-LANDIM, 2009). Essas células
estariam envolvidas na renovagdo tecidual, transporte de substancias como hormodnios,
producdo de algumas proteinas da hemolinfa, participacdo na defesa contra bactérias, na
nutri¢do e transporte de componentes cuticulares (SASS; KISS; LOCKE, 1994).

A aparente menor abundancia observada dos esferulocitos e oenocitdides na hemolinfa
de operarias de A. sexdens rubropilosa, pode estar associada ao fato de que essas células nao
possuem funcdo especifica na defesa celular e, por consequéncia, sdo susceptiveis e
vulneraveis as agdes de patégenos (LANOT et al., 2001; LAVINE, STRAND, 2002).

Os plasmatdcitos das subcastas de operarias de 4. sexdens rubropilosa foram as
células que apresentaram maior variacao morfologica, semelhante ao encontrado nas formigas
A. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985) e C. rufipes (COSTA LEONARDO, CRUZ-
LANDIM, 1978); nas abelhas A. mellifera (RICHARDSON et al., 2018); M. quadrifasciata
(RAVAIANO et al., 2018); M. scutellaris (AMARAL et al., 2010) e no mosquito 4. aegypti
(ARAUJO et al., 2008). Essa variagdo morfoldgica observada nos plasmatécitos das formigas
operarias ¢ em outros insetos, se deve pela presenga de pseudopodes e/ou filopddios
(ARAUJO, 2011; GUPTA, 2009). Em Panstrongylus megistus (Hemiptera), Barraco e Loch

(1989) destacam que os plasmatocitos possuem o citoplasma rico em lisossomos, confirmado
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pela presenca da fosfatase acida. Em abelhas, os plasmatocitos sdo as principais células
envolvidas no processo de fagocitose (AMARAL et al., 2010; EL MOHANDES; NAFEA;
FAWZY, 2010), desempenhando fungdes que podem ser comparadas com os macrofagos de
vertebrados, onde sdo reconhecidas como células fagocitarias envolvidas no processo de
ingestdo ou encapsulamento de patégenos, assim como na remog¢do de células apoptoticas
durante o desenvolvimento (EVANS; HARTENSTEIN; BANERIJEE, 2003;
HARTENSTEIN, 2006). A variagao morfologica observada pelos plasmatocitos e a formagao
de filopodios que pode ser resultado da fungdo que esses hemocitos exercem na imunidade
dessas formigas, principalmente pelo envolvimento no processo de fagocitose como
evidenciado por diversos estudos com outros insetos.

Os granulodcitos das subcastas de 4. sexdens rubropilosa sdo células arredondadas,
encontradas em grande quantidade na hemolinfa e apresentam morfologia semelhante aos
encontrados nas formigas A. laevigata (GIANNOTTI, CAETANO, 1985) ¢ C. rufipes
(COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978) e na mariposa A. gemmatalis (DE
NEGREIRO et al., 2009). Em Aedes albopictus foi observada a presenga de diversos
lisossomos nos granulocitos através da utilizacdo de anticorpos especificos e verificaram que
essas células apresentam atividade fagocitica contra as particulas de latex (ARAUJO, 2011).
Na abelha A. mellifera (RICHARDSON et al., 2018); no bicho da seda B. mori (LING et al.,
2003; WAGO, 1983; WU et al., 2016; YAMASHITA, IWABUCHI, 2001) e nos mosquitos
A. gambiae e A. aegypti (CASTILLO; ROBERTSON; STRAND, 2006; HILLYER,
CHRISTENSEN, 2002), os granulécitos desempenham atividade fagocitica de patdgenos,
enquanto no grilo Gryllus bimaculatus, além da fagocitose, também promovem a nodulagdo e
encapsulamento de patogenos (CHO, CHO, 2019).

Em complemento, nos estudos com larvas do besouro Protaetia brevitarsis seulensis,
a fagocitose por granuldcitos esta associada com a ativacdo da autofagia, estabelecendo um
sistema eficiente para eliminar patégenos (KWON; BANG; CHO, 2014). Em larvas de M.
scutellaris, os granuldcitos, juntamente com os plasmatdcitos, sdo responsaveis pela resposta
fagocitaria de particulas estranhas nesses insetos (AMARAL et al., 2010). Além disso, ao
entrar em contato com as particulas estranhas, essas células produzem ou secretam proteinas
antimicrobianas para matar esses invasores (STEINER et al., 1981), podendo a membrana
plasmatica sofrer alteracdes visiveis pela presenca de filopddios e/ou pseudépodes (HWANG
et al., 2015; KWON; BANG; CHO, 2014; LAVINE, STRAND, 2002). Contudo, em abelhas
operarias A. mellifera, a imunidade fornecida por essas células diminui com a idade

(RICHARDSON et al., 2018). Na formiga A. sexdens rubropilosa, os granuldcitos foram as
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células encontradas em maiores quantidades na hemolinfa desses insetos. Devido a presenca
de caracteristicas semelhantes observadas nos granuldcitos de outros insetos assim como na
fun¢do que exercem no sistema imune, os granuldcitos dessa formiga também podem estar
envolvidos no processo fagocitico de agentes invasores.

Esses resultados diferem em relagdo aqueles para a formiga Atta laevigata, onde os
pro-hemocitos, plasmatdcitos e células esférulas estavam presentes nas subcastas de soldados,
operarias médias € minimas, no entanto, nos soldados também foram encontradas
oenocitoides, células vermiformes, células granulares e adipohemocitos; nas formigas
operarias médias foram encontrados com exclusividade os tipos oenocitéides e células
vermiformes (GIANNOTTI, CAETANO, 1985).

Alguns fatores podem influenciar na distribuicdo e ocorréncia morfoldgica dos
hemocitos, como o método de coleta de hemolinfa empregado (ARAUJO, 2011), assim como
as reagOes de defesa celular, fatores genéticos e fisiologicos do hospedeiro e do patdégeno
(RUSSO; BREHELIN; CARTON, 2001). De acordo com os autores Costa Leonardo e Cruz-
Landim (1978), ao remover as células da hemolinfa, essas sofrem rapidas transformacdes,
sendo assim, ndo teria como determinar se os diversos tipos morfoldgicos representam
diferentes tipos de hemocitos ou se seriam um tUnico tipo em estado fisioldgico diferente.
Além disso, fatores bidticos como 4acaros, bactérias e fungos, também podem causar
alteragdes no numero de hemocitos, na atividade humoral, promover suscetibilidade a outras
doengas, alterar a expressdo de genes da imunidade e reduzir a concentragdo de proteinas
relacionadas ao sistema imune (BURRITT et al., 2016; KOLEOGLU et al., 2018; LOPEZ et
al.,2017; TAVARES et al., 2017).

