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RESUMO

Regulagao do desenvolvimento e resposta imune de lagartas de Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) por Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae)

Cotesia flavipes (Cameron) (Hym.: Braconidae), como outros cenobiontes, €
capaz de regular seu hospedeiro, criando um ambiente que sustenta e promove o
desenvolvimento de suas larvas, comumente em detrimento do hospedeiro.
Substancias derivadas do trato reprodutivo das fémeas (proteinas ovarianas, veneno e
polidnavirus) sado injetadas no hospedeiro, afetando a resposta imune e outros
processos fisiologicos com o propdsito de regular os niveis hormonais, nutricdo e
comportamento. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o papel dessas
substancias no crescimento e desenvolvimento de Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae), e avaliar como o parasitismo afeta a resposta imune do
hospedeiro. Todas as substancias derivadas da fémea foram obtidas apds a dissecacao
do parasitdide, através da coleta do reservatério de veneno ou dos ovarios (proteinas
ovarianas e polidnavirus) em tampao resfriado. As secregdes foram processadas
adequadamente e injetadas logo apds a coleta. O veneno e as proteinas ovarianas +
polidnavirus (PDV) foram injetados juntos ou separadamente em lagartas entre 0-12h
do 6° instar. O efeito de cada um dos componentes isolados do parasitdide no
desenvolvimento e crescimento do hospedeiro foi avaliado através de observagdes no
ganho de peso, duragao e viabilidade da fase larval e pupal. Os efeitos do parasitismo
na resposta imune do hospedeiro foram avaliados tanto ao nivel celular, através da
contagem do numero total de hemacitos e capacidade de encapsulagéo, como ao nivel
bioquimico, medindo-se a ativagdo da profenoloxidase e produgdo de 6xido nitrico na
hemolinfa das lagartas de D. saccharalis em diferentes estagios de desenvolvimento do
parasitéide (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias apd6s o parasitismo). As proteinas ovarianas do
parasitoide e o PDV sozinho, ou co-injetado com o veneno, suspenderam o
desenvolvimento larval do hospedeiro, enquanto que o veneno, sozinho, afetou o
processo de metamorfose. A resposta imune do hospedeiro também foi afetada por C.
flavipes, de maneira dependente do tempo. Lagartas parasitadas apresentaram declinio
no numero total de hemdcitos a partir do 3° dia e a capacidade de encapsulacéo foi
afetada ao longo do desenvolvimento do parasitdide. A atividade da fenoloxidase do
hospedeiro foi alterada apenas no final do desenvolvimento imaturo do parasitoide,
enquanto que o oxido nitrico foi afetado nas 24 h iniciais apés parasitismo.

Palavras-chave: Interagbes hospedeiro-parasitdide; Resposta imune; Regulagéo
hospedeira; Polidnavirus
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ABSTRACT

Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) larval
development and immune response regulation by Cotesia flavipes (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae)

Cotesia flavipes (Cameron) (Hym., Braconidae), as other koinobionts, is capable
of regulating the host development to produce an suitable host environment to sustain
and promote its own larval development at the host expenses. Female-derived
substances from the reproductive tract (ovarian proteins, venom, polydnavirus) are
injected into the host, affecting the host immune response and other physiological
processes aiming to regulate the host hormone levels, nutrition and behavior. Our goal
was to evaluate the role of these substances on Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera:
Crambidae) growth and development, and how the parasitism affects the host immune
response. All female-derived substances were collected after parasitoid dissection by
collecting the venom reservoir or the ovaries (ovarian proteins and polydnavirus).
Dissections were carried out in ice-cold buffer, collected tissues were processed
accordingly and the desired substances injected immediately after collection. Venom
and ovarian proteins+polydnavirus (PDV) were injected jointly and separated in 0-12 h-
old 6th instars of D. saccharalis. The effect of these substances on host development
and growth was evaluated by measuring the host weight gain, larval and pupal
survivorship and developmental time. The effects of the parasitism on the host immune
response was evaluated either at the cellular level, by measuring the total hemocyte
count and the encapsulation capacity, and at the biochemical level, by measuring the
prophenoloxidase activity and nitric oxide levels at different stages of parasitoid
development (0, 1, 3, 5, 7 and 9 days after parasitism). Parasitoid ovarian proteins and
PDV alone or co-injected with the venom arrested the host larval development, while the
venom by itself only affected the host metamorphosis process. The host immune
response was also affected by C. flavipes at a time-dependent manner. The total
hemocyte count dropped at day 3 of parasitism, while the host encapsulation capacity
was reduced during parasitoid development. The host prophenoloxidase activity was
also affected mainly towards the end of parasitoid larval development, while the nitric
oxide at the first 24 h after parasitism.

Keywords: Host-parasitoid interactions; Host immune response; Host regulation;
polydnavirus
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1 INTRODUCAO

Ao longo do curso da evolugdo, membros de diversas ordens de insetos
adotaram estilo de vida parasitico, como alguns em Diptera, Coleoptera, Lepidoptera,
Trichoptera e Strepsiptera, representando um exemplo extremo de colonizagdo bem
sucedida dos nichos ecologicos existentes. No entanto, Hymenoptera, com
aproximadamente 80% de suas espécies, € a ordem mais importante de insetos de
habito parasitico. Essa alta diversidade s6 é possivel dado ao espectro de interagbes
hospedeiras desenvolvidas por esses organismos (GODFRAY, 1994; QUICKE, 1997;
WHITFIELD, 2003; PENNACCHIO; STRAND, 2006).

As larvas de parasitéides se desenvolvem utilizando como fonte nutricional o
corpo de outros artropodes, normalmente insetos, apresentando importante fungao nos
ecossistemas agricolas, onde influenciam ou regulam a densidade populacional de
muitos de seus hospedeiros. Pesquisas com esse grupo de inimigos naturais foram
estimuladas devido ao sucesso freqiente de seu uso em programas de controle
biologico, classico ou aplicado (GODFRAY, 1994). Parasitéides desenvolveram um
surpreendente conjunto de mecanismos para manipular os aspectos fisiologicos e
bioquimicos de seus hospedeiros, de forma a criar um ambiente favoravel ao
desenvolvimento de sua progénie, mas tipicamente em detrimento do desenvolvimento
de seu hospedeiro (BECKAGE; GELMAN, 2004).

Entre os diferentes grupos de parasitéides, os cenobiontes sdo, sem duvida,
aqueles em que seu imaturo enfrenta as maiores restricdes impostas pelo hospedeiro,
ja que o mesmo permanecera vivo e continuara a crescer. AO mesmo tempo que esse
fato impde limitacbes ao parasitdide, visto que ele devera competir com os tecidos do
hospedeiro pela utilizacdo dos nutrientes disponiveis na hemolinfa, principalmente no
inicio de seu desenvolvimento, ele também permite que esses parasitoides
diversifiquem sua estratégia de desenvolvimento, ja que ha a expectativa de que o
hospedeiro atinja estado nutricional mais adequado do que aquele no momento do
parasitismo. Assim, diante dessa expectativa e da preferéncia de parasitismo,
parasitdides podem ajustar seu desenvolvimento as mudangas fisiolégicas do

hospedeiro ou adequar o hospedeiro as necessidades do seu desenvolvimento,
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manipulando a fisiologia do mesmo. Dessa maneira, parasitdides manipulam a atividade
fisioldgica e bioquimica do hospedeiro com o intuito de criar um ambiente favoravel ao
seu préprio desenvolvimento, utilizando diversos mecanismos de regulacéo (VINSON;
IWANTSCH, 1980; VINSON; PENNACCHIO; CONSOLI, 2001; PENNACCHIO;
STRAND, 2006).

A possibilidade de regulacdo dos diferentes mecanismos que alteram o
crescimento e desenvolvimento do hospedeiro, que envolve desde a inibicdo do sistema
imunoloégico até o controle da expressdao génica do hospedeiro, € uma das
caracteristicas que tornam esses insetos agentes de controle tao eficientes (BURON;
BECKAGE, 1997; VINSON; PENNACCHIO; CONSOLI, 2001; PENNACCHIO; MALVA;
VINSON, 2001; CONSOLI; VINSON, 2004).

Em muitos casos, os mecanismos moleculares responsaveis por alteragoes
produzidas na fisiologia e metabolismo do hospedeiro sdo ainda desconhecidos, mas os
avancos tecnoldgicos facilitardo a elucidagcao dos meios pelos quais parasitdides e seus
produtos, incluindo polidnavirus (PDV), veneno e teratécitos, alteram o funcionamento
do hospedeiro, incluindo a manipulagéo dos niveis de hormdnios importantes, como os
ecdisteroides e horménio juvenil (EDWARDS; WEAVER, 2001). A identificacdo das
moléculas indutoras e a compreensdao dos mecanismos envolvidos na regulagao
hospedeira por parasitéides sao tidas como fontes importantes de informagdes que
levardao ao desenvolvimento de novas estratégias de controle de pragas seguras ao
meio ambiente (STOLTZ, 1986; EDWARDS, WEAVER; MARRIS, 2001; MAITI et al.,
2003; BECKAGE; GELMAN, 2004).

O parasitéide larval Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) foi
introduzido no Brasil em 1974 e se destaca em diversas regides como eficiente agente
de controle biolégico de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae)
(BOTELHO; MACEDO, 2002). Apesar de sua introdugéao e utilizagao em larga escala no
controle biolégico dessa praga, pouco se sabe a respeito do processo de regulagéo
hospedeira desse inimigo natural. Assim, dada a importancia da cultura canavieira para
0 agronegécio nacional, a eficiéncia de C. flavipes no controle de D. saccharalis e 0
potencial de exploragdo da interacdo hospedeiro-parasitéide no desenvolvimento de

novas estratégias de controle de pragas, esse trabalho buscou: i) avaliar o papel das
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secregdes introduzidas no hospedeiro pelo parasitéide, no momento do parasitismo, no
crescimento e desenvolvimento do hospedeiro e ii) o efeito do parasitismo na resposta
imune do hospedeiro, como etapa inicial na busca de moléculas reguladoras e na
identificagcado de processos fisioldgicos passiveis de exploragéo para o desenvolvimento
de tecnologias alternativas para o controle de pragas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estratégias de desenvolvimento

Os parasitoides atacam diversos hemimetabolos e holometabolos, sendo os ovos
depositados sobre (ectoparasitdides) ou no interior (endoparasitéides) do hospedeiro.
Desse modo, os parasitdides se restringem a completar seu desenvolvimento larval em
um unico hospedeiro, frequentemente utilizando somente um estagio de
desenvolvimento. Parasitdides de hemimetabolos sdo menos estagio-especificos do
que aqueles que parasitam holometabolos, devido ao fato de ninfas e adultos de
hemimetabolos explorarem o mesmo habitat e alimento e apresentarem comportamento
semelhante. Os estagios juvenis dos insetos sdo mais frequentemente atacados,
embora poucos grupos ataquem insetos adultos. Os parasitéides de holometabolos,
como de Lepidoptera e Diptera, podem ser classificados de acordo com o estagio que
atacam. Desse modo, um hospedeiro pode sofrer ataque por parasitéide de ovos, de
larvas, de pupas ou de adultos. Alguns parasitdide ovipositam em um estagio do
hospedeiro, mas sua progénie ndo o mata até que ele tenha entrado em outro estagio
de desenvolvimento, por exemplo, os parasitdides ovo-larva e larva-pupa. Além disso,
os parasitéides podem ser classificados como solitarios ou gregarios, dependendo do
numero de individuos a se desenvolver por hospedeiro, se um (solitario) ou varios
(gregario) (GODFRAY, 1994; EDWARDS; WEAVER; MARRIS, 2001).

Brodeur e Boivin (2004) selecionaram a dicotomia idiobionte-cenobionte como a
classificagdo mais funcional para o estilo de vida dos parasitdéides. O parasitdide
idiobionte cessa o desenvolvimento do hospedeiro imediatamente ou logo apos o
parasitismo, enquanto o cenobionte permite que seu hospedeiro continue a se alimentar
e a crescer. Os idiobiontes incluem os ectoparasitdides que paralisam
permanentemente ou matam seus hospedeiros larvais e, por definicdo, os parasitdides
de estagios sésseis, como ovos e pupas. Os parasitdides cenobiontes se desenvolvem
como endoparasitéides de larvas, que continuam se movimentando, e hospedeiros
adultos, permanecendo restritos fisiologicamente ao hospedeiro no qual vivem.

As interagdes hospedeiro-parasitdide podem ocorrer de duas maneiras distintas,

através da nao alteragcdo do desenvolvimento e comportamento do hospedeiro ou os
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parasitdides podem causar mudancgas (diretas ou indiretas) na sintese e metabolismo
de hormdnios relacionados ao crescimento e desenvolvimento (BECKAGE, 1985;
LAWRENCE, 1986).

Vinson e lwantsch (1980) e posteriormente Lawrence (1986) dividiram os
parasitdides cenobiontes em “reguladores” e “conformadores”, baseando-se em suas
interacbes com seus hospedeiros. Os “reguladores” manipulam o crescimento e
desenvolvimento do hospedeiro, normalmente por via enddcrina, retardando o
desenvolvimento do mesmo apds o crescimento maximo ter sido alcangcado, enquanto
que os “conformadores” apresentam maior plasticidade de desenvolvimento,
adequando o seu desenvolvimento ao do hospedeiro.

Muitos parasitdides usam diferentes estratégias em sequéncia, sendo o
parasitismo assintomatico nos instares iniciais do hospedeiro, enquanto os instares
tardios mostram sintomas claros do parasitismo, como a interrupgao da alimentacgao, da
muda e do processo de metamorfose (LAWRENCE, 1986; HARVEY, 1996; EDWARDS;
WEAVER; MARRIS, 2001; BECKAGE; GELMAN, 2004).