Diversos tamanhos e morfologias dos nucleos foram evidenciados pela técnica de
microscopia de fluorescéncia, sugerindo a existéncia de variabilidade da populagdo dos
hemocitos como identificadas pela microscopia de luz (Thermo Scientific, 2009). Os dois
tipos de cromatina, distinguidas no interior dos nucleos, sdo separadas por regides altamente
condensadas, chamadas de heterocromatina, onde contém poucos genes, sendo inativa
transcricionalmente e, por regides descondensadas, denominadas eucromatina, rica em genes,
correspondendo a area ativa do genoma, sendo, portanto, mais acessivel aos meios necessarios
para a expressdao génica. Os mecanismos que estabelecem essa distribui¢do ainda sdo pouco
compreendidos, mas praticamente, todos os tipos de células eucaridticas seguem esse padrdao
de organizacdo do genoma (FALK et al., 2019). Como os nucleos dos hemocitos de 4.

sexdens rubropilosa apresentaram predominio de regides eucromaticas, pode-se sugerir que
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existam regides mais ativas transcricionalmente do que inativas no interior do nicleo dessas
células, orientando a sintese de RNA e de proteinas.

A morte programada das células por apoptose desempenha papel importante na
homeostase e no sistema imunitario, realizando a defesa contra corpos estranhos e eliminando
células criticamente danificadas (LOWE, LIN, 2000; SOKOLOVA; EVANS; HUGHES,
2004). Fatores como radiagdo, temperatura, hipoxia, xenobidticos e entre outros, podem
induzir a apoptose (ELMORE, 2007; SOKOLOVA; EVANS; HUGHES, 2004). No entanto,
em algumas situagdes, o processo de apoptose pode ser considerado um processo natural para
contribuir com a reposi¢do celular, uma vez que essas células programam a sua morte para
que ocorra uma renovacao tecidual, como observado nos hemdcitos circulantes do molusco
Pomacea canaliculata, que apresentam altas taxas de apoptose (OLIVEIRA, 2017;
SOKOLOVA; EVANS; HUGHES, 2004).

O citoesqueleto de actina nos hemocitos de todas subcastas foram encontrados na cor
verde, evidenciando diferentes morfologias, como encontrados na microscopia confocal de
varredura a laser com Faloidina-FITC ¢ descritos nas técnicas anteriores. A actina celular,
constituinte mais abundante do citoesqueleto ¢ importante porque fornece suporte mecanico
interno, forca e direcdo para os movimentos celulares (ALBERTS et al., 2017; DRAMSI,
COSSART, 1998), principalmente quando o organismo ¢ invadido por patogenos,
influenciando nos rearranjos da actina que resultam na formagao de filopodios (SWANSON,

BAER, 1995).
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5. CONCLUSAO

Nas operarias da formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa foram encontradas
quatro subcastas, denominadas jardineira, lixeira, forrageira e soldado. Na hemolinfa de cada
subcasta ocorrem cinco tipos morfologicos de hemocitos, denominados pro-hemdocitos,
oenocitoides, esferuldcitos, plasmatdceitos e granulocitos.

Os hemocitos predominantes na hemolinfa das operarias da formiga foram os
granuldcitos, provavelmente por desempenharem a principal atividade de defesa no sistema

imune inato da formiga.
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CAPITULO II - PERFIL POPULACIONAL DOS HEMOCITOS DAS SUBCASTAS
DE OPERARIAS DE Atta sexdens rubropilosa HYMENOPTERA: FORMICIDAE)

RESUMO

A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa apresenta grande importancia ecologica e
econdOmica, pois além de proporcionar aumento da permeabilidade do solo e acumulo da
matéria organica, causa enorme prejuizo a agricultura por desfolhar varias culturas agricolas e
florestais para manter o cultivo do fungo, alimento para esses insetos. Assim como em outros
insetos, essa formiga apresenta hemocitos na composicdo celular de sua hemolinfa,
responsaveis pela defesa do sistema imunoldgico inato. O presente estudo teve como objetivo
analisar o perfil populacional dos hemocitos da hemolinfa de subcastas de operarias da
formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa através da medigdo da capsula cefilica,
contagem diferencial e total de hemocitos, ensaios de fagocitose por microscopia confocal,
assim como pela citometria de fluxo. A casta de operarias é altamente polimorfica e, de
acordo com as diferentes fungdes que exercem dentro do ninho e ao tamanho da capsula
cefélica, sdo classificadas nas subcastas jardineiras, responsaveis pelo cuidado do fungo e
com as formas imaturas no interior do ninho; lixeiras que atuam na manuten¢do e no descarte
do lixo; forrageiras, exploram ambientes externos para coletar e transportar a vegetagao para
dentro do ninho, auxiliando na constru¢do do mesmo, os soldados que defendem a colonia e
auxiliam as forrageiras. Na hemolinfa da formiga foram identificados cinco tipos
morfologicos de hemocitos, representando pro-hemocitos, oenocitdides, esferulocitos,
plasmatdécitos e granulocitos, comum em todas subcastas. Os granuldcitos e os pré-hemocitos
sdo os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa. As maiores quantidades de hemocitos
foram observadas nas subcastas forrageiras seguidas dos soldados. O antissoro policlonal de
Atta sexdens rubropilosa foi eficiente, uma vez que separou a populagdo de hemocitos dos
fragmentos celulares. Os granuldcitos e plasmatocitos realizaram a fagocitose das bactérias E.
coli. As subcastas soldados, assim como as lixeiras, possuem predominantemente maiores
quantidades de células fagociticas. Uma unica populacdo de hemocitos na hemolinfa das
formigas, comum para cada subcasta foram encontradas. No entanto, analise de dispersao 3D
evidenciou cinco subpopulacdes distintas de hemocitos, onde duas apresentaram valores
superiores as demais subcastas. A subcasta de soldados apresentou células e intensidade de
fluorescéncia por FITC maiores que as subcastas jardineira, lixeira e forrageira, assim como

\

granulosidade/complexidade externa maior, em relacdo a subcasta jardineira. Essas células
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podem corresponder aos granuldcitos e plasmatdceitos, responsaveis pela defesa imune em

diversos insetos.