2.2 Interacao hospedeiro-parasitoide

Apos a aceitagao hospedeira, os imaturos do parasitéide enfrentam uma série de
desafios fisiolégicos que podem diminuir suas chances de sobrevivéncia. Esses
desafios incluem a garantia de suprimento adequado de alimento e oxigénio e a morte
do hospedeiro, devido a doengas, predagcdo ou parasitismo secundario. Contudo, as
maiores ameacgas potenciais estdo presentes nas formas dos varios mecanismos de
defesa imunologica e variagbes do sistema enddécrino, que sao cruciais para a
regulacao do hospedeiro (EDWARDS; WEAVER; MARRIS, 2001). Esses processos
fisiolégicos incluem as respostas imunoldgicas naturais ao ataque e as mudangas
criticas nos niveis de diversos horménios que determinam o inicio do desenvolvimento,
e resultam no crescimento, muda e metamorfose. Os organismos invasores, ou se
adaptam ao padrdao determinado pelo hospedeiro para seu programa de
desenvolvimento, ou assumem o controle da fisiologia do hospedeiro e a manipulam
para suprir suas necessidades (VINSON, 1976; VINSON; IWANTSCH, 1980).
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Embora alguns endoparasitdides evitem sua detecgao pelo sistema imune, em
varios casos ha o reconhecimento dos imaturos depositados pelo sistema imunoldgico
do hospedeiro, mas 0os mesmos escapam a reagao imune pela supressdo dessa
resposta. Nao s6 a imunidade é ativamente suprimida, mas os insetos parasitados sao
geralmente mantidos em um estado de desenvolvimento fisiolégico adequado ao
parasitoide. Para estabelecer um ambiente tolerante para sua sobrevivéncia, fatores do
trato reprodutivo feminino e do imatura em desenvolvimento do parasitdide s&o
empregados para inativar a resposta imune e alterar outros aspectos da fisiologia do
hospedeiro. Esses fatores incluem proteinas sintetizadas pelas fémeas e introduzidas
no hospedeiro durante a oviposi¢cao (venenos e proteinas ovarianas), virus simbiontes
(polidnavirus-PDV) e células liberadas pelo ovo do parasitéide no final do
desenvolvimento embrionario (teratdcitos), assim como secregdes liberadas pela
propria larva do parasitdide em desenvolvimento (DAHLMAN; VINSON, 1993; STRAND;
PECH, 1995; WEBB, 1998; BECKAGE; GELMAN, 2004).

2.3 O sistema imune de insetos

Para muitos animais multicelulares, as defesas contra infeccbes sdo mediadas
por dois sistemas, i) a imunidade inata (natural) e ii) a adquirida. Enquanto vertebrados
exibem ambas as respostas imunoldgicas, insetos e outros invertebrados possuem
apenas a resposta inata (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997).

Em insetos, o sistema imune é comumente dividido em: componentes humorais e
celulares. A resposta humoral resulta principalmente da agcédo de proteinas que estao
sempre presentes ou sao induzidas, sendo geralmente associadas a infec¢cdo de
microrganismos. Entre as moléculas efetoras mais importantes do sistema humoral,
estdo os peptideos antimicrobianos (como as cecropinas e atacinas, responsaveis pela
inibicdo da biossintese de proteinas na membrana externa de bactérias), produzidos
por diversos tecidos, inclusive o tecido adiposo. Os insetos também liberam oxigénio
citotoxico e reativo, assim como uma gama de outras moléculas de defesa, como
lisozimas (enzimas relacionadas a despolimerizacdo da parede celular). Ja a resposta

celular se refere a atividade dos hemocitos, células de defesa suspensas na hemolinfa.
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A defesa produzida por estes processos € baseada na resposta celular, humoral
ou na combinacdo de ambas (ARMSTRONG, 1996; GILLESPIE; KANOST;
TRENCZEC, 1997; NAPPI; OTTAVIANI, 2000; SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND,
2001; TZOU; GREGORIO; LEMAITRE, 2002). A hipétese mais aceita é a de que os
pré-hemacitos seriam as células precursoras que se diferenciariam em um ou mais
tipos celulares. Chapman (1998) reuniu os principais tipos de hemdcitos envolvidos na
resposta imune, descritos por Gupta (1979) e Rowley e Ratcliffe (1981), sendo: i)
plasmatécitos - sdo células pleomdérficas e as mais abundantes e sdo envolvidas na
fagocitose e encapsulagdo de invasores, ii) granuldcitos - células que apresentam
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, descarregando o conteudo de
suas vesiculas na superficie do organismo invasor na etapa inicial da resposta imune.
Ainda sdo encontrados os esferuldcitos, células nao-adesivas, responsaveis pelo
transporte de componentes cuticulares, e os oenocitéides, que ocorrem principalmente
em Lepidoptera. Os oenocitéides sdo células que contém precursores citoplasmaticos
de fenoloxidases e, provavelmente, apresentam papel na melanizacdo (ASHIDA;
DOHKE, 1980; IWAMA; ASHIDA, 1986; SASS; KISS; LOCKE, 1994; JIANG et al., 1997;
LAVINE; STRAND, 2002).

Os insetos possuem um complexo e eficiente sistema de defesa que envolve
barreiras fisicas como o tegumento e o tubo digestivo, que limitam a invasdo da
cavidade hemocélica. Quando essas barreiras s&o vencidas, desencadeia-se o
processo de resposta celular e a indugcao da sintese de peptideos antimicrobianos e
proteinas de defesa. O patdgeno ou parasito invasor € reconhecido como organismo
estranho pela deteccdo de estimulos quimicos e fisicos que envolvem proteinas
soluveis da hemolinfa, assim como proteinas receptoras localizadas na superficie dos
hemadcitos ou outras células. O evento de reconhecimento inicial pode conduzir a
comunicacao com outras células através de moléculas que atuam como sinalizadores
no estimulo da resposta. O reconhecimento e o0s sinais secundarios iniciam um
processo de traducao de sinais que levara a agao celular, ou seja, a adesao seguida de
fagocitose, nodulagcdo ou encapsulagdo pelos hemdcitos, liberacdo dos fatores
sinalizadores ou a transcricdo induzida de genes para a producdo de proteinas
antimicrobianas (GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997).
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Através de fagocitose, os hemdcitos removem pequenas particulas como
bactérias e agentes abidticos, a agao é realizada por uma célula individual, como os
plasmatécitos ou granulécitos. A nodulagcéo se refere a formacédo de um agregado
multicelular que apanha um grande numero de bactérias em um material extracelular,
esses agregados se aderem aos tecidos, podendo ser encapsulados (LACKIE, 1988;
YOKOO; GOETZ; TOJO, 1995).

A resposta imune mais complexa a grandes invasores, como parasitéides ou
nematdides, € a encapsulagao, processo que envolve o isolamento e aprisionamento do
invasor dentro de uma capsula de defesa. O inicio da formacdo da capsula ocorre
quando um pequeno numero de hemodcitos se anexa ao organismo estranho. Os dois
tipos de hemdcitos mais freqlientemente observados nas capsulas, em Lepidoptera,
sdo os granulécitos e plasmatdocitos. Hemdocitos adicionais tornam-se mutuamente
adesivos, formando um revestimento ao redor do alvo. A agregacdo dos hemdcitos
finalmente cessa, resultando em uma capsula lisa com camadas celulares sobrepostas.
A encapsulagao envolve trés fases: i) o reconhecimento do invasor como “nao—proprio”,
pela mediagcdo de células granulares (os granuldcitos descarregam seu conteudo na
superficie do invasor), i) a forte adesdo entre os plasmatécitos e a suspensao no
recrutamento de hemdcitos e iii) a formagao da capsula propriamente dita (SCHMIDT;
THEOPOLD; STRAND, 2001).

A lagarta de D. saccharalis € um hospedeiro adequado para C. flavipes, ou seja,
a progénie do parasitéide € bem sucedida na evasdo das defesas do organismo
hospedeiro, podendo ser encontradas aproximadamente 40 larvas do parasitide no
hemocele das lagartas (ALLEYNE; WIEDENMANN, 2001). A razdo de encapsulagao
para essa combinagao hospedeiro-parasitéide pode chegar a zero e a emergéncia do
parasitdide alcanca mais de 75% em lagartas no inicio do 4- instar (ALLEYNE;
WIEDENMANN; DIAZ, 2001).

Esferas plasticas sintéticas, tipo Sephadex (SIGMA-Chemical Company), s&o
muito utilizadas em estudos da resposta imune para a avaliagcdo do processo de
encapsulagdo, por apresentarem caracteristicas que permitem seu reconhecimento
como agente estranho pelo sistema imune dos insetos, através dos receptores

responsaveis nas células granulares, e superficie que permite a sua permanéncia em
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circulacdo, sem que ocorra sua fixagao aos tecidos do hospedeiro, circulando assim
livremente na hemocele (LAVINE; STRAND, 2001; HU; ZHU; FU, 2003).

Uma vez a capsula formada, o invasor exibe sinais como citélise ou melanizacgéao.
Muitos fatores, incluindo asfixia, producdo de quinonas toxicas, via cascata de
profenoloxidase, produgdo de oxigénio e nitrogénio reativos e peptideos
antibacterianos, sao relacionados como agentes responsaveis pela morte do organismo
(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997; CHAPMAN, 1998; NAPPI et al., 2000).

Injurias mecanicas ou a presenga de agentes estranhos, como parasitdides e
microrganismos, resultam em deposigdo de melanina ao redor do tecido danificado ou
do objeto introduzido. A melanina oferece protegdo fisica e previne ou retarda o
crescimento do invasor. Durante sua formacdo, € produzida uma substancia
intermediaria, altamente toxica, a quinona. A forma ativa da enzima fenoloxidase (PO) &
responsavel por essa atividade, constituindo um dos mais importantes componentes do
sistema de defesa. A fenoloxidase faz parte de uma cascata enzimatica ativada pelos
granuldcitos através da liberagdo de fatores sinalizadores, acarretando a sintese de
proteinas que aumentam a aderéncia dos plasmatoécitos ao invasor e intensificam a
liberagcdo por outros granuldcitos. Por meio da ativagao através de protedlise por serina
proteinases, a PO catalisa a oxigenagao dos monofendis e a oxidagao de o-difendis a o-
quinonas nas etapas iniciais da via de formagdo da melanina (SODERHALL, 1982;
CERENIUS; SODERHALL, 2004). Outra fungédo das fenoloxidases é a de endurecer a
cuticula através de reacdes de esclerotizagdo, bloqueando assim a invasao por
entomopatogenos. A profenoloxidase estd presente na hemolinfa, plasma e/ou
hemdcitos, mas também ocorre na cuticula e nas células epiteliais do intestino médio
(GILLESPIE; KANOST; TRENCZEC, 1997).

As espécies reativas de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) sdo produzidas,
principalmente, pelas células fagociticas e sao moléculas que apresentam efeito
citotoxico, capazes de destruir microrganismos. Elas séo produzidas como resultado de
interagdes ligante-receptor, sendo mediadas em parte pela NADPH-oxidase, no caso
das ROI, ou pela 6xido nitrico sintase (NOS), no caso das RNI. A NADPH-oxidase,
presente na membrana do fagocito, reduz o oxigénio para formar o anion superéxido

(O2), o que pode aumentar a concentragao de radicais hidroxila (OH), acido hipocloroso
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(HCIO) e perdxido de hidrogénio (H202). As RNI sdo derivadas do 6xido nitrico (NO), e
levam os microrganismos a morte por danificar componentes essenciais, como DNA,
lipidios e proteinas (GABIG; BABIOR, 1981; FANG, 1997).

Estudos realizados por Nappi et al. (1995) e Nappi e Vass (1998) foram
direcionados a identificacdo de moléculas citotoxicas produzidas por Drosophila
melanogaster. Elevados niveis do anion superoxido (O2’) e H,O, foram encontrados em
larvas imuno—reativas. A produgéo elevada desses reativos intermediarios coincide com
o recrutamento, agregagao e adesdo no sitio especifico de um grande numero de
hemadcitos que formam capsulas melanizadas ao redor de ovos do parasitéide
Leptopilina boulardi. Os hemocitos foram identificados como fonte do O, e H,O,. porém,
o0 papel proposto para esses intermediarios na resposta imune esta relacionado a
formagao das moléculas citotoxicas citadas acima. Dessa maneira, Nappi et al. (2000)
investigaram se o 6xido nitrico (NO) seria a molécula efetora na interagdo com Oy ou
H,O, para iniciar a atividade citotoxica, avaliando o papel do NO na resposta imune. Foi
detectado aumento da producdo de NO nos hospedeiros imuno-reativos, fornecendo
evidéncias que os reativos intermediarios fazem parte do arsenal citotéxico empregado
na defesa contra invasores.

Na resposta imune de mamiferos, entre os radicais nitrogenados, o 6xido nitrico
€ conhecido pela sua atividade antimicrobiana, matando microrganismos por
nitrosilagéo, nitratagdo e oxidagdo de componentes microbianos essenciais (DNA,
lipideos e proteinas) (FANG, 1997).

2.4 Regulagao hospedeira

Os parasitdides desenvolveram uma variedade de estratégias para explorar
eficientemente o hospedeiro, permitindo a colonizagdo do mesmo (inibicdo da resposta
imune) e a manipulagao da fisiologia do hospedeiro (adequagao hospedeira) (DAVIES;
VINSON, 1986).

A regulacao hospedeira deve ser iniciada com a manipulagao do sistema imune
do hospedeiro, permitindo o estabelecimento dos parasitdides imaturos no interior do

hospedeiro. As formas de regulacdo do sistema imune envolvem mecanismos passivos
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e ativos. Os mecanismos passivos incluem o desenvolvimento em regides que os
protejam do processo de encapsulagdo, como nos ectoparasitdides, desenvolvimento
em hospedeiros que ainda ndo apresentam sistema imune desenvolvido, como nos
ovos, ou ainda possuir superficie que impega o reconhecimento pelo sistema imune do
hospedeiro, como ovos de Cofesia rubecula, cuja composi¢ao superficial os mantém
indetectaveis pelo sistema imune do hospedeiro (DAVIES; VINSON, 1986; ASGARI;
SCHMIDT, 1994; HAYAKAWA; YAZAKI, 1997).

Além dos meios passivos de protecdo, o parasitdide pode introduzir virus ou
particulas semelhantes a virus que suprimem o sistema imune do hospedeiro. Assim
como as particulas virais, fluidos provenientes da glandula de veneno sao injetados no
hospedeiro durante a oviposicao, também apresentando acdo sobre o sistema imune
(ASGARI et al., 2003).

Parasitdides de algumas familias de Hymenoptera, principalmente Braconidae,
Scelionidae e Platygasteridae, liberam células apos sua eclosdo no hospedeiro. Essas
células sao originadas da dissociagdo da membrana serosa que envolve o embrido do
parasitdide e passam a ser chamadas por teratocitos. Teratocitos parecem
desempenhar funcbes multiplas, dependendo da associacdo hospedeiro-parasitoide,
como a sintese de moléculas que regulam o desenvolvimento do hospedeiro, enzimas
que auxiliam na exploracao do hospedeiro, sintese e acumulo de substancias troficas,
além de sua fungédo imunossupressora tardia (DAHLMAN, 1991).

Os efeitos dos fatores associados ao parasitismo também incluem a modificagao
na resposta hemocitica (contagem total e diferencial de hemdcitos), assim como a
alteracdo no comportamento e morfologia dessas células. Esses aspectos foram
investigados em varios graus em endoparasitdides onde tanto a prote¢gdo do ovo, como
da larva, sendo crucial para a sobrevivéncia do parasitéide (STETTLER et al., 1998).

ApoOs ser garantida a invasdo do hospedeiro, o parasitdéide deve torna-lo
adequado ao seu proprio desenvolvimento. Para que o hospedeiro responda as
exigéncias nutricionais do parasitdide em desenvolvimento, varios aspectos do
metabolismo, fisiologia e comportamento do hospedeiro sao regulados. Essa regulagao
ocorre pela alteracdo na sintese e liberacdo de proteinas, atividade metabdlica e/ou

regulagcdo dos niveis de horménio juvenil e ecdisterdides, que sdo os dois principais
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hormonios responsaveis pela regulagdo do crescimento, desenvolvimento, metamorfose
e reproducgao dos insetos (BECKAGE; GELMAN, 2004).

Nesse processo de regulagao, parasitéides alteram a distribuicdo de nutrientes
do hospedeiro, permitindo que os mesmos sejam utilizados para o seu consumo
préprio, ao invés de serem utilizados no desenvolvimento de estruturas corporais e
metabolismo basico do hospedeiro (VINSON; PENNACCHIO; CONSOLI, 2001). Assim,
parasitoides induzem mudangas na composi¢ao bioquimica da hemolinfa do hospedeiro
visando adequar a qualidade nutricional do mesmo ao seu desenvolvimento larval.
Essas alteragdes bioquimicas refletem a manipulacdo das vias metabdlicas do
hospedeiro, assim como a sua habilidade de induzir a sintese de proteinas especificas
do parasitismo e, até mesmo, produzir proteinas que podem ser utilizadas como recurso
nutricional para o seu proprio desenvolvimento larval (KADONO-OKUDA; WEYDA,;
OKUDA, 1998; WEAVER et al., 2001; VINSON; PENNACCHIO; CONSOLI, 2001;
BECKAGE; GELMAN, 2004; CONSOLI et al., 2005; SALVADOR; CONSOLLI, 2008).

A regulacdo do hospedeiro € obtida pela utilizagdo de um arsenal de moléculas e
simbiontes que podem estar associadas as fémeas parasitéides, como as secre¢des do
ovario, venenos e virus simbiontes, além dos produtos derivados do imaturo, como os
teratocitos e as secregdes oriundas da prépria larva do parasitdoide (BECKAGE;
GELMAN, 2004).

2.5 Acgao do polidnavirus (PDV), veneno e teratocitos

Parasitdides produzem secre¢gdes que apresentam diversos componentes
biologicamente ativos que auxiliam no condicionamento do hospedeiro para beneficio
do desenvolvimento de sua progénie (ABT; RIVERS, 2007).

Os virus simbiontes sao particulas enddégenas contendo um filamento duplo de
DNA, sendo denominados polidnavirus devido ao seu genoma polidisperso. Ocorrem
em parasitéides da superfamilia Ichneumonoidea, principalmente em algumas
subfamilias de Braconidae e Ichneumonidae, dividindo associagcdo de mutualismo
obrigatorio, sem efeitos deletérios ao parasitdide. Esses virus sdo produzidos nas

células do célice de fémeas e liberados para o lumen do calice, seguindo juntamente
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com o ovo do parasitdide para o interior do hospedeiro no momento do parasitismo.
Uma vez no hospedeiro, infectam diversos tipos celulares e expressam um
complemento de genes virais especificos. Os polidnavirus, sozinhos ou em conjunto
com outros fatores, suprimem a resposta imune do hospedeiro e alteram seu
desenvolvimento (BECKAGE, 1998; WEBB, 1998; TURNBULL; WEBB, 2002).

Como os PDVs, as proteinas do veneno comegam a ser produzidas durante o
estagio pupal. O veneno é produzido em um par de glandulas especializadas e
armazenado em um reservatério em forma de bolsa. O tubo do reservatério € anexado
a parte terminal do oviduto, onde o veneno e os fluidos do calice sdo injetados
separadamente no hospedeiro no momento da oviposigédo. Evidéncias sugerem que em
muitos sistemas hospedeiro-parasitdide, veneno e PDVs atuam independentemente,
mas ha relatos da agao sinérgica de ambos na regulagdo hospedeira. Em outros casos,
0 veneno € essencial para que o PDV desempenhe suas atividades (NUSSBAUMER;
STRADNER; SCHOPF, 2002; ASGARI, 2006).

O veneno pode atuar na regulagcédo do desenvolvimento do hospedeiro através da
interferéncia no sistema enddécrino, da indugdo de efeitos citotoxicos as células de
defesa ou da potencializacdo da acao de outras substancias derivadas do sistema
reprodutivo do parasitdide. Em muitas associacdes, os efeitos do veneno no sistema
endécrino sao frequentemente dificeis de serem dissociados daqueles causados por
outros fatores maternos (PDV, teratécitos e proteinas ovarianas) ou da presencga da
progénie do parasitdide (WEAVER et al., 2001).

Asgari et al. (2003) descreveram o isolamento de uma proteina do veneno
(Vn50) do parasitoide Cotesia rubecula, a qual interfere na cascata proteolitica que, sob
circunstancias normais, conduziria a ativagdo da profenoloxidase e formacédo de
melanina. A inibicdo da melanizagcdo pela Vn50 ocorre possivelmente pela sua
similaridade estrutural a enzima homologa a serina proteinase (SPH), competindo com
as SPHs pelos sitios de ligagao das imunolectinas e profenoloxidase, evitando, assim, a
ativacao desse complexo.

Li et al. (2007) investigaram a funcdo do veneno e proteinas ovarianas de
Macrocentrus cingulum, um endoparasitéide poliembriénico, na imunossupressao de

Ostrinia furnacalis, na auséncia de seu PDV. O estudo mostrou que as proteinas
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ovarianas podem auxiliar os ovos depositados a escapar da encapsulagao tanto in vivo
como in vitro. No entanto, esses dois fatores nao suprimiram a disperséao e viabilidade
dos hemdcitos.

A agdo do veneno também foi estudada em parasitdides com diferentes
estratégias de desenvolvimento. Marris et al. (1999) investigaram o papel do veneno de
Pimpla hypochondriaca (Hymenoptera: Ichneumonidae) na supressdo da imunidade de
pupas de Lacanobia oleracea L., e relataram aumento na susceptibilidade a infec¢ao
microbiana apods a inje¢cao do veneno. Além disso, ovos implantados em pupas tratadas
com veneno nao foram encapsulados, sendo ainda observadas alteragdes no padrao de
troca de gases do inseto, indicando que a reducao da eficiéncia do sistema imune pode
ser decorrente de alteragdes induzidas no metabolismo do hospedeiro.

Foi detectado que o veneno do ectoparasitéide Nasonia vitripennis
(Hymenoptera: Pteromalidae) apresenta atividade semelhante a da enzima
fenoloxidase. Nesse caso, a ocorréncia dessa enzima no veneno de parasitdides estaria
relacionada a indugcdo de morte celular, causando, em testes in vitro, rompimento da
integridade da membrana plasmatica, inchaco e posteriormente a morte celular de
hemdacitos (ABT & RIVERS, 2007).

Lavine e Beckage (1996) verificaram que a resposta imune celular foi afetada
apenas transitoriamente no sistema Manduca sexta-Cotesia congregata. Investigaram
também como a larva de ultimo instar do parasitdéide conseguiria escapar dessa
recuperagdo na auséncia dos efeitos imunossupressivos do PDV. Para isso,
transferiram larvas do hospedeiro parasitado, para um nao-parasitado e o
acompanharam até a emergéncia. A resposta de encapsulacado foi avaliada apos
injecao de esferas de Sephadex A-25, sendo encontradas fortes evidéncias de que a
habilidade do parasitdide em evitar a resposta imune necessita do PDV durante os
estagios iniciais do parasitismo, enquanto que as larvas em estagio avangado de
desenvolvimento utilizam outros mecanismos.

Stettler et al. (1998) investigaram a influéncia do parasitismo de Chelonus
inanitus e seu polidnavirus/veneno na morfologia, contagem diferencial, ultraestrutura e
comportamento de dispersdao dos hemocitos e atividade de encapsulacdo em seu

hospedeiro Spodoptera littoralis. Foi demonstrado que o parasitismo ou
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polidnavirus/veneno ndo anulam o comportamento de dispersdo dos plasmatdcitos nem
alteram os tipos e a morfologia ultraestrutural das células de defesa do hospedeiro.
Além disso, o hospedeiro foi capaz de encapsular esferas de latex, mas nao a larva do
parasitoide, indicando que a reacdo de encapsulacdo ndo € suprimida, mas que o
reconhecimento da larva do parasitdéide e/ou da ativagcdo subsequente do sistema
imune celular ndo ocorre. Dessa maneira, os autores ndo encontraram indicios de
supressao do sistema imune celular nesse parasitdéide, mostrando que a larva deve
estar protegida da encapsulacdo por meios especificos, ndo associados com a
supressao do sistema imune do hospedeiro. Contudo, a mistura de PDV e veneno
fornece protecao a larva do parasitdide, uma vez que larvas implantadas no hospedeiro,
na auséncia de secrec¢des, foram encapsuladas.

Um outro exemplo da acédo do polidnavirus e veneno pode ser ilustrado pelo
estudo realizado por Nakamatsu et al. (2001) no sistema Cotesia kariyai - Pseudaletia
Separata. Foram avaliadas as mudancas fisiologicas causadas pela injecéo do fluido do
calice (polidnavirus) mais veneno (C+V) em hospedeiros nao-parasitados. A inje¢céo de
C+V em hospedeiros nao-parasitados duplicou os efeitos do parasitismo, isto &,
aumentou a digestibilidade aproximada (DA) e diminuiu a eficiéncia de conversao do
alimento digerido (ECD). Além disso, as inje¢des de C+V elevaram as concentragdes
de trealose em hospedeiros nao-parasitados de 7 a 10 dias apds a injecao (segundo
estadio da larva de C. Kariyai), indicando que a disponibilizagdo dos nutrientes
necessarios ao crescimento do parasitéide imaturo na hemolinfa do inseto hospedeiro
também é afetada pela acdo do complexo virus-veneno.

Diversos estudos demonstraram que alguns PDVs somente atuam com eficacia
quando acompanhados por proteinas do veneno. Dessa maneira, Zhang et al. (2004)
estudaram os constituintes do veneno que facilitam a infeccao pelo PDV e/ou a sua
expressao génica. Os autores relataram que o peptideo Vn 1.5, isolado do veneno de
Cotesia rubecula, foi necessario a expressao de genes do bracovirus CrBVs em
hemocitos do hospedeiro, Pieris rapae, embora o mesmo ndo mostrou ser essencial
para a entrada de CrBV em células do hospedeiro. O estudo revelou que na auséncia
do Vn1.5 ou proteinas totais do veneno, a transcrigdo de genes do CrBV néao foi

detectada e o comportamento dos hemdécitos néo foi alterado, apesar de sua infecgéo.
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Esses resultados indicam que os componentes do veneno sao exigidos para a
expressao de genes do CrBV nas células do hospedeiro apds sua infecgao.

No sistema Tranosema rostrale (Hymenoptera: Ichneumonidae) - Choristoneura
fumiferana (Lepidoptera: Tortricidae) foi observado o prolongamento do periodo de
desenvolvimento, chegando a dobrar a duracdo no 6° instar, além de redugdo no
crescimento e producao de fezes da larva. Injecéo dos fluidos do calice do parasitoide
no hospedeiro resultou em atraso no desenvolvimento, equivalente ao observado em
larvas naturalmente parasitadas e, em alguns hospedeiros, a completa supressao da
pupacao (DOUCET; CUSSON, 1996ab).

Além da acdo do veneno e virus simbiontes, que podem atuar na inativagao do
sistema imune e regulagdo do desenvolvimento do hospedeiro, parasitdides também
contam com a participagao dos teratocitos no processo de regulagdo hospedeira. Os
teratécitos permanecem na hemolinfa do hospedeiro durante o desenvolvimento larval
do parasitoide, sofrendo hipertrofia acentuada devido ao processo de divisdo nuclear.
Essas células apresentam atividade sintética acentuada e o seu produto de secrecao
pode servir como nutriente para sustentar o desenvolvimento do parasitéide imaturo e
também atuar na regulagdo do desenvolvimento e crescimento do hospedeiro
(STRAND; WONG, 1991; DAHLMAN; VINSON, 1993; OKUDA; KADONO-OKUDA,
1995; WEBB; RANA; DAHLMAN, 2001, BELL et al., 2004).