Palavras-chave: Granulocitos. Soldados. Morfologia. Anticorpo. Citometria.
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1. INTRODUCAO

Diferente dos vertebrados, os insetos nao possuem um mecanismo imunoldgico
adaptativo e de defesa mediada por anticorpos que conferem respostas especificas para cada
patégeno. Nessa concepcdo, esses invertebrados apresentam uma resposta imune inata,
composta por elementos humorais, que ¢ mediada por varias moléculas efetoras, incluindo
peptideos antimicrobianos, e por elementos celulares imunes responsaveis pelo
desenvolvimento de mecanismos no combate de patégenos invasores (DOUBLET et al.,
2017; HONTI et al., 2014; LAVINE, STRAND, 2002; VIVIER, MALISSEN, 2005).

Enquanto uma ampla variedade de peptideos antimicrobianos sdo produzidos em
decorréncia da resposta imune humoral (HULTMARK, 2003; LOWENBERGER, 2001;
MEISTER; HETRU; HOFFMANN, 2000), processos como fagocitose, nodula¢do e
encapsulamento sdo realizados pelos hemocitos, caracterizados como as principais células
presentes na hemolinfa e responsaveis pela resposta imune celular (DUDZIC et al., 2015;
HONTI et al., 2014; LAVINE, STRAND, 2002).

Diante da variabilidade morfoldgica e quantitativa de hemdocitos circulantes observada
na hemolinfa dos insetos, além da microscopia de luz, torna-se necessaria a combinagdo de
diferentes técnicas, como a citometria de fluxo utilizada para caracterizar adequadamente
estas células, evitando assim denominacdes divergentes na literatura (LAVINE, STRAND,
2002; NUNES, 2001).

O uso da técnica de citometria de fluxo vem sendo utilizada por vérios autores como
uma importante estratégia para caracterizagdo dos hemocitos de invertebrados (DU et al.,
2012; FONSECA et al., 2022; HONG; DONAGHY; CHOI, 2019; KLADCHENKO et al.,
2020; OLIVER et al., 2011; PARRINO et al., 2019; VIEIRA et al., 2017), principalmente
insetos (ARTEAGA BLANCO et al., 2017; BALOG et al., 2021; DE GRAAF et al., 2002;
GABOR et al., 2020; HYSTAD et al., 2017; MARRINGA et al., 2014; NAKAHARA et al.,
2009), uma vez que possibilita a identificacio de populagdes de células funcional e
morfologicamente distintas em uma determinada amostra, através do tamanho e
granulosidade/complexidade interna (BRYANT, MICHEL, 2016; CARDENAS; DANKERT;
JENKINS, 2004; SEQUEIRA et al., 1995).

Essa técnica consiste num método automatico e rapido que permite a contagem
individual de um nimero expressivo de células em curto periodo de tempo (CARDENAS;
DANKERT; JENKINS, 2004; SEQUEIRA et al., 1995), resultando na obten¢do de dados

estatisticos mais precisos, confidveis € menos trabalhosos do que a microscopia convencional
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(DOSOGNE et al., 2003; KOESS, HAMMAN, 2008; PIEPERS et al., 2009; RIVAS et al.,
2001). Atualmente muitos trabalhos realizados para caracterizar populacdes de hemocitos de
insetos através da citometria de fluxo, também envolvem produg¢dao de anticorpos e
marcadores especificos (BRYANT, MICHEL, 2016; GABOR et al., 2020; MARRINGA et
al.,2014; SIMONET et al., 2016).

A formiga-cortadeira Atta sexdens rubropilosa  (Hymenoptera: Formicidae),
conhecida popularmente no Brasil como satva-limao, € inseto social que vive em colonias
altamente organizadas, com as operarias divididas em quatro subcastas, conhecidas por
jardineira, lixeira, forrageira ¢ soldado. As jardineiras cultivam o fungo e cuidam da prole
dentro do ninho; lixeiras que gerenciam o lixo e realizam a limpeza do ninho em camaras
especificas; forrageiras que exploram o ambiente externo, cortam e transportam pedagos de
folhas para interior do formigueiro, assim como constroem o ninho e soldados que defendem
a colonia e auxiliam as forrageiras fora do ninho (DELLA LUCIA, 1993; GALLO et al.,
2002; WILSON, 1980).

De acordo com aspecto ecoldgico e econdmico, o inseto € considerado importante,
pois além de auxiliar na regeneracdo de florestas e apresentar ampla ocorréncia no Brasil,
estdo situados entre herbivoros mais vorazes ¢ de maior variedade alimentar, sendo dessa
maneira, considerados pragas potenciais para as atividades agricolas e florestais (DELLA
LUCIA, 1993; JACCOUD, 2000; FRANCO et al., 2013).

A formiga satva-limdo apresenta auséncia de evidéncias sobre o perfil populacional
dos hemocitos e mais restritivo ainda quando comparado entre as formigas operarias, que sao
classificadas de acordo com funcdo que exercem no ninho. Dessa maneira, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar o perfil populacional dos hemocitos circulantes na hemolinfa
de diferentes subcastas de operarias da formiga-cortadeira A. sexdens rubropilosa, através da
citometria de fluxo, contribuindo para a compreensdo de aspectos da imunidade celular desta

formiga.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos

Operarias de A. sexdens rubropilosa atuando como jardineiras, lixeiras e forrageiras
foram obtidas em ninhos mantidos em laboratério no Insetdrio do Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e soldados sobre as trilhas de ninhos
situados no campus da UFV, Vicosa — MG. Cada subcasta foi transferida para recipientes
plasticos apropriados, esterilizados e identificados, sendo encaminhados para o Laboratorio de
Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da UFV, onde foram realizados os

experimentos.

2.2. Medicao da capsula cefalica das formigas

A medida da céapsula cefalica foi realizada através de uma ocular micrométrica
acoplada ao microscopio estereoscopico STEMI 2000 C ZEISS, no Laboratério de
Ultraestrutura Celular do Departamento da Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). De acordo com o tamanho das cépsulas cefalicas (n = 10 de cada subcasta),
caracterizadas pela maior largura da cabeca em face ventral, as operdrias de A. sexdens
rubropilosa foram identificadas morfoldgicamente por subcastas (WILSON, 1980).

As jardineiras, que cultivavam o fungo e cuidavam da prole, possuem céapsula cefalica
no intervalo de 3,6 a 4,5 mm; lixeiras, que gerenciavam o lixo e realizavam a limpeza do
ninho, medem 4,7 a 5,8 mm; forrageiras, que exploravam, cortavam e transportavam folhas
para o interior do ninho, de 5,9 a 6,5 mm; e os soldados que defendiam a coldnia e auxiliavam

as forrageiras fora do ninho, entre 6,6 a 6,85 nm.

2.3. Coleta da hemolinfa

As formigas operarias de cada subcasta (n = 10) foram anestesiadas com
Cloroférmio - PA (98%, CAS 67-66-3, Dinamica, Sao Paulo) até cessarem seus movimentos
(IBRAHIM, 2020), sendo a hemolinfa extravasada da cabeca e do restante do corpo,

coletadas com auxilio de microcapilar de vidro Drumond Microcaps® (Merck, Sdo Paulo).
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2.4. Contagem diferencial de hemocitos

As laminas de vidro que receberam a hemolinfa das diferentes subcastas da formiga,
permaneceram em repouso por no minimo 20 minutos a temperatura ambiente para secagem
e aderéncia das células. As laminas foram coradas pelo método de Giemsa (KIERNAN, 2008)
por 10 minutos, sendo depois rapidamente lavadas com agua destilada, para remocao do
residuo (AMARAL et al., 2010). O material foi seco a temperatura ambiente por 30 minutos,
montadas sob uma laminula com sacarose 50%, sendo, posteriormente, analisadas. Cinco
laminas contendo hemolinfa foram analisadas para cada subcasta, considerando 200 células
em cada lamina para se identificar os valores médios dos tipos de hemdcitos por individuo de
cada subcasta. As células foram identificadas em microscopio de luz (Olympus BX-60), com

aumento de 40x e fotografadas com camera digital acoplada Olympus QColor3.

2.5. Contagem total de hemdcitos

A hemolinfa foi dispensada diretamente nos quatro quadrantes da camara de Neubauer
melhorada, sem diluicdo. A contagem foi realizada em microscopio Optico (trinocular Primo

Star, Zeiss), com aumento de 400x, sendo consideradas cinco repeti¢cdes por cada subcasta.

2.6. Producio de antissoro policlonal contra hemocitos de Atta sexdens rubropilosa

As formigas operarias de 4. sexdens rubropilosa foram anestesiadas com cloroférmio
e com auxilio de microcapilar de vidro de 1puL, as amostras de hemolinfa foram coletadas sob
a forma de pool, padronizando o nimero de formigas (total de 100 formigas, sendo 25 de cada
subcasta) e depositadas posteriormente em microtubo de 1,5 mL, contendo 100 uL de tampao
fosfato de sodio (PBS) pH 7,4 10 mM. As amostras foram centrifugadas a 1500 g por 10
minutos a 4°C para obten¢do de sedimento de hemocitos.

Para produg¢do do soro anti-hemdocitos, foram realizadas trés imunizagdes em um
camundongo adulto macho, sendo uma imunizag¢do inicial e dois refor¢os (boost), em
intervalos de 15 dias. Na primeira imuniza¢do foram realizadas inje¢des subcutdneas num
total de 1 mg do antigeno com adjuvante de Freund completo (v/v) e apos 15 e 30 dias, a
segunda e terceira imunizagdes foram realizadas, utilizando um total de 0,25 mg do antigeno
cada em adjuvante de Freund incompleto (v/v) (AZEVEDO, 2011). Finalmente, 45 dias apo6s
a primeira imuniza¢do, o animal foi eutanasiado e o sangue coletado em um tubo Falcon,

mantido por 30 minutos em temperatura ambiente para coagulacdo e entdo centrifugado
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1500g por 15 minutos a 4°C para obtengdo do soro. Posteriormente, o soro foi aquecido em
banho-maria a 60°C por 30 minutos para diminuir a concentracdo dos componentes que
possam causar reacoes inespecificas (REIS et al., 1997). Por fim, foi acrescentada solugao
saturada de sulfato de amonio 45% sob agitacdo por 20 minutos para purificacdo do soro
(BALICO, 2014).

A conjugag¢do dos anticorpos com isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi realizada de
acordo com as instrugdes do fabricante (Sigma-Aldrich, Brasil), com adi¢do de FITC ao
antissoro na dilui¢ao de 1:50 por 1 hora, protegido no escuro, seguido de centrifugacao a
1500g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em
tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,2 (PBS). O antissoro foi aliquotado em frascos de 1,5mL

ao abrigo da luz e armazenados a -20°C.

2.7. Ensaio de fagocitose e microscopia confocal de varredura a laser

A solugdo de Eschericia coli foi centrifugada a 3000g para concentrar as bactérias e
descartar o sobrenadante. Esse procedimento foi realizado trés vezes, sendo adicionado PBS
em cada etapa, por 5 minutos cada.

A hemolinfa foi incubada com a solu¢do de E. coli, em tubos de 1 mL, seguido de
vortex. Apds 30 minutos, 10 uL das amostras de hemolinfa de cada subcasta misturadas em
solucdo de E. coli foram transferidas para laminas histoldgicas, secadas ao ar, coradas com
Faloidina-FITC (Sigma Aldrich, Sigma-Aldrich Brasil) na propor¢ao 1:500 por uma hora na
auséncia de luz e lavadas trés vezes em PBS, por cinco minutos cada. Posteriormente, foram
incubadas em iodeto de propideo em proporcao 1:900 por 30 minutos na auséncia de luz,
sendo lavadas por trés vezes em PBS, durante 10 minutos cada 1amina. Apos as incubagdes,
as amostras foram montadas em laminas histoldgicas, sendo posteriormente, analisadas em
microscopio confocal de varredura a laser Zeiss, LSM510 META, em objetiva de 10x,
diferenciando as bactérias fagocitadas das bactérias somente ligadas a moléculas de superficie
dos hemocitos. O teste foi realizado a fim de se verificar quais células de cada casta

apresentavam atividades fagociticas sobre as bactérias gram-negativa E. coli.