No sistema Pseudaletia separata - Cotesia kariyai, os teratécitos novos (retirados
apos quatro dias de parasitismo) parecem ter um papel na prevencgéo da encapsulagao,
impedindo a agdo dos hemdécitos do hospedeiro. Agem conjuntamente com o fluido do
calice e 0 veneno, ja que a encapsulagao foi impedida somente quando os trés produtos
do parasitdide foram injetados em hospedeiros n&o-parasitados. Em hospedeiros
parasitados em estagio tardio, a atividade da fenoloxidade foi reduzida e um inibidor da
enzima foi detectado nos teratécitos. Além disso, os teratécitos, mas ndo o fluido do
calice nem o veneno, reduziram a atividade da enzima em experimentos in vitro.
Consequentemente, foi levantada a hipétese de que os teratdcitos sozinhos podem
impedir a encapsulagdo neste estagio, suprimindo a atividade da fenoloxidase
(KITANO; WAGO; ARAKAWA, 1990).
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Nussbaumer, Stradner e Schopf (2002) avaliaram o efeito no crescimento e
desenvolvimento de Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) apds a injegao
isolada dos diferentes fatores associados ao parasitdide braconideo Glyptapanteles
porthetriae. O veneno sozinho ndo apresentou qualquer efeito no desenvolvimento do
inseto, enquanto que o fluido do calice afetou significativamente o crescimento do
hospedeiro. Porém, o efeito mais similar ao parasitismo natural foi o da inje¢cdo dos
ovos do parasitéide no hospedeiro.

Os mecanismos pelos quais PDV e teratocitos inibem o crescimento e o
desenvolvimento do hospedeiro pode representar a exploracdo de sitios-alvo de
regulagdo em um programa de desenvolvimento conservado. Endoparasitdides devem
superar as defesas dos hospedeiros e de suas redes reguladoras, tornando isso
possivel através da introducao de proteinas codificadas por genes derivados de PDV e
teratocitos ao longo do desenvolvimento do parasitéide e regulagdo da fisiologia do
hospedeiro (WEBB; RANA; DAHLMAN, 2001).

2.6 Interagoes hormonais hospedeiro-parasitéide

Os dois grupos hormonais mais importantes responsaveis pela regulagdo do
crescimento, desenvolvimento, metamorfose e reprodugdo em insetos sao os
ecdisterdides, produzidos pelas glandulas protoracicas, e o hormdnio juvenil (HJ),
produzido pelos corpora allata. Os neurohorménios sintetizados por células
neurossecretoras localizadas em diversos 6rgaos dos insetos, como cérebro e intestino,
por exemplo, regulam a producgao e liberagcado do HJ e ecdisterdides e também atuam na
ativagdo e inibicdo da atividade de o6rgaos-alvo do hospedeiro. A manipulagdo da
fisiologia do hospedeiro realizada pelos parasitdides ocorre em grande parte através da
alteragdo na sintese, liberagdo, metabolismo e acéo desses horménios (EDWARDS;
WEAVER; MARRIS, 2001; BECKAGE; GELMAN, 2004).

Em larvas sadias de Lepidoptera, os niveis de HJ séo altos durante o inicio do
desenvolvimento larval e caem no ultimo instar, quando a larva alcanga o tamanho
critico para o inicio da metamorfose. Entao ocorre um pico de liberagao de ecdisterdide

na auséncia do HJ e o inseto inicia a fase de muda e inicio da metamorfose. A presenca
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do parasitdide pode alterar drasticamente essa situagdo e a metamorfose pode ser
induzida precocemente ou pode ser completamente suprimida (NIJHOUT; WILLIAMS,
1974; JONES, 1985; GILBERT; GRANGER; ROE, 2000).

Wani et al. (1997) observaram que Apanteles galleriae (Hymenoptera:
Braconidae), quando parasita Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), leva a
expressdo precoce do comportamento pré-metamérfico no pendltimo instar do
hospedeiro, antes da emergéncia do parasitdide. Essa alteragcdo comportamental &
devida a elevacao dos niveis de ecdisterdides no 6- instar, com concomitante redugao
da atividade das esterases que degradam o horménio juvenil, permitindo altera¢des
comportamentais sem a mudanga para o estagio pupal.

Diversos trabalhos demonstraram que os parasitéides liberam na hemolinfa do
hospedeiro ecdisteréides e HJ, ajustando os niveis desses horménios a fim de
satisfazer suas proprias necessidades. Dentre eles esta o estudo desenvolvido por Cole
el al. (2002), que demonstraram que C. congregata libera HJ lll (forma comumente
encontrada em muitos insetos) tanto in vivo como in vitro. A manutencdo de
concentragdes elevadas do HJ, em conjunto com a redugcdo na atividade das HJ
esterases, € uma combinacdo importante no controle do desenvolvimento do
hospedeiro.

Em hospedeiros parasitados por Cotesia spp., os efeitos enddcrinos se tornam
evidentes no ultimo instar do hospedeiro, quando os sintomas da metamorfose sao
suprimidos. No sistema M. sexta - C. congregata, o peso do hospedeiro excede o valor
normalmente atingido para inicio da metamorfose, antes da saida dos imaturos do
parasitdide do corpo do hospedeiro. Como resultado, o hospedeiro tem seu
desenvolvimento interrompido e vive por muitos dias em um estado de pds-emergéncia,
sem se alimentar antes de morrer, duas ou trés semanas apods a saida do parasitéide.
Lagartas sadias injetadas com PDV alcangam peso elevado e entdo morrem como
larvas pré-metamoérficas ou um intermediario entre larva e pupa, sugerindo que os
niveis de HJ na hemolinfa permanecem altos suficientemente para suprimir a
metamorfose (DUSHAY; BECKAGE, 1993; BECKAGE et al., 1994; ALLEYNE;
BECKAGE, 1997).
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Marris et al. (2001) verificaram que o veneno do ectoparasitdide Eulophus
pennicornis (Hymenoptera: Eulophidae) é capaz de interromper a producdo de
ecdisterdides de Lacanobia oleraceae (Lepidoptera: Noctuidae) através da regulagéo da
atividade da glandula protoracica, que perde a habilidade em responder a sinalizagédo
para a produgao do horménio.

Os produtos do parasitoide injetados nos hospedeiros sdo surpreendentemente
eficientes e apresentam modos de agao peculiares, sendo utilizados com o objetivo de
proporcionar ao parasitdide uma forma bem sucedida de completar seu
desenvolvimento. A injegcado de veneno, fluidos do calice contendo PDV e a presenca
de teratocitos podem ser as fontes de moléculas reguladoras que ajustam o sistema do
hospedeiro, suprimindo sua resposta imune e controlando seu desenvolvimento. A
identificagao e caracterizagdo dessas moléculas reguladoras permitirdao que as mesmas
sejam direcionadas ao desenvolvimento de tecnologias que permitam sua utilizagao
aplicada ao controle de pragas (BECKAGE; GELMAN, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criagao de D. saccharalis e C. flavipes

Lagartas de Diatraea saccharalis foram criadas em dieta a base de farelo de soja
e germe de trigo (MACEDO et al., 1983), seguindo técnicas assépticas de criacéo de
insetos descritas por Parra (1999). Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em tubos
de vidro (8,5 cm de altura x 2,5 cm de didametro) e mantidas em sala climatizada (25
+2°C, 60+10% UR e 14 h de fotofase). Parte das lagartas foi removida dos tubos de
criacdo apos 15 dias de desenvolvimento para o seu parasitismo por Cotesia flavipes.
Logo apds o parasitismo, as lagartas foram transferidas para placas plasticas (5 cm de
didmetro) contendo dieta de realimentagao (semelhante a dieta de alimentacgéo, exceto
pela adicdo de acido acético e remocgao dos sais de Wesson) para o desenvolvimento
do parasitdide e acondicionadas em camaras climatizadas (28+2°C, 70+10% UR e 14 h
de fotofase). Apos o término do desenvolvimento larval do parasitdéide, as massas de
casulos, contendo as pupas de C. flavipes, foram removidas e transferidas para
recipientes limpos de criagdo para a emergéncia e acasalamento dos adultos. Os
adultos foram alimentados com solugdo aquosa de mel a 50% para manutengédo da
criacdo do parasitoide.

As lagartas de D. saccharalis que nao foram utilizadas na manutengédo da
populacdo do parasitéide foram mantidas nas condigdes acima descritas para a
manuteng¢ao da populagcado do hospedeiro.

Para os experimentos realizados, o desenvolvimento das lagartas foi
sincronizado para se evitar variagdes devido a desuniformidade no desenvolvimento do
hospedeiro, sendo empregadas apenas lagartas no inicio do 6- instar (0-12h apods a

muda).
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3.2 Efeito das secre¢oes associadas ao aparelho reprodutor de fémeas de C.

flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis

3.2.1 Coleta de veneno e fluidos do calice

Amostras de veneno e fluidos do cdlice + virus simbiontes associados a C.
flavipes foram obtidos isoladamente, apds a dissecacado de fémeas de 1-2 dias de idade
desse parasitoide. Fémeas recém-emergidas foram mantidas em recipientes contendo
solucdo aquosa de mel até a sua dissecacao para a obtencdo do reservatério de
veneno e retirada da regido do calice do ovario.

Para a obtencéo do reservatorio de veneno e regiao do calice, as fémeas foram
imersas em tampao anticoagulante (98 mM NaOH, 0,15 M NaCl e 1,7 mM EDTA em pH
4,5) (HOTTA; OKUDA; TANAKA, 2001) e o aparelho reprodutor inteiramente removido
com auxilio de um par de pingas. Apos a retirada do aparelho reprodutor intacto do
interior do abdome das fémeas, os reservatorios de veneno foram coletados e
transferidos para laminas de vidro contendo 5 pl de solugdo tampao, mantidas sobre
gelo.

O fluido do calice também foi obtido apds a retirada do aparelho reprodutor,
assim como descrito acima. Os calices foram removidos do restante do aparelho
reprodutor e transferidos para laminas de vidro com 100 pl de solugdo tampao,
rompidos com auxilio de agulha hipodérmica e o conteudo celular removido apds
fitragem em membrana Millipore de 45 um acoplada a uma seringa descartavel (1 ml).
O material filtrado foi coletado em tubos de centrifuga (1,5 ml) sendo o volume final
ajustado para a concentracdo de uma fémea equivalente/5 ul de solugédo. Tanto o

veneno como os fluidos do calice foram utilizados imediatamente apds a coleta.

3.2.2 Efeito do veneno e fluidos do calice no desenvolvimento do hospedeiro

Os produtos do parasitdide selecionados para a verificagcdo do seu efeito no
desenvolvimento do hospedeiro foram injetados em lagartas de 6° instar (0-12 h),

selecionadas como descrito no item 3.1. Essas lagartas tiveram o seu peso inicial
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determinado e foram injetadas com o auxilio de micro-agulhas produzidas a partir do
aquecimento e distensao de capilares de vidro. A regido apical do capilar foi lixada de
forma a produzir um apice em forma de bisel para facilitar a penetracdo da mesma pela
regido membranosa da cuticula larval. Larvas selecionadas de D. saccharalis foram
injetadas com 5 yl de solugdo tampéao contendo os produtos derivados de C. flavipes a
serem testados, sempre na concentracdo equivalente a 1 fémea do parasitoide,
resultando nos seguintes tratamentos: i) veneno, ii) fluidos do calice+virus e iii) veneno+
fluidos do calice+virus. Como controle negativo, lagartas de D. saccharalis foram
injetadas apenas com 5 ul de solugdo tampao, sendo utilizados dois controles positivos;
i) lagartas parasitadas por C. flavipes e ii) lagartas parasitadas por C. flavipes
irradiadas, para que pudesse ser observado apenas o efeito das secregdes
(veneno+fluido do caélice+virus) do parasitdide no desenvolvimento do hospedeiro.
Fémeas de C. flavipes foram esterilizadas apds exposicao de pupas desse parasitdide a
fonte de radiacdo °Co (Gamacell 220), na dose de 75Gy. Essa dose de ®°Co permitiu o
completo desenvolvimento da pupa e a emergéncia do adulto, sem comprometer as
funcbes necessarias ao parasitismo, mas resultando na completa esterilizagdo dos
adultos. A eficiéncia do processo de esterilizagao foi verificada dissecando-se amostras
de larvas parasitadas por essas fémeas para constatar a eclosdo e o desenvolvimento
larval.

ApOs o parasitismo ou injecdo dos diferentes produtos derivados do parasitéide
nas lagartas de D. saccharalis, as mesmas foram individualizadas em placas plasticas
(5 cm de didametro) contendo dieta de realimentacdo e acondicionadas em camaras
climatizadas (28+2°C, 70+10% UR e 14 h de fotofase). As lagartas foram pesadas
diariamente em balanga de precisdo (Bel Engineering), sendo o efeito do parasitismo e
das substancias injetadas verificadas pela observagdo do ganho médio diario de
peso/lagarta, peso maximo acumulado, periodo de desenvolvimento larval,
sobrevivéncia larval e porcentagem de pupas deformadas. As lagartas foram
observadas até a sua morte, pupacado ou emergéncia do parasitdide, ou pelo periodo
maximo de observagcao de 30 dias. Cada tratamento contou com pelo menos 30

repeticbes, sendo cada lagarta considerada como uma repeticdo. Lagartas que
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morreram logo apds a injecdo foram eliminadas, assumindo-se a sua ocorréncia a

problemas no procedimento de injeg&o.