2.8. Ensaio de fagocitose e citometria de fluxo

No presente estudo foram utilizadas bactérias E. coli fixadas com paraformaldeido e incubadas

com 50 pL de iodeto de propideo (PI) por uma hora. Posteriormente, as bactérias foram lavadas trés
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vezes com PBS a fim de remover o excesso de PI para serem utilizadas no experimento. A solucdo
contendo E. coli foi adicionada em microtubos de 1,5 mL e centrifugada a 3000g para
concentrar as bactérias e descartar o sobrenadante. O experimento foi conduzido em triplicata,
sendo adicionado PBS, por 5 minutos cada.

O anticorpo anti-hemocitos conjugado com FITC foi adicionada a solugdo de E. coli
com a hemolinfa de cada subcasta, preparada anteriormente, com iodeto de propideo,
mantidas em repouso por uma hora e enviados para o citdmetro de fluxo. Os ensaios de
fagocitose foram realizados para investigar se os hemocitos de A. sexdens rubropilosa
possuiam a capacidade de reconhecer e fagocitar as bactérias E. coli.

O teste de fagocitose foi determinado usando um citometro BD FACS Verse (BD
Bioscience, Calif.,, EUA) no Nucleo de Microscopia ¢ Microandlise da UFV e os resultados
foram obtidos a partir de 5000 eventos por amostra, com o software FACSuite (BD
Bioscience) e FlowJo versao 10.

A aquisi¢do dos dados referentes a fagocitose foi realizada em graficos (density plot)
considerando os parametros: LF1, que mede a fluorescéncia do anticorpo anti-hemocito
marcado com FITC, versus FL3, que mede a fluorescéncia das bactérias marcadas com PI,
sendo utilizado a escala exponencial para aquisi¢do das populacdes. A fluorescéncia das
células emitida pelo fluorocromo FITC foi obtida pelo canal FLL1 (527/532 nm) e analisada

em graficos dot plot, assim como em dispersdo em 3D, avaliando a sua intensidade.

2.9. Citometria de fluxo da hemolinfa conjugada com FITC

A quantidade méaxima de hemolinfa de trés formigas operdrias de cada subcasta
(lixeira, forrageira e soldado) e seis jardineiras de A. sexdens rubropilosa foram utilizadas.

A hemolinfa foi depositada em microtubos de 1,5 mL, embalados em papel aluminio,
contendo 100 pL de PBS, conduzindo o experimento em triplicata, com amostras biologicas
independentes e considerando 5000 eventos (células) para cada formiga. As amostras foram
centrifugadas a 1500g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e adicionado 100 puL
do antissoro conjugado com FITC em cada microtubo, sendo incubados por 30 minutos a
28°C, no escuro.

Ap6s a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 1500g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 100 pl. em PBS. Este

procedimento foi repetido trés vezes para remover os anticorpos conjugados com FITC que
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ndo se ligaram e posteriormente foi acrescentado PBS até completar 300 pL. para volume
suficiente de leitura no citometro de fluxo.

A aquisi¢do dos dados referentes a populacao de hemocitos foi realizada em graficos
(dot plot) considerando os parametros: dispersao frontal que mede o tamanho celular (forward
scatter - FSC) versus a dispersao lateral que mede a granulosidade/complexidade interna (side
scatter - SSC), sendo utilizado Logio para aquisi¢ao das populagdes.

A fluorescéncia das células emitida pelo fluorocromo FITC foi obtida pelo canal FL1
(527/532 nm) e analisada em graficos dot plot, assim como em dispersao em 3D, avaliando a
sua intensidade. As populagdes de hemdcitos foram determinadas usando um citdmetro BD
FACS Verse (BD Bioscience, Calif., EUA) no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV
e os resultados foram obtidos a partir de 5000 eventos por amostra, com o software FACSuite

(BD Bioscience) e FlowJo versao 10.

2.10. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por estatistica univariada (Analise de varidncia -
ANOVA), sendo os dados significativos avaliados com comparacdes de médias pelo teste de
Tukey em nivel de significancia de 0,05 no programador estatistico Sisvar® (FERREIRA,

2011). Os resultados sdao apresentados como médias e desvio padrao.
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3. RESULTADOS

3.1. Contagem diferencial dos hemocitos

Cinco tipos de hemocitos foram encontrados na hemolinfa das formigas operarias,
através da contagem diferencial de cada subcasta jardineira, lixeira, forrageira e soldado,
sendo denominados como pro-hemdcitos, oenocitdides, esferuldcitos, plasmatocitos e
granuldcitos. As maiores abundancias de granuldcitos foram observadas em quase todas as
subcastas das formigas, sendo predominantes nas jardineiras, forrageiras e lixeiras, com
616 £9,1; 611 £ 8,2 e 571 £ 6,9 células, respectivamente. Por outro lado, a menor quantidade
deste hemdocito esta associada a subcasta soldado, com 245 + 11,1 células. Os plasmatdcitos
estavam presentes em numero variado de células, sendo constatados valores de 538 + 9,1
células nos soldados; 136 = 7,6 células nas lixeiras; 101 = 4,6 células nas jardineiras e
34 + 4,6 células nas forrageiras. Os pro-hemocitos se apresentaram em maior quantidade nas
forrageiras (329 + 10,1), menor nos soldados (144 + 4,1); com valores intermedidrios nas
jardineiras (241 = 7,6) e lixeiras (231 =+ 2,9). As células oenocitdides apresentaram
quantitativos de 54 + 23 e 31 £ 2,7 células para as subcastas soldado e lixeira,
respectivamente. Por outro lado, as subcastas jardineira e forrageira apresentaram,
quantitativo de 21 + 1,6 e 21 £ 1,9 células na hemolinfa, respectivamente. Diferentemente das
células de granuldcitos, plasmatocitos, prohemocitos e oenocitodides, foi constado que os
esferuldcitos apresentaram células em menor quantidade na hemolinfa de todas as subcastas
analisadas, com valores observados de 31 + 1,6; 21 + 1,3; 19+ 2,2 ¢ 5 £ 0,7 células nas
subcastas lixeira, jardineira, soldados e forrageira, respectivamente. Assim, em todas
subcastas das formigas operarias de A. sexdens rubropilosa, os granuldcitos e pro-hemocitos
sdo os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa, seguido pelos plasmatocitos e em

menor nimero pelos oenocitoides, assim como pelos esferulocitos.

3.2. Contagem total de hemdcitos

As maiores quantidades de hemocitos foram obtidas nas subcastas forrageira
(74 £ 7,0) seguidas dos soldados (62 + 5,7). Por outro lado, as menores quantidades de
hemocitos ocorreram nas jardineiras e lixeiras, com 21 + 4,2 e 40 + 8,3 hemocitos,

respectivamente.



65

3.3. Producio de antissoro policlonal contra hemacitos de Atta sexdens rubropilosa

O antissoro desenvolvido contra hemécitos de subcastas de A. sexdens rubropilosa
conjugado com FITC, considerando os parametros de granulosidade/complexidade interna
(SSC-A), tamanho celular (FSC-A) e a intensidade de fluorescéncia por FITC permitiu a
separacao das células de interesse dos fragmentos celulares contidos nas amostras (Figura 1A)
com 65,45% negativas para FITC, representando fragmentos celulares (Figura 1B), e 34,6%
positiva para FITC, representando a populacdo de hemocitos (Figura 1C). A figura 1D
representa as duas populacdes, sem a eliminacdo dos fragmentos celulares negativos para
FITC.

Assim, o antissoro policlonal foi eficiente para separar somente a populagdo de

hemocitos da formiga.

3.4. Ensaio de fagocitose por microscopia confocal de varredura a laser

Estudos evidenciaram que hemocitos semelhantes aos granuldcitos e plasmatdcitos
realizaram fagocitose das bactérias E. coli (Figuras 2A, 2B). Por outro lado os pro-hemocitos

(Figura 2C), oenocitodides (Figura 2D) e esferulocitos, ndo fagocitaram as bactérias.

3.5. Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo

As subcastas soldados possuem maiores quantidades de células fagociticas (74,2%),
seguidas pelas lixeiras (73,0%). No entanto, foi possivel observar também que as forrageiras

possuem 64,4% e as jardineiras 69,4% de células fagociticas (Figura 3).

3.6. Citometria de fluxo dos hemdcitos conjugados com FITC

Apos exclusdo de grande parte dos fragmentos celulares, uma tnica populacdo de
hemocitos na hemolinfa de cada subcasta de operdrias da formiga Atta sexdens rubropilosa
foram analisadas (Figura 4). No entanto, a andlise grafica de dispersdo 3D evidenciou cinco
subpopulagdes distintas de hemocitos em cada operaria da formiga. Duas subpopulacdes de
hemocitos tiveram os parametros de granulosidade/complexidade interna (SSC), tamanho
celular (FSC) e intensidade de fluorescéncia por FITC maiores em relagdo as outras
subpopulagdes, que se apresentaram sobrepostas, com padrdes semelhantes, evidenciando

FSC e SSC inferiores (Figura 5).
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A partir da intensidade média de fluorescéncia (MFI), foi possivel observar que a
subcasta soldado apresentou células com tamanho (1673,3 - Figura 6A) e intensidade de
fluorescéncia por FITC (5149,3 - Figura 6C) maiores e estatisticamente significativas em
relagdo subcastas jardineira, lixeira e forrageira, por outro lado, embora o maximo valor de
granulosidade/complexidade interna tenha sido observada para a subcasta soldado (1558,0 -
Figura 6B), a diferenca estatistica s6 ocorreu em relacdo a jardineira. Nao foram observadas

diferencas em relacao a quantidade de hemocitos entre as subcastas (Figura 6 D).
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Figura 1 - Citometria de fluxo representativa de hemocitos de operarias da subcasta forrageira de Atta
sexdens rubropilosa, utilizando antissoro conjugado com FITC. (A) Histograma evidenciando
populacdo de fragmentos celulares, negativos para FITC (65,4%) e populagdo de hemocitos positivos
para FITC (34,6%). (B) Grafico dot plot da populagdo de fragmentos celulares. (C) Grafico dot plot da
populacdo de hemocitos. (D) Perfil populacional dos hemocitos, sem eliminacdo dos fragmentos
celulares. (FSC — tamanho das células e SSC - granulosidade/complexidade interna das células).
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Figura 2 - Ensaio de fagocitose por microscopia confocal de varredura a laser dos hemocitos da
subcasta soldado de Atta sexdens rubropilosa. Hemocitos e antissoro conjugado com FITC (verde) e
bactérias E. coli. com iodeto de propideo (vermelho). (A) Plasmatécito fagocitando bactérias;
(B) Granulocito fagocitando bactérias; (C) Auséncia em pro-hemdocito e (D) Auséncia em oenocitoide.

C

Fonte: A autora.
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Figura 3 - Intensidade Média de Fluorescéncia do ensaio de fagocitose por citometria de fluxo dos
hemdcitos das subcastas de operarias de Atta sexdens rubropilosa, utilizando antissoro conjugado com
FITC e bactérias Escherichia coli com iodeto de propideo. (A) Soldados (74,2% de células
fagociticas), (B) Forrageira (64,4% de células fagociticas); (C) Jardineira (69,4% de células

fagociticas) e (D) Lixeira. (73,0% de células fagociticas).
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Figura 4 - Analise do perfil da populagdo de hemocitos circulantes na hemolinfa de operarias de Atta
sexdens rubropilosa por citometria de fluxo, obtidas pelos graficos dot plot, mostrando os pardmetros
de tamanho (FSC-A) vs complexidade celular (SSC-A), utilizando antissoro conjugado com FITC.

(A) Jardineira; (B) lixeira; (C) Forrageira e (D) Soldado.
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Figura 5 - Grafico de dispersdo em 3D de citometria de fluxo dos hemocitos da subcasta forrageira de
Atta sexdens rubropilosa, apresentando os parametros de tamanho relativo (FSC-A) x complexidade
celular (SSC-A) x fluorescéncia dos anticorpos conjugados com FITC, mostrando distintas
subpopulagdes de hemocitos, representadas por cores diferentes.
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Figura 6 - Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) e quantidade de hemocitos por subcasta de Atta
sexdens rubropilosa. (A) Tamanho celular (FSC-A); (B) Complexidade interna/granulosidade (SSC-
A); (C) Intensidade de flurescéncia dos hemocitos conjugados a FITC; (D) Quantidade de hemdcitos
por microlitro de acordo com cada subcasta. A linha em vermelho representa o desvio padrdo. As
médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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4. DISCUSSAO

Morfologicamente, as quatro subcastas de A. sexdens rubropilosa, denominadas como
jardineiras, lixeiras, forrageiras e soldados foram classificadas pelo comportamento no ninho
e tamanho da capsula cefalica, que variou entre 3,6 mm a 6,85 mm, apresentando alto padrao
de polietismo como encontrado no capitulo 1.