3.3 Efeito do parasitismo por C. flavipes na resposta imune de D. saccharalis

3.3.1 Resposta celular - Contagem total de hemécitos

Para avaliacédo do efeito do parasitismo na contagem total de hemdcitos de
lagartas de D. saccharalis, apos a higienizagao superficial do inseto, uma de suas falsas
pernas foi removida e 10 pl de hemolinfa foi coletada com auxilio de micropipeta e
colocada em tubo de centrifuga (1,5 ml) refrigerado, contendo 90 ul de tampéo
anticoagulante (98 mM NaOH, 0,15 M NaCl e 1,7 mM EDTA, pH 4,5). A amostra foi
agitada e uma aliquota transferida para contagem do numero de células em camara de
Neubauer (Boeco Germany), sob microscoépio o6tico (Axiostar Plus, Zeiss) acoplado ao
sistema de captura e analise de imagens Motic Image Advanced 3.2 (Motic China
Group Co., Ltd).

A contagem total do numero de hemdcitos foi conduzida ao longo do
desenvolvimento do parasitéide, amostrando-se as células em seis intervalos apds o
parasitismo (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias apds o parasitismo). Lagartas controle no mesmo
estagio de desenvolvimento fisioldgico foram amostradas nos mesmos intervalos para a
contagem do numero de células no inseto sadio. Foram utilizadas 7 lagartas para cada
intervalo amostral para cada tratamento, sendo cada lagarta considerada como uma

repeticao.

3.3.2 Resposta celular — Encapsulagao

O efeito do parasitismo na capacidade de encapsulacao in vivo dos hemacitos do
hospedeiro foi testado utilizando-se de esferas sintéticas de 40 a 120 ym (Sephadex G-
200-120) como agente invasor (LAVINE; BECKAGE, 1996; RICHARDS; EDWARDS,
2002). As esferas a serem utilizadas foram incubadas em etanol 70% por 10 min e

lavadas quatro vezes em 100x o seu volume em tampao fosfato estéril (PBS) (200 mM
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de fosfato de sddio e 150 mM de NaCl, pH 7.0) (YOSHIGA; TOJO, 2001), antes de
serem utilizadas para inje¢ao no hospedeiro. As esferas foram entdo ressuspensas em
volume adequado de tampdo fosfato para se atingir a concentracdo de
aproximadamente 3 esferas/pl, sendo cada lagarta injetada com 5 ul da solugéo, ou
seja, 15 esferas.

O experimento foi separado em dois tratamentos distintos, lagartas controle e
lagartas parasitadas, ambas injetadas com as esferas e mantidas em cémaras
climatizadas (28+2°C, 70+10% UR e 14 h de fotofase). A capacidade de encapsulagao
foi avaliada em diferentes estagios do desenvolvimento do parasitdide, sendo as
lagartas injetadas com 0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias apds o parasitismo, e a encapsulagéo
avaliada 24 h apos a injecdo das mesmas. A encapsulacido foi avaliada apos
higienizagao superficial das lagartas pela imersao em alcool 70% por 10 min e lavagem
em agua destilada. As lagartas foram entdo dissecadas em solugdo tampéo
anticoagulante, tendo a sua cavidade hemocélica lavada com o mesmo tamp&o para a
recuperagao das esferas. As esferas de Sephadex injetadas foram localizadas em
microscopio otico invertido (Motic), acoplado ao sistema de captura e analise de
imagens Motic Image Advanced 3.2 (Motic China Group Co., Ltd). As imagens
capturadas foram analisadas e a resposta celular medida pelo niumero de hemacitos ou
camadas celulares aderidas a superficie da esfera. Foram assim classificados: /)
auséncia de resposta celular quando nao ocorria aderéncia de células as esferas, ii)
adesao de 1 a 10 células, iii) 11 a 100 células, iv) 101 a menos de uma camada e v)
uma ou mais camadas celulares. Foram utilizados cinco individuos para cada

tratamento em cada periodo amostral, totalizando 60 lagartas avaliadas.

3.3.3 Resposta humoral - Atividade das fenoloxidases (PO)

Para o preparo da amostra de plasma para conducdo desse ensaio, os insetos
foram higienizados superficialmente com etanol 70% e uma de suas falsas pernas foi
removida com auxilio de tesoura oftalmolégica e a hemolinfa extravasada foi coletada
em tubo de centrifuga mantido em gelo, com auxilio de uma micropipeta. A amostra foi

centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5417 R) imediatamente apds a coleta (2.580g por 5
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min a 4° C) e 1 ul do sobrenadante, correspondente ao plasma, foi coletado em 49 ul de
tampdo anticoagulante e armazenado a -20°C para a posterior determinagdo da
concentragdo de proteina da amostra. O restante do sobrenadante foi coletado e
utiizado para a determinagdo da atividade das fenoloxidases. A atividade das
fenoloxidases foi determinada adicionando-se 10 ul de plasma a 990 pyl de 5 mM de L-
DOPA (3,4-dihidroxi-DL-fenilalanina) (substrato das fenoloxidases), em tampé&o
cacodilato (10 mM de cacodilato de sédio, 5mM de CaCly, pH 7,0). As amostras foram
misturadas brevemente e a atividade foi avaliada medindo-se o produto da reagdo em
espectrofotbmetro BioMate3 (Thermo Electron Corporation), a 490 nm. As medidas
foram realizadas a intervalos de 5 min por 2 h, periodo no qual a velocidade da reagao
foi proporcional a concentragcdo da enzima. Para o branco foram adicionados 10 pl de
tampao PBS (10 mM de fosfato de sddio, pH 8,0, 0,9% (p/v) de NaCl) aos 990 pl de L-
DOPA. A atividade das fenoloxidases de lagartas de D. saccharalis foi expressa em
unidades de absorbancia lidas a 490 nm por mg de proteina na amostra.

A concentracdo de proteinas na amostra foi determinada através de teste
colorimétrico, utilizando-se de produto comercial (Coomassie Brilliant Blue BG-250),
baseado no teste de Bradford (1976). As amostras (50 ul) foram misturadas a 1500 pl
do reagente, agitadas vigorosamente em vértex e a absorbancia a 595 nm foi lida
imediatamente. Albumina de soro bovino foi utilizada para a determinacdo da curva-
padrao.

As lagartas utilizadas como controle e aquelas parasitadas foram amostradas
apés 1, 3, 5, 7 e 9 dias da data do parasitismo. Cada tratamento contou com cinco

repeticoes (1 lagarta = 1 repeticao) por periodo amostral.

3.3.4 Resposta humoral - Dosagem de 6xido nitrico

Lagartas controle e parasitadas de D. saccharalis, preparadas como descrito
anteriormente, foram amostradas apos 1, 3, 5, 7 e 9 dias do parasitismo. Essas lagartas
também tiveram a hemolinfa coletada através de dano produzido no tegumento de uma
das pernas toracicas da lagarta. Foram coletados 10 pl do conteudo extravasado em 50

bl de solugcéo tampao PBS refrigerada, mantida em banho de gelo. Foram utilizadas 10
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lagartas por tratamento, para cada periodo de amostragem, totalizando 100
individuos/tratamento.
A hemolinfa coletada foi imediatamente centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5417
R) a 2000g por 10 min para a separagdo da parte celular do plasma. Apds a
centrifugagdo, o sobrenadante (plasma) foi coletado e transferido para um novo tubo,
sendo o pellet (fragcao celular) ressuspensa em 25 pl de tampéo PBS.
A producdo de o6xido nitrico (NO) foi determinada com base no reagente de
Griess (GREEN et al., 1981), sendo avaliada pela concentragdo do ion nitrito (NO%).
Para isso, foram colocados 25ul de cada amostra em pogos de microplaca, aos quais
foram adicionados 25 pl de solugéo de sulfanilamida 1% em acido fosférico (H3PO4)
5%, mais 50 ul de solugdo de NEED (dihidroclorito de naftiletiienoamina) a 0,1%
(FARALDO et al., 2005). Apos 5 min de incubagao a temperatura ambiente, a leitura da
absorbancia foi obtida em leitor de microplacas com filtro de 540nm (Espectromax Plus
- Molecular Devices) pelo protocolo “Basic Endpoint” do programa Soft Max (PRO 4.3
LS). Para a determinagcdo da concentragdo de 6xido nitrico no plasma e na fragéo
celular, os valores de absorbancia obtidos foram comparados aqueles determinados em

curva-padrao utilizando-se concentragdes conhecidas de NEED.

3.4 Andlise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (Anova on Ranks)
(P<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Dunn’s (P<0,05). Para a avaliagéo do
efeito das secrecbes no desenvolvimento de D. saccharalis, os tratamentos foram
comparados com o controle negativo, utilizado como referéncia nas avaliagdes. O teste
de Mann-Witney Rank Sum (P<0,05) foi aplicado na determinacdo do efeito do
parasitismo na resposta imune de D. saccharalis, utilizando, em ambos, o pacote

estatistico SigmaStat (versao 2.0).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito das secre¢oes associadas ao aparelho reprodutor de fémeas de C.

flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis

As secregdes associadas ao aparelho reprodutor de C. flavipes afetaram o
crescimento (ganho de peso) e o periodo de desenvolvimento necessario para que as
lagartas de D. saccharalis finalizassem o seu desenvolvimento. Alteragdes no ganho de
peso de lagartas de D. saccharalis foram observadas apenas naqueles insetos
parasitados por fémeas esterilizadas, ndao havendo diferenca entre os demais
tratamentos e o controle (Fig. 1). No entanto, ndo foram observadas diferengas no
ganho médio de peso diario dos diferentes tratamentos em relagao ao controle (Fig. 2),
e nem no padrdo de ganho de peso (Fig. 3). Assim, esses resultados indicam que a
diferengca encontrada quanto ao ganho maximo de peso das lagartas parasitadas por
fémeas irradiadas e o controle deveu-se ao maior periodo de alimentagdo da primeira
(Fig. 4).
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Figura 1 - Ganho maximo de peso alcangado por lagartas de D. saccharalis injetadas
com secrecdes derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes
(VE= veneno; VIR= fluidos do calice+virus; VIR+VE= fluidos do
cédlicetvirus+veneno) e parasitadas por fémeas normais (PARAS) ou
esterilizadas (IRRAD) (CTR = controle - inje¢do com salina) (* Indica diferenga
significativa pelo teste Dunn’s, P<0,05)
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Ganho médiode peso/dia (mg)

CTR VE VIR VIR+VE IRRAD PARAS

Tratamentos

Figura 2 - Ganho médio de peso diario de lagartas de D. saccharalis injetadas com
secrec¢oes derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes (VE=
veneno; VIR= fluidos do calicetvirus; VIR+VE= fluidos do
cdlice+virus+veneno) e parasitadas por fémeas normais (PARAS) ou
esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - injecado com salina)
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Figura 3 - Peso médio diario (mg) ao longo do desenvolvimento larval de D. saccharalis
apos injecao de secrecgdes derivadas do aparelho reprodutor feminino de C.
flavipes (VE= veneno; VIR= fluidos do calice+virus; VIR+VE= fluidos do
calice+virus+veneno) e parasitadas por fémeas normais (PARAS) ou
esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - injecdo com salina)
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Lagartas injetadas com fluidos do calice+virus ou fluidos do calice+virus+veneno
apresentaram alongamento do periodo larval quando comparadas aos insetos controle,
os quais finalizaram o seu desenvolvimento larval cerca de 10 dias apds o inicio do
ultimo instar (Fig. 4). No entanto, lagartas injetadas apenas com o veneno ndo sofreram
qualquer alteracdo em seu desenvolvimento, o qual também nao potencializou os
efeitos ja observados em insetos injetados com os fluidos do calice+virus, quando
aplicados conjuntamente, indicando que o fluido do célice+virus sdo os responsaveis
pelas alteragcdes do desenvolvimento do hospedeiro (Fig. 4). Os efeitos induzidos em
hospedeiros parasitados por fémeas estéreis foram muito mais evidentes,
permanecendo o hospedeiro na fase larval por todo o periodo de observacao
experimental (30 dias) (Fig. 4). Essa observagdo também indica que secrecdes
oriundas das larvas do parasitéide e/ou teratocitos sdo desnecessarias no processo de
regulacado do desenvolvimento do hospedeiro. Interessante notar que o parasitéide n&o
induz o prolongamento da fase larval do hospedeiro quando o inseto se desenvolve em
lagartas de ultimo instar, sugerindo que as larvas do parasitdide exploram o seu
hospedeiro rapidamente nesse instar (Fig. 4).