Em todas as subcastas A. sexdens rubropilosa analisadas, os granulécitos e pro-
hemocitos s@o os tipos mais abundantes circulando na hemolinfa, seguido pelos plasmatdcitos
e em menor nimero pelos oenocitdides e esferuldcitos. Distribuicdo semelhante dos tipos de
hemocitos tem sido observado em outros Hymenopteras como abelhas (AMARAL et al.,
2010; RICHARDSON et al., 2018) e vespas (MANFREDINI; DALLAI; OTTAVIANI,
2008); Dipteras (HILLYER, CHRISTENSEN, 2002) ¢ em Lepidopteras (DE ANDRADE et
al.,2003; VOGELWEITH et al., 2016).

A imunocompeténcia dos insetos, principalmente no estdgio larval do inseto, onde a
quantidade de hemolinfa se apresenta de forma mais abundante, t€ém sido avaliada na
contagem total de hemoécitos (AMARAL et al., 2010; ANDRADE et al., 2010; HWANG et
al., 2015; STOEPLER et al., 2013). Para isso, torna-se necessario se conhecer o sistema
imune inato desses insetos ao longo do seu desenvolvimento, principalmente nos insetos
sociais, onde o polimorfismo etario geralmente ocorre (RAVAIANO, 2017). Ao contrario das
formigas forrageiras e soldados, as jardineiras, assim como as lixeiras, que embora estejam
mais expostas a agentes patogénicos, apresentaram as menores quantidades de hemocitos
totais circulando na hemolinfa, o que pode indicar que estas subcastas estdo representadas por
operarias mais velhas. Geralmente, quando alguns insetos envelhecem, ocorre uma redugdo da
imunocompeténcia celular, relacionados ao envelhecimento do individuo e ndo a tarefa que
realizam (RAVAIANO, 2017). Esse envelhecimento geralmente causa impactos em outros
grupos de insetos, como nos mosquitos A. aegypti (HILLYER et al., 2005) e Anopheles
gambiae (KING, HILLYER, 2013).

A produgdo do antissoro policlonal contra hemdcitos da formiga sativa-limao foi util
para eliminar a presenca de uma grande quantidade de fragmentos celulares pelas analises
prévias (Apéndice A). Nesse estudo, o antissoro policlonal produzido a partir dos hemdcitos
de A. sexdens rubropilosa permitiu diferenciar a populacdo de interesse, que sdo os hemocitos
totais presentes na hemolinfa da formiga, separando dos fragmentos celulares, constituindo-se
dessa forma, em uma importante ferramenta para analises de citometria de fluxo. Os

antissoros policlonais sdo caracterizados por um conjunto de grande variedade de moléculas
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de imunoglobulinas originadas de diferentes linhagens de células B que reagem contra um
antigeno especifico, no entanto, cada uma identificando um epitopo diferente em um antigeno
(LENZ, 2004, RUPPRECHT, NAGARAJAN, 2015). Além de eficiente na deteccdo de
hemocitos, a producdo do antissoro policlonal foi relativamente rapida e de baixo custo,
apresentando maior facilidade técnica que seria necessaria para produzir o antissoro
monoclonal (ASCOLI, AGGELER, 2018; RUPPRECHT, NAGARAIJAN, 2015), sendo mais
eficaz devido a sua capacidade de se ligar a multiplos epitopos em um antigeno (MARIAM et
al., 2015).

Os granulécitos e plasmatocitos de Atta sexdens rubropilosa apresentaram atividade
na resposta imune celular em maior quantidade (~70%) na maioria das subcastas uma vez que
realizam a fagocitose, assim como observado em outros insetos (LANOT et al., 2001;
LAVINE, STRAND, 2002), incluindo abelhas (AMARAL et al., 2010; RAVAIANO, 2017).

Uma tnica populacdo de hemocitos na hemolinfa de cada subcasta da operaria da
formiga foi identificada inicialmente. Esses resultados foram semelhantes aqueles em abelha
Apis mellifera, sem populacdes distintas de hemocitos, utilizando mesmos pardmetros FSC
versus SSC (DE GRAFF et al., 2002). No entanto, utilizando outras técnicas, como
microscopia de contraste de interferéncia e fluorescéncia, foi possivel identificar diferentes
subpopulagdes de hemocitos na abelha, o que pode ser explicado parcialmente pela pequena
diferenca de tamanho entre os hemocitos dentro de um tUnico subconjunto dessas células
(VAN STEENKISTE, 1988).

Distintas subpopulagdes nas subcastas de A. sexdens rubropilosa foram encontradas na
analise grafica de dispersdo, representadas pelas diferentes cores, confirmando os resultados
encontrados na microscopia de luz, confocal de varredura a laser e microscopia eletronica de
varredura (Capitulo 1), onde cada subcasta apresentou cinco tipos morfoldgicos de hemécitos,
identificados como pré-hemocitos, oenocitoides, esferulocitos, plasmatocitos e granuldcitos.