Lagartas de todos os tratamentos, com exce¢do daquelas parasitadas por
fémeas normais ou fémeas irradiadas transformaram-se em pupas (Fig. 5-A). No
entanto, as lagartas injetadas com veneno e/ou fluidos do célice apresentaram maior
incidéncia de deformagdes de pupas, com as mesmas apresentando caracteristicas
larvais. Dos seis individuos que escaparam ao parasitismo por C. flavipes e
desenvolveram-se em pupa, todos apresentaram deformagdes no aparelho bucal e
asas (Figs. 6 e 7). As deformagdes observadas nas pupas refletiram na formagao dos
adultos, com os mesmos apresentando deformacgdes de asas, mas a sobrevivéncia

pupal nao foi afetada nos diferentes tratamentos (Fig. 5-B).
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Figura 4 - Prolongamento no desenvolvimento de lagartas de D. saccharalis injetadas
com secregOes derivadas do aparelho reprodutor feminino de C. flavipes (VE
= veneno; VIR= fluidos do calicetvirus; VIR+VE= fluidos do
calice+virus+tveneno) e parasitadas por fémeas normais (PARAS) ou

esterilizadas (IRRAD) (CTR= controle - inje¢do com salina). (*Indica diferenca
significativa pelo teste Dunn’s, P<0,05)
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Figura 5 - Sobrevivéncia larval (A) e pupal (B) de D. saccharalis observada apos injecao
das secregdes do aparelho reprodutivo de C. flavipes (VE= veneno; VIR=
fluidos do calice+virus; VIR+VE= fluidos do calice+virus+veneno) e
parasitadas por fémeas normais (PARAS) ou esterilizadas (IRRAD) (CTR=

L . * A oo
controle - injegdo com salina). " Indica a auséncia de individuos que passaram para a

fase pupal até o término do periodo de observagao (*Indica diferenga significativa pelo teste
Dunn’s, P<0,05)
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Figura 6 - Deformacgéo de pupas ou adultos de D. saccharalis observada apés injecao
das secre¢des do aparelho reprodutivo de C. flavipes (VE= veneno; VIR=
fluidos do calice+virus; VIR+VE= fluidos do calice+virus+veneno) (CTR=

controle - injecdo com salina) (*Indica diferenga significativa pelo teste Dunn’s,
P<0,05)

Figura 7 - Pupas de D. saccharalis, comparagao de uma pupa normal (A), com uma
pupa proveniente de lagarta parasitada por C. flavipes irradiada (B) e duas
pupas, uma normal e outra com caracteristicas larvais apos injecado de
veneno (C)
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4.2 Efeito do parasitismo por C. flavipes na resposta imune de D. saccharalis

4.2.1 Contagem total de hemécitos

O numero total de hemdécitos de lagartas de D. saccharalis foi afetado pelo
parasitismo por C. flavipes em estagios especificos do parasitismo (Fig. 8). A contagem
do numero total de células de lagartas controle e lagartas parasitadas nao diferiu no
periodo inicial do parasitismo. No entanto, o numero de hemdcitos em lagartas
parasitadas apos a eclosao das larvas do parasitoide (apds dia 3 de desenvolvimento),
foi reduzido quando comparado ao controle (Fig. 8). Assim, lagartas parasitadas
apresentaram declinio no numero total de hemdcitos a partir do terceiro dia de
desenvolvimento do parasitdide, enquanto o numero de células no inseto controle
manteve-se mais ou menos constante. Diferencas significativas entre o numero total de
células no controle e nos individuos parasitados foram encontradas nos dias 5 e 9 apds

0 parasitismo.
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Figura 8 - Numero de hemdcitos de D. saccharalis por m® encontrados em lagartas
controle (CTR) e parasitadas (PARAS) por C. flavipes durante o periodo

adotado de avaliacao (0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias). (*Indica diferenga significativa pelo
teste Mann-Witney Rank Sum, P<0,05)
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4.2.2 Capacidade de encapsulagao

O parasitismo afetou drasticamente a capacidade de encapsulagdo dos
hemdcitos de D. saccharalis ao longo do desenvolvimento do parasitismo (Fig. 9). No
estagio inicial do parasitismo, com a inje¢cdo de esferas logo apos a oviposi¢céo de C.
flavipes, a encapsulagdo completa no controle ocorreu em cerca de 74% das esferas,
enquanto nas lagartas parasitadas apenas cerca de 3% foram encapsuladas. Nas
lagartas parasitadas, a maioria das esferas, cerca de 46,8 e 35,6%, apresentavam
apenas 1-10 células e 11-100 células, respectivamente (Fig. 9). A tendéncia observada
no processo de encapsulagéo logo apds o parasitismo foi mantida nos demais periodos
de avaliagdo, sendo a resposta muito mais intensa no controle do que no inseto
parasitado, mesmo que a resposta de encapsulagado no inseto parasitado apés 1 e 3
dias do parasitismo tenha sido mais intensa do que nos demais periodos de avaliagao .
O interessante foi observar que a inibicdo ou atenuacéo da resposta celular dada pela
encapsulacdo € mantida nos estagios tardios do parasitismo, a partir do inicio do
desenvolvimento larval do parasitéide. Apds a eclosdo da larva do parasitéide, que
ocorre apos o terceiro dia de parasitismo, foi verificada redugao significativa no numero
de esferas que foram completamente encapsuladas, com aumento proporcional no
numero de esferas que ndo apresentaram qualquer célula aderida a sua superficie (Fig.
9).

Considerando as esferas totalmente encapsuladas (Fig. 10), a resposta celular
também é alterada de acordo com o periodo de desenvolvimento no qual o inseto se
encontra. Tanto no inicio do 6° instar, como no final do desenvolvimento larval do
hospedeiro o numero de esferas encapsuladas € relativamente superior (84,3%)
quando comparado aos demais periodos nas lagartas controle. A mesma diferenga é
observada em lagartas parasitadas, préximo a emergéncia do parasitéide, no 9° dia
apo6s a oviposicao, s que de maneira oposta; as esferas localizadas nao apresentaram

nenhum sinal de adesao celular.
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Figura 9 - Adeséao celular (%) nas esferas de sephadex separadas pelos critérios de

adesao (0, sem adeséo; < 10 células; entre 11 a 100 células; >101 células e
> 1 camada celular) em lagartas de D. saccharalis, tanto em lagartas
parasitadas por C. flavipes (P), como em lagartas controle (C), nos tempos
de avaliacéao, 0, 1, 3, 5, 7, 9 dias
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Figura 10 - Esferas de Sephadex consideradas encapsuladas, com numero superior ou

igual a 1 camada de células aderidas, em lagartas de D. saccharalis
controle e parasitadas por C. flavipes nos diferentes intervalos de
avaliacao, 0, 1, 3, 5, 7 e 9 dias (* Indica diferencga significativa pelo teste Mann-
Witney Rank Sum, P<0,05)
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4.2.3 Atividade das fenoloxidases

O parasitismo afetou a atividade das fenoloxidases do hospedeiro principalmente
no final do desenvolvimento imaturo do parasitéide (Fig. 11). A atividade enzimatica
encontrada em lagartas controle e parasitadas durante o periodo inicial e intermediario
do parasitismo foram semelhantes, apesar da tendéncia de menor atividade dessa
enzima nas lagartas parasitadas apos 24 h do parasitismo (Fig. 11A). Ao contrario do
observado no inicio do parasitismo, a atividade das fenoloxidases em lagartas
parasitadas trés dias apos o parasitismo foi ligeiramente superior a do controle (Fig
11B). A maior atividade dessas enzimas em insetos parasitados pode ser evidenciada
em insetos nove dias apds o parasitismo, quando a atividade das fenoloxidases foi

cerca de seis vezes superior a do controle (Fig. 11E)



Abs 490nm/mg proteina

Abs 490 nm/mg proteina

5,5
5,0
4,5
4,0 4
3,51
3,0
2,54
2,0 4
1,5 4
1,0 4
0,5 -
0,0 +

5,0 -
4,5
4,0 -
3,5
3,0
2,5
2,0 -
1,5 -
1,0 A
0,5
0,0 4

47

A B
4,5
o 40
c
'S 3,51
°
£ 3,0
o
E 2,5 4
€ 2,0
c
g 1,51
—e—CTR 1 wur) 104 ——CTR3
= PARAST £ (5 | —=— PARAS 3
T T T T T T T T T T T T Y 0,0 T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tempo (Min) Tempo (Min)
C 5,0 D
o 4,5
\6 4,0,
2 3,5
o
o 3,0
E 25
E o0
——CTR5 g 15
@ 1,04 ——CTR7
R e P epARST
- 0,0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tempo (Min) Tempo (Min)
8,0
g0y E
2 6,04
2
o 5’0 4
£
E 401
£
P 3,0 4
(=]
¥ 20
8 —+—CTR9
< 1,0 —=—PARAS 9
0,0 ] : T T T T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tempo (Min)

Figura 11 - Ativagdo da profenoloxidase medida em absorbancia a 490nm, por
mg de proteina, em fungdo do tempo (de 0 a 120 minutos) na
hemolinfa de lagartas de D. saccharalis parasitadas por C. flavipes
(PARAS) e controle (CTR). Nos tempos de avaliagdo considerados;
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4.2.4 Dosagem de 6xido nitrico

O parasitismo induziu alteragdes significativas nos niveis de oxido nitrico em
lagartas parasitadas, tanto na fragéo celular (Fig. 12A) quanto no plasma (Fig. 12B). No
entanto, diferengas significativas na concentragdo desse composto foram verificadas
apenas nas 24 h iniciais apés parasitismo, sendo a concentragao dessa molécula cerca

de trés vezes superior no inseto parasitado em relagdo ao controle.
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Figura 12 - Concentragao de oxido nitrico (mM) na fragao celular (A) e no plasma (B) da
hemolinfa ao longo do desenvolvimento de lagartas de ultimo instar de D.
saccharalis (1, 3, 5, 7 e 9 dias) controle (CTR) e parasitadas por C. flavipes.

So= Sobrenadante (plasma); Pe= Pellet (fragdo celular) (* Indica diferenga
significativa pelo teste Mann-Witney Rank Sum, P<0,05)
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeitos das secre¢oes associadas ao aparelho reprodutor de fémeas de C.

flavipes no crescimento e desenvolvimento de D. saccharalis

Os mecanismos de acado e as funcbes dos diferentes fatores maternos
relacionados a regulacdo do desenvolvimento do hospedeiro foram elucidados para
varios sistemas hospedeiro-parasitdide. Especialmente em parasitdides braconideos, o
polidnavirus e o veneno sao fatores importantes na regulagado do hospedeiro durante os
estagios iniciais do parasitismo (TANAKA; VINSON, 1991b; MARRIS et al., 2001).

O efeito observado da inje¢do do virus mais fluidos do célice associado ou nao a
injecao de veneno de C. flavipes, que resultou no prolongamento do desenvolvimento e
ganho de peso de lagartas do hospedeiro D. saccharalis também foi relatado em
diversas outras associagées hospedeiro-parasitdide (DUSHAY; BECKAGE, 1993;
DOUCET; CUSSON, 1996ab; GUPTA; FERKOVICH, 1998; NAKAMATSU; GYOTOKU;
TANAKA, 2000; NUSSBAUMER; STRADNER; SCHOPF, 2002). Hospedeiros injetados
com fluidos do calice e virus estenderam seu desenvolvimento até a fase de pré-pupa,
quando interromperam seu desenvolvimento, n&o iniciando o processo de metamorfose,
apesar de que alguns hospedeiros formaram intermediarios de larva-pupa. A formagao
de intermediarios em hospedeiros injetados com as substancias isoladas do parasitéide
indica possivel deficiéncia do método de injecdo, ja que lagartas parasitadas por
fémeas estéreis, onde apenas os fluidos do calice, virus e veneno atuaram no
hospedeiro, ndo conseguem iniciar o processo metamorfico (DUSHAY; BECKAGE,
1993; DOUCET; CUSSON, 1996ab).

Como injegdes isoladas do veneno de C. flavipes nao produziram efeito no
desenvolvimento do hospedeiro, o prolongamento e interrupgdo do desenvolvimento
observados em D. saccharalis sdo produzidos por substancias presentes nos fluidos do
calice ou pelo virus, de forma semelhante aquela relatada por Doucet e Cusson
(1996ab) e Nakamatsu, Gyotoku e Tanaka (2000). Apesar de néo ter sido observado
nenhum efeito aditivo do veneno aos efeitos observados no desenvolvimento do

hospedeiro apds a injecdo de fluidos do calice+virus, o veneno pode desempenhar
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papel importante em outros processos da regulacdo hospedeira ou mesmo do
desenvolvimento do parasitoide, ja que ha evidéncias de que componentes associados
a ele podem ser necessarios para garantir a eclosdao de larvas do parasitoide
(NUSSBAUMER; STRADNER; SCHOPF, 2002). Lagartas injetadas com fluido do calice
e veneno também apresentam, em alguns casos, aumento no consumo de alimento,
com baixa eficiéncia de conversao e alta digestibilidade, ou seja, os nutrientes
digeridos, mesmo presentes na hemolinfa, ndo seriam incorporados pelo hospedeiro
(NAKAMATSU; GYOTOKU, TANAKA, 2000).

Os efeitos observados no desenvolvimento de hospedeiros parasitados séo
normalmente relacionados a atividade dos componentes injetados pela fémea
parasitoide, os quais interferem com o sistema enddcrino do hospedeiro, interrompendo
seu desenvolvimento e o processo de metamorfose. A interferéncia com o sistema
endocrino pode ocorrer tanto no processo de sintese, degradagédo ou disponibilizagéo
dos horménios do desenvolvimento, como os ecdisterdides e o hormdnio juvenil
(DONG; ZHANG; DAHLMAN, 1996; GROSSNIKLAUS-BURGIN et al., 1998; KHAFAZI;
HEGAZI, 2001; SCHAFELLNER et al., 2004). Assim, parasitdides podem prolongar o
desenvolvimento ou interromper a metamorfose apds inativacdo dos ecdisteréides do
hospedeiro através da sua glicosilagdo (PENNACHIO; MALVA, VINSON, 2001;
TANAKA, VINSON, 1991a), inibicdo da sintese de ecdisterdides pela inativagao das
glandulas protoracicas (BECKAGE; BURON, 1993; CUSSON et al., 2001), estimulagao
da sintese ou inibicdo da acdo das esterases que degradam o hormodnio juvenil
(DUSHAY; BECKAGE, 1993).

Dos componentes injetados pelas fémeas do parasitdéide no hospedeiro no
momento do parasitismo, as secre¢cdes do fluido do calice+tPDV sdo as mais
comumente relatadas afetando o balango hormonal de hospedeiros de parasitéides
cenobiontes, enquanto o veneno exerce maior controle sobre a biologia de hospedeiros
de idiobiontes (COUDRON; KELLY; PUTTLER, 1990; DUSHAY; BECKAGE, 1993;
ALLEYNE; BECKAGE, 1997; WANI et al, 1997; KNOP-WRIGHT; COUDRON;
BRANDT, 2001; MARRIS et al., 2001). Em cenobiontes, essa secregao parece estar
envolvida na inativagdo das glandulas protoracicas, dada pela infeccdo das células

pelos PDVs, limitando a disponibilizagdo de ecdisterdides (DOVER et al., 1987,
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DOVER, DAVIES, VINSON, 1988a; DOVER, DAVIES, VINSON, 1988b). No entanto,
também nao pode ser descartado o efeito que essa secrecdo pode exercer nos niveis
de transcricdo génica, que levam a manutengdo do horménio juvenil em circulagao,
dada a inibicdo das HJ esterases (SCHOPF; REMBOLD, 1993; DONG; ZHANG;
DAHLMAN, 1996; GROSSNIKLAUS-BURGIN et al., 1998).

Assim, como dados preliminares dos niveis e horménio juvenil em lagartas de D.
saccharalis parasitadas por C. flavipes nao indicaram qualquer alteragcédo, € possivel
que esse parasitoide interrompa o inicio do processo de metamorfose pela agado do
virus desse inimigo natural sobre as glandulas protoracicas do hospedeiro (CONSOLI;
HOFFMAN - dados nao publicados).

5.2 Resposta celular

As alteracdes na capacidade de resposta imune celular observadas em insetos
parasitados por C. flavipes podem estar relacionadas ao efeito que as secrecgdes
maternas exercem sobre as células de defesa do hospedeiro, assim como observado
para varias espécies de inimigos naturais (SCHMIDT; THEOPOLD; STRAND, 2001;
HU; ZHU; FU, 2003; GLATZ; ASGARI; SCHMIDT, 2004). Essas substancias parecem
induzir alteragbes que levam a resposta estagio-especifica, visto que o numero total de
hemacitos disponiveis no hospedeiro e a sua capacidade de encapsulacédo diferiu ao
longo do parasitismo.

A redugao observada na capacidade de encapsulagdo em lagartas parasitadas
logo apds o parasitismo nao foi acompanhada pela redugédo no numero de hemacitos,
comumente relatada para outras associagbes hospedeiro-Cotesia spp. (DAVIES;
STRAND; VINSON, 1987; GUZO; STOLTZ, 1987; TERAMOTO; TANAKA, 2004;
IBRAHIM; KIM, 2006), sugerindo a existéncia de outros mecanismos de defesa ou de
interferéncia nessa via de defesa do hospedeiro.

Parasitdides podem evitar a encapsulagao pelo hospedeiro devido a existéncia
de uma camada de fibras recobrindo o ovo do parasitdide, a qual impede o seu
reconhecimento e/ou a adesdo dos hemacitos (DAVIES; VINSON, 1986; HU; ZHU; FU,
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2003). No entanto, estudos ultra-estruturais do aparelho reprodutor feminino de C.
flavipes nao indicaram a existéncia de tal camada recobrindo ovos maduros,
depositados no célice de fémeas desse parasitdide (CONSOLI; KITAJIMA, 2006).
Assim, C. flavipes pode evitar a encapsulacdo de seus ovos ao interferir em outros
processos, como na capacidade de dispersdo e adesdo de hemdcitos, dadas as
alteragdes induzidas no citoesqueleto celular de actina dessas células (TERAMOTO;
TANAKA, 2004; NALINI; KIM, 2007).

As alteragdes no citoesqueleto celular dos hemocitos, que levam a redugédo na
capacidade de resposta dessas células, se devem a agao de proteinas produzidas pelo
virus simbiontes associados a esses inimigos naturais (LI; WEBB, 1994; LE et al., 2003;
KROEMER; WEBB, 2004; TERAMOTO; TANAKA, 2004; TURNBULL et al., 2004;
NALINI; KIM, 2007). Em muitas associagdes, o virus age conjuntamente com o veneno
na supressao da resposta celular, sendo o virus responsavel pela indugdo de apoptose
celular e o veneno pelo declinio inicial na populagdo de hemdcitos (TERAMOTO;
TANAKA, 2004).

O PDV é claramente necessario na protecdo do ovo do parasitéide. Fatores
adicionais introduzidos no hospedeiro durante a oviposicao, como o0 veneno € proteinas
ovarianas também podem ser necessarios em algumas espécies, especialmente nos
estagios iniciais, antes dos genes virais serem expressos. O veneno sozinho, para
espécies que nao apresentam PDV, mostrou ndo afetar a encapsulagao, enquanto que
as proteinas ovarianas e a mistura de proteinas mais veneno foram capazes de afetar
significativamente a resposta (TANAKA, 1987; WEBB; LUCKHART, 1994; LAVINE;
BECKAGE, 1996; LI et al., 2007).

Em outros casos, o parasitismo pode ainda afetar a resposta de encapsulagao
através da indugao de alteragdes no padrao protéico do plasma de lagartas parasitadas,
induzindo a sintese de novas proteinas ou regulando os niveis de proteinas
normalmente expressas pelo hospedeiro sadio, contribuindo, consequentemente, para a
supressao da resposta imune (RICHARDS; EDWARDS, 2002; AMAYA et al., 2005).

A recuperacéo da capacidade de encapsulacao de lagartas parasitadas apos 24
h do parasitismo e a manutencéo de niveis compativeis ao do controle até 7 dias apds o

parasitismo sugerem que o parasitdide permite ao hospedeiro a manutengao de certa
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capacidade de defesa, visando, provavelmente, a assepsia do seu ambiente de
desenvolvimento (VINSON, 1971). A drastica redugdo na capacidade de encapsulagao
ao final do parasitismo é acompanhada de redug¢dao no numero total de hemdcitos, que
tem seu inicio marcado pelo inicio da fase larval de desenvolvimento do parasitoide.
Assim como discutido anteriormente, C. flavipes eclode apds 72 h de desenvolvimento
no hospedeiro e a redugdo no numero de hemdcitos encontrada apds 5 dias do
parasitismo indica que a fase larval do parasitéide poderia ser suscetivel ao ataque do
sistema imune do hospedeiro, havendo, assim, necessidade de regulagdo tardia do
mesmo. Alteracbes na resposta imune tardia podem ser causadas por secrecdes
protéicas derivadas dos teratdcitos (células oriundas da dissociagdo da serosa do
embrido do parasitdide), as quais sao liberadas na hemocele do hospedeiro e inibem a
encapsulagdo e interferem na atividade das fenoloxidases (KITANO et al., 1990;
BURON; BECKAGE, 1997; BELL et al., 2004).

O fato de que larvas injetadas com as secreg¢des associadas ao aparato
reprodutor da fémea ainda assim apresentaram certa resposta de encapsulagao, sugere
que o parasitéide C. flavipes apresenta caracteristicas adicionais que levam a completa
inibicdo da encapsulacdo. Esse fato é sustentado por observacdes de que hospedeiros
parasitados por fémeas estéreis, as quais injetam suas secregbes em concentragdes
normais, também inibiram a encapsulagéo do inimigo natural sem, no entanto, suprimir
a resposta imune geral do hospedeiro (STETTLER et al.,1998).

Em resumo, os fatores responsaveis pela supressdo podem ser principalmente
0s virus simbiontes, que atuam em conjunto com o veneno, fatores ligados ao embrido
em desenvolvimento e teratocitos que provocam, sozinhos ou em conjunto, alteragdes
drasticas na parede celular dos hemocitos (NALINI; KIM, 2007), evitam o
reconhecimento da larva do parasitdide como organismo estranho (DAVIES; VINSON,
1986; STETTLER et al., 1998) e secretam proteinas na hemolinfa do hospedeiro
(KITANO; WAGO; ARAKAWA, 1990).
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5.3 Resposta humoral

A fenoloxidade (PO) é uma enzima multifuncional que hidrolisa monofendis a
difendis e oxida difendis a quinona durante o processo de esclerotizacdo da cuticula,
tendo papel importante em varios mecanismos de defesa imune, como a biossintese de
melanina, frequentemente observada ao redor de agregados de hemdcitos e parasitas
encapsulados. As POs s&o sintetizadas como zimoégenos chamados de pro-
fenololoxidases (proPO), os quais sao ativados por protedlise. A ativacdo da proPO
pode ser provocada, por exemplo, por componentes da superficie celular de agentes
microbianos, como os peptidoglicanos e os lipopolissacarideos, indicando haver o
reconhecimento especifico de estimulos que provocam a ativagao dessa via (HOPKINS;
KRAMER, 1992; SUGUMARAM; KANOST, 1993; JIANG et al., 1997).

A reducédo do nivel de melanizacdo em insetos parasitados tem sido atribuida a
reducdo na atividade da fenoloxidase, provocada principalmente através da introducao
de fatores maternos do parasitdide no momento da oviposicdo. Em estudos recentes,
proteinas do veneno (Vn 50) de C. rubecula e uma proteina (Egf 1.0) produzida pelo
bracovirus de M. demolitor foram isoladas. A Vn 50 foi capaz de bloquear a
melanizacdo de seu hospedeiro, reduzindo a ativagdo da proPO e permanecendo em
cascata enzimatica que leva a producéo da PO, teria como alvo enzimatico a proteinase
responsavel pela ativagdo da PO (SHELBY et al., 2000; ASGARI et al, 2003; ZHANG et
al., 2004; BECK; STRAND, 2007).

Apesar de muitos inimigos naturais reduzirem a atividade das POs por dias
consecutivos apds o parasitismo, no sistema D. saccharalis - C. flavipes a atividade
dessa enzima foi reduzida apenas no primeiro dia apds o parasitismo, sendo que
insetos parasitados recuperaram a atividade das POs no periodo subsequente. A
reducdo na atividade das POs apenas no inicio do parasitismo também é observada em
outras associacdes hospedeiro-parasitdide, envolvendo parasitéides em Ichneumonidae
(SHELBY et al., 2000; BECK; THEOPOLD; SCHMIDT, 2000) e Braconidae (ASGARI et
al., 2003). A queda na atividade das POs logo apds o parasitismo pode ser decorrente
da presenca de inibidores enzimaticos no fluido do calice ou da presencga de proteinas

no veneno que venham a interferir na cascata proteolitica que leva a ativagao da
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enzima (SHELBY et al., 2000; BECK; THEOPOLD; SCHMIDT, 2000; ASGARI et al.,
2003). A redugao dos niveis de PO na hemolinfa de hospedeiros parasitados logo apods
o parasitismo é normalmente relacionada a regulagéo do sistema imune do hospedeiro
para evitar a participacdo dessa enzima no processo de encapsulagao do invasor (ovo
do parasitdide). Porém, sua redugédo nesse estagio de desenvolvimento também pode
estar envolvida com o processo de invasdo do hospedeiro pelo virus simbionte
associado ao parasitoide, ja que as fenoloxidases podem agir de forma constitutiva na
resposta humoral inata contra virus em insetos (POPHAM et al., 2004).

Um aspecto da regulagdo da atividade dessa enzima que parece singular a
associagao D. saccharalis - C. flavipes é a maior atividade das POs observadas em
insetos parasitados nos 3° e 9° dias apos o parasitismo, apesar de serem inexistentes
dados sobre a atividade dessa enzima ao longo de todo o ciclo de desenvolvimento do
inimigo natural. A maior atividade dessa enzima nos periodos mencionados nos insetos
parasitados corresponde a eventos marcantes no desenvolvimento do inimigo natural.
Nas condicdes do estudo em questao, o terceiro dia apos o parasitismo corresponde ao
periodo de eclosdo do parasitdide, enquanto o nono marca o final de seu
desenvolvimento interno, muito préximo a sua egressao do corpo do hospedeiro para
pupacdo (CONSOLI - dados ndo-publicados). Dessa forma, é possivel que a maior
atividade das POs em hospedeiros parasitados no terceiro dia apds o parasitismo seja
decorrente da ativagdo das POs pelas enzimas digestivas secretadas pelas larvas
recém-eclodidas de C. flavipes, assim como demonstrado para as enzimas produzidas
por alguns endo (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006) e ectoparasitdéides (PARKINSON,;
WEAVER, 1999). Ja o aumento no periodo final do parasitismo pode estar relacionado
a contaminagédo da hemocele do hospedeiro por agentes microbianos, provavelmente
devido aos danos mecanicos induzidos ao tubo digestivo e tegumento do hospedeiro
pela alimentagcédo das larvas e perfuragdo do tegumento do hospedeiro relativo ao seu
comportamento de abandono da cavidade hemocélica, visto que a ocorréncia de
microbios altera a atividade enddgena das POs (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006;
ABT; RIVERS, 2007; BAILEY; ZUK, 2008).

Alteracdes em processos relacionados a resposta imune podem refletir no

redirecionamento dos mecanismos de defesa do sistema imune de um organismo,
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como forma de resisténcia a uma mudancga na capacidade imune, e que podem ser
temporariamente flexiveis durante a infecgdo (BRAUDE; TANG; TAYLOR, 1999;
ADAMO, 2004). Essas alteragbes em processos particulares também podem ocorrer
em detrimento da atividade de outros processos envolvidos no mecanismo de defesa
imune, como, por exemplo, a redugao na producado de lisozimas com o subsequente
aumento da atividade das POs (MULLEN; GOLDSWORTHY, 2006; BAILEY; ZUK,
2008).

Ainda ha a possibilidade de que a elevagédo na concentragdo enzimatica de PO
na hemolinfa de lagartas parasitadas seja devido a produgao desse fator pelo préprio
parasitoide, ja que o veneno de muitas espécies de parasitdides contém multiplos tipos
de enzimas. No entanto, para que essa elevacao na atividade de PO fosse associada
ao veneno, seria de se esperar que alteragcdes na atividade enzimatica fossem
detectadas logo apds o parasitismo. Além disso, é reduzido o numero de inimigos
naturais que apresentam veneno com atividade de PO (PARKINSON; WEAVER, 1999;
ABT; RIVERS, 2007). O veneno também poderia induzir a maior atividade de PO de
forma indireta, através de sua agdo sobre os hemodcitos, que se rompem quando
expostos ao veneno de parasitdides e liberam a enzima para o meio, aumentando,
consequentemente, a concentragao de profenoloxidase na hemolinfa. No entanto, esse
efeito indireto € observado apenas para o veneno de ectoparasitdéides que induzem
paralisia em seu hospedeiro (HARTZER; ZHU; BAKER, 2005).

Possivelmente, C. flavipes deve utilizar outras vias de regulagao para evitar que
seu estagio larval seja atacado pelo sistema imune do hospedeiro, permitindo, dessa
forma, o desenvolvimento de seus imaturos em D. saccharalis. Além disso, um aumento
no nivel de PO pode ser benéfico para o parasitoide, pois permite a manutencao parcial
da capacidade de defesa imune do hospedeiro, protegendo-o contra outros agentes
patogénicos invasores (HAGSTRUM; SMITTLE, 1978; HAGSTRUM, 1983, BECKAGE
et al., 1990).