Duas subpopulagdes apresentaram tamanho celular, granulosidade/complexidade
interna e intensidade de fluorescéncia maiores, indicando que provavelmente sejam as células
mais complexas, como os plasmatocitos e granulédcitos, que desempenham atividades na
defesa imune dos insetos, encontradas com maior frequéncia na hemolinfa desta e de outras
formigas (COSTA LEONARDO, CRUZ-LANDIM, 1978; GIANNOTTI, CAETANO, 1985).
Algumas subpopulagdes estdo sobrepostas, com padrdes semelhantes, evidenciando FSC e
SSC inferiores em relacdo as duas citadas anteriormente, ndo sendo possivel inferir os

distintos tipos celulares.
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A presenca de mais de uma populagdo de hemocitos em outros insetos se apresentam
de forma mais significativa, como em B. mori onde quatro subpopulacdes de hemocitos foram
encontradas através das andlises de citometria de fluxo associadas com vérios marcadores
moleculares, como iodeto de propideo, proteina de fluorescéncia verde, anticorpos
monoclonais e lectinas fluorescentes (NAKAHARA et al., 2009). Estudos recentes para
determinar o perfil dos hemocitos de A. mellifera através da citometria de fluxo revelaram
quatro populagdes distintas, utilizando os marcadores fluorescentes como a lectina WGA
(Aglutinina de germem de trigo-FITC), iodeto de propideo e anexina V (MARRINGA et al.,
2014). Assim, o uso de mais marcadores fluorescentes além do anticorpo conjugado com
FITC, pode distinguir os hemocitos de A. sexdens rubropilosa em mais subpopulagdes além
das detectadas até presente momento.

Alguns fatores celulares especificos como a granulosidade/complexidade interna
(SSC-A) pode modificar a fungdo da quantidade de organelas, rugosidade do citoplasma e
membranas intracelulares ou inclusdes de material extracelular. Assim, tais caracteristicas
contribuem para a compreensdo de que a classificacdo do tipo de célula em fungdo do
parametro SSC-A da citometria de fluxo pode, por vezes, ndo corresponder totalmente as
observacdes de vactiolo ou granulos na célula, caracterizados como um dos principais
critérios de classificacdo visual (DONAGHY et al., 2017). Células com caracteristicas de
SSC-A semelhantes como foram observadas na formiga 4. sexdens rubropilosa podem
possivelmente, pertencer a diferentes subpopulacdes, sendo, dessa forma, necessario uma
avaliagdo das atividades celulares e os metabolismos intracelulares para caracterizar e
discriminar de forma mais efetiva as populacdes celulares.

A subcasta de soldados possuem células maiores € com maior intensidade de
fluorescéncia que jardineira, lixeira e forrageira. Por outro lado, os soldados apresentaram
maior complexidade interna/granulosidade, com diferenca significativa somente em relagdo a
subcasta jardineira. Essas células presentes nos soldados, provavelmente correspondem aos
plasmatodcitos e granuldcitos, que atuam na defesa imune, resultando em um sistema
imunologico inato mais desenvolvido, que ndo est4 associada com o polietismo etario.

Apesar da maioria dos estudos com invertebrados, principalmente insetos,
evidenciarem que a imunidade inata se torna menos eficiente com o avango da idade
(AMDAM et al., 2005), estudos estdo demonstrando que essa correlagdo pode nao existir
(ARMITAGE, BOOSMSMA, 2010; DE SOUZA et al., 2013). A medida que as formigas
envelhecem, elas progridem para realizarem tarefas externas, como forrageio, estando em

constante contato com patogenos (DE SOUZA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2011; WILSON,
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1971). Na formiga-cortadeira Acromyrmex subterraneus, operarias direcionadas para
exercerem atividades dentro do ninho necessitam de um investimento menor da defesa imune
em relacdo as operarias que exercem atividades externas, economizando energia do sistema
imunologico (DE SOUZA et al., 2013). Em operarias mais velhas de Acromyrmex
octospinosus ha aumento significativo da atividade de fenoloxidade, enzima envolvida na
melanizagdo, gerada pela resposta imune (ARMITAGE, BOOSMSMA, 2010).

Estudos realizados com operarias A. sexdens rubropilosa, evidenciaram que as
formigas que trabalham dentro dos ninhos, apresentaram maior taxa de encapsulamento do
que aquelas que trabalham fora da colonia (RIBEIRO et al., 2011). Nossos resultados
corroboram o observado para operarias cortadeiras A. octospinosus, onde apresentam um
sistema imunoldgico mais desenvolvido a medida que as operarias envelhecem (ARMITAGE,
BOOMSMA, 2010; DE SOUZA et al., 2013), embora essa ndo seja uma condi¢do padrao,
uma vez que o polietismo etario caracteriza-se como complexo e variavel entre espécies.

De acordo com os estudos realizados recentemente, a quantidade de hemocitos nao
esta relacionada com idade do inseto, como verificado em abelhas operarias, rainhas e
zangdes, que apresentaram uma reducao consideravel no nimero de hemdcitos, regulada por
fatores enddcrinos (SCHMID et al., 2008). Em abelhas operarias, Amdam et al., (2004) e
Amdam et al., (2005) verificaram que a redu¢do de hemocitos pode ser resultado da divisao
do trabalho regulada pela vitelogenina € hormoénio juvenil. Na libélula Lestes viridis
sexualmente madura, a maior quantidade de hemocitos observadas em relacdo as recém-
emergidas, pode ser regulada por condi¢des especificas e ndo de acordo com a idade (ROLFF,

2001).
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5. CONCLUSAO

As formigas operarias de cada subcasta de Atta sexdens rubropilosa possuem cinco
tipos morfoldgicos de hemdcitos, que provavelmente correspondem aos prdé-hemocitos,
oenocitdides, esferuldcitos, plasmatdceitos e granulocitos.

Cinco hemoécitos em cada subcasta de operarias da formiga foram encontrados, mas
somente dois tipos de hemocitos correspondentes aos granuldcitos e plasmatocitos podem
estar presentes predominantemente na subcasta de soldados, conferindo como em outros

insetos, um sistema imunolédgico inato mais ativo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ¢ a primeira caracterizagao dos hemocitos circulantes na hemolinfa
das formigas operarias de Atta sexdens rubropilosa, realizada através de diferentes técnicas de
microscopia e principalmente por citometria de fluxo.

Como perspectivas, estudos complementares sobre ativacdo, diferengas fisiologicas
provocadas por hormdnios e diferencas de expressdes gé€nicas, assim como O
desenvolvimento de marcadores especificos, producao de anticorpos monoclonais associados
com imunofenotipagem pela citometria de fluxo sdo necessarios para otimizar a classificacao
dos hemocitos da espécie. Além disso, é necessario avaliar os tipos de hemocitos das fémeas

nas condi¢des pré e pds-copula, bem como dos individuos imaturos em diferentes subcastas.
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APENDICE

A - Grafico dot plot da populacdo de hemocitos de Atta sexdens rubropilosa, com grande quantidade
de fragmentos celulares.
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