Outro fator importante que participa da resposta imune do hospedeiro contra
invasores € a producgdo enzimatica de 6xido nitrico (NO), o qual pode atuar em diversos
processos fisioldgicos, muitos dos quais relevantes ao entendimento dos mecanismos
relacionados ao processo de defesa imune (WEISKE; WIESNER, 1999). A maior
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atividade de NO encontrada, tanto na porgéo celular quanto no plasma de hospedeiros
parasitados nas primeiras 24h apds o parasitismo, indicam a utilizagdo de mecanismos
de regulagao nesse processo fisioldgico buscando garantir a invasao e colonizagao do
hospedeiro, principalmente o estabelecimento das particulas virais simbiontes
associadas a esse inimigo natural. O NO exerce fungdo diversificada em varios
processos fisioldgicos e patofisioldgicos, sendo essenciais no estabelecimento de uma
variedade de infecgbes microbianas. Apesar de sua reconhecida atividade
antimicrobiana contra bactérias e protozoarios, o NO parece ter efeito oposto aos virus,
sendo essencial no estabelecimento de inumeras viroses. Além do seu efeito no
processo de infecgdo por virus, o NO também pode afetar a resposta imune celular,
dado que a ativagédo da oxido nitrico sintase (NOS) para a producédo de NO acarreta na
produgao de espécies de Oxido de nitrogénio reativas, como o peroxinitrito, que causam
danos aos tecidos devido a agao oxidativa e reagdes de nitratagdo de varias
biomoléculas (AKAIKE; MAEDA, 2000; BOGDAN, 2001).

A participacdo do NO como parte essencial do arsenal citotoxico de insetos no
combate a agentes estranhos ja havia sido observada em Drosophila parasitadas por
Leptopilina boulardi e Rhodnius prolixus incubados com Trypanosoma rangeli, os quais,
de forma semelhante a D. saccharalis-C. flavipes, apresentaram aumento nos niveis de
NO apenas nos estagios iniciais do parasitismo (NAPPI et al., 2000; WHITTEN et al.,
2001; FARALDO et al., 2005; WHITTEN et al., 2007).

As analises bioquimicas da hemolinfa de D. saccharalis evidenciaram a tentativa
do hospedeiro em evitar o ataque do parasitoide, através da utilizagdo do arsenal toxico
que as células de defesa sédo capazes de produzir. Porém, mesmo com a elevagéo da
producédo da enzima fenoloxidase ao longo do desenvolvimento, como de oxido nitrico
no inicio do parasitismo, o parasitdide C. flavipes foi bem sucedido na exploracdo dos
recursos nutricionais e na utilizacdo do hospedeiro. Os meios pelos quais esse
parasitdide consegue ultrapassar as barreiras impostas pelo seu hospedeiro, com a

ajuda das secregdes maternas, ainda constituem um campo a ser explorado.
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6 CONCLUSOES

R/
°

R/
°

R/
°

O virus simbionte mais fluido do calice em associacdo com o veneno afeta

o desenvolvimento e crescimento de lagartas de Diatraea saccharalis;

O veneno, sozinho, ndo influencia o crescimento do hospedeiro, mas
induz alteragbes no desenvolvimento, resultando na deformacdo de

pupas;

Cotesia flavipes suprime a resposta imune do hospedeiro Diatraea

saccharalis afetando sua resposta celular e resposta humoral.



59

REFERENCIAS

ABT, M.; RIVERS, D.B. Characterization of phenoloxidase activity in venom from the
ectoparasitoid Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae). Journal of
Invertebrate Pathology, San Diego, v. 94, n. 2, p. 108-118, 2007.

ADAMO, S.A. How should behavioural ecologists interpret measurements of immunity?
Animal Behaviour, London, v. 68, n. 6, p. 1443—1449, 2004.

AKAIKE, T.; MAEDA, H. Nitric oxide and virus infection. Immunology, Oxford, v. 101,
n. 3, p. 300-308, 2000.

ALLEYNE, M.; BECKAGE, N.E. Parasitism - induced effects on host growth and
metabolic efficiency in tobacco hornworm larvae parasitized by Cotesia congregata.
Journal of Insect Physiology, London, v. 43, n. 4, p. 407-424, 1997.

ALLEYNE, M.; WIEDENMANN, R.N. Suitability of lepidopteran stemborers for
parasitization by novel- association endoparasitoids. BioControl, Dordrecht, v. 46, n.1,
p. 1-23, 2001.

ALLEYNE, M.; WIEDENMANN, R.N.; DIAZ, R.R. Quantification and development of
teratocytes in novel-association host—parasitoid combinations. Journal of Insect
Physiology, London, v. 47, n. 12, p. 1419-1427, 2001.

AMAYA, K.E.; ASGARI, S.; JUNG, R.; HONGSKULA, M. Parasitization of Manduca
sexta larva by the parasitoid wasp Cotesia congregata induces an impaired host
immune response. Journal of Insect Physiology, London, v. 51, n. 5, p. 505-512,
2005.

ARMSTRONG, P.B. Humoral immunity in long-lived arthropods. Journal of Insect
Physiology, London, v. 42, n. 1, p.53-64, 1996.

ASGARI, S. Venom proteins from polydnavirus-producing endoparasitoids: their role in
host-parasite interaction. Archives of Insect Biochemistry and Physiology, New
York, v. 61, n. 3, p. 146-156, 2006. Disponivel em:< http://www.interscience.wiley.com>.
Acesso em: 10 jan. 2007.

ASGARI, S.; SCHMIDT, O. Passive protection of eggs from the parasitoid, Cotesia
rubecula, in the host, Pieris rapae. Journal of Insect Physiology, London, v. 40, n. 9,
p. 789-795, 1994.

ASGARI, S.; ZHANG, G.; ZAREIE, R.; SCHMIDT, O. A serine proteinase homolog
venom protein from an endoparasitoid wasp inhibits melanization of the host
hemolymph. Insect Biochemistry and Molecular Biology, Oxford, v. 33, n. 10,
p.1017-1024, 2003.



60

ASHIDA, M.; DOHKE, K. Activation of prophenoloxidase by the activating enzyme of the
silkworm Bombyx mori. Insect Biochemistry, London, v. 10, p. 37-47, 1980.

BAILEY, N W.; ZUK, M. Changes in immune effort of male field crickets infested with
mobile parasitoid larvae. Journal of Insect Physiology, London, v. 54, n. 1, p. 96-104,
2008.

BECK, M.H.; STRAND, M.R. A novel polydnavirus protein inhibits the insect
prophenoloxidase activation pathway. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, Washington, v. 104, n. 49,p. 19267- 19272,
2007.

BECK, M.H.; THEOPOLD, U.; SCHMIDT, O. Evidence for serine protease inhibitor
activity in the ovarian calyx fluid of the endoparasitoid Venturia canescens. Journal of
Insect Physiology, London, v. 46, n. 9, p.1275-1283, 2000.

BECKAGE, N.E. Endocrine interactions between endoparasitic insects and their hosts.
Annual Review of Entomology, Stanford, v. 30, p. 371-413, 1985.

. Parasitoids and polydnaviruses. BioScience, Washington, v. 48, n. 4, p. 305—
311, 1998.

BECKAGE, N.E.; BURON, DE I. Lack of prothoracic gland degeneration in
developmentally arrested host larvae of Manduca sexta parasitized by the braconid
wasp Cotesia congregata. Journal of Invertebrate Pathology, San Diego, v. 61,
p. 103-106, 1993.

BECKAGE, N.E.; GELMAN, D.B. Wasp parasitoid disruption of host development:
implications for new biologically based strategies for insect control. Annual Review of
Entomology, Stanford, v. 49, p. 299 - 330, 2004.

BECKAGE, N.E; TAN, F.F.; SCHLEIFER, K.W.; LANE, R.D.; CHERUBIN, L.L.
Characterization and biological effects of Cotesia congregata polydnavirus on host
larvae of the tobacco hornworm, Manduca sexta. Archives of Insect Biochemistry and
Physiology, New York, v. 26, n. 2/3, p. 165-195, 1994. Disponivel em: <
http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 05 mar. 2006.

BECKAGE, N.E.; METCALF, J.S.; NES, D.J.; SCHLEIFER, K.W.; ZETLAN, S.R,;
BURON, | DE. Host hemolymph monophenoloxidase activity in parasitized Manduca
sexta larvae and evidence for inhibition by wasp polydnavirus. Insect Biochemistry,
London, v. 20, n. 3, p. 285-294, 1990.

BELL,HA;KIRKBRIDE-SMITH, AE.; MARRIS, G. C.; EDWARDS, J.P.
Teratocytes of the solitary endoparasitoid Meteorus gyrator (Hymenoptera: Braconidae):
morphology, numbers and possible functions. Physiological Entomology, Oxford,

v. 29, n. 4, p. 335-343, 2004.



61

BOGDAN, C. Nitric oxide and the immune response. Nature Immunology, New York,
v. 2,n. 10, p. 907-916, 2001.

BOTELHO, P.S.M.; MACEDO, N. Cotesia flavipes para o controle de Diatraea
saccharalis. In: PARRA, J.R.P.; BOTELHO, P.S.M.; CORREA-FERREIRA, B.S.;
BENTO, J.M.S.(Ed.). Controle biolégico no Brasil. Sdo Paulo: Manole, 2002. cap. 25
p. 409-423.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye-binding. Analytical Biochemistry, New
York, v. 72, n.1/2, p. 248-254, 1976.

BRAUDE, S.; TANG-MARTINEZ, Z.; TAYLOR, G.T. Stress, testosterone, and the
immuno redistribution hypothesis. Behavioral Ecology, Cary, v. 10, n. 3, p. 345-350,
19909.

BRODEUR, J.; BOIVIN, G. Functional ecology of immature parasitoids. Annual Review
of Entomology, Stanford, v. 49, p. 27- 49, 2004.

BURON, I. de; BECKAGE, N.E. Developmental changes in teratocytes of de braconid
wasp Cotesia congregate in larvae of tobacco hornworm, Manduca sexta. Journal of
Insect Physiology, London, v. 43, n. 10, p. 915-930, 1997.

CERENIUS, L.; SODERHALL, K. The prophenoloxidase-activating system in
invertebrates. Immunological Reviews, Copenhagen, v. 198, p. 116-126, 2004.

CHAPMAN, R.F. The insects (structure and function).In: . Circulatory system,
blood and immune systems. 4" ed. Cambridge: Cambridge University Press, 1998.
chap. 5, p. 95-131.

COLE, T.J.; BECKAGE, N.E.; TAN, F.F.; SRINIVASAN, A.; RAMASWAMY, S. B.
Parasitoid host endocrine relations: self-reliance or co-optation? Insect Biochemistry
and Molecular Biology, Oxford, v. 32, n. 12, p.1673-1679, 2002.

CONSOLI, F. L.; KITAJIMA, E.W. Symbiofauna associated to the reproductive system of
Cotesia flavipes and Doryctobracon areolatus (Hymenoptera, Braconidae). Brazilian
Journal of Morphological Sciences, Sao Paulo, v. 23, p. 463-470, 2006.

CONSOLI, F.L.; VINSON, S.B. Host regulation and the embryonic development of the
endoparasitoid Toxoneuron nigriceps (Hymenoptera, Braconidae). Comparative
Biochemistry and Physiology, Oxford, v. 137B, n.4, p. 463-473, 2004.

CONSOLI, F.L.; BRANDT, S.L.; COUDRON, T.A.; VINSON, S.B. Host regulation and
release of parasitism-specific proteins in the system Toxoneuron nigriceps-Heliothis
virescens. Comparative Biochemistry and Physiology, Oxford, v.142B, n. 2, p.181-
191, 2005.



62

COUDRON, T.A.; KELLY, T.J.; PUTTLER, B. Developmental responses of Trichoplusia
ni (Lepidoptera: Noctuidae) to parasitism by the ectoparasite Euplectrus plathypenae
(Hymenoptera: Eulophidae). Archives of Insect Biochemistry and Physiology, New
York, v. 13, n. 1/2, p. 83-94, 1990. Disponivel em: <http://www.interscience.wiley.com>.
Acesso em: 25 mar. 2008.

CUSSON, M.; BELIVEAU, C.; LAFORGE, M.; BELLEMARE, G.; LEVASSEUR, A;
STOLTZ, D. Hormonal alterations and molecular mechanisms underlying the induction
of host developmental arrest by endoparasitic wasps. In: EDWARDS, J.P.; WEAVER,
R.J. (Ed.). Endocrine interactions of insect parasites and pathogens. Oxford: BIOS
Scientific Publ., 2001. chap.6 p.111-121

DAHLMAN, D.L. Teratocytes and host/parasitoid interactions. Biological Control,
Orlando, v. 1, n. 2, p. 118-126, 1991.

DAHLMAN, D.L.; VINSON, S.B. Teratocytes: developmental and biochemical
characteristics. In: BECKAGE, N.E.; THOMPSON, S.N.; FEDERIC, B.A. (Ed.).
Parasites and pathogens of insects. New York: Academic Press, 1993. chap. 7 v.1,
p.145-165.

DAVIES, D.H.; VINSON, S.B. Passive evasion by eggs of braconid parasitoid
Cardiochiles nigriceps of encapsulation in vitro by haemocytes of host Heliothis
virescens. Possible role for fibrous layer in immunity. Journal of Insect Physiology,
London, v. 32, n. 12, p. 1003-1010, 1986.

DAVIES, D.H.; STRAND, M.R.; VINSON, S.B. Changes in differential haemocyte count
and in vitro behaviour of plasmatocytes from host Heliothis virescens caused by
Campoletis sonorensis polydnavirus. Journal of Insect Physiology, London, v. 33,

n. 3, p. 143-153, 1987.

DONG, K.; ZHANG, D.; DAHLMAN, D.L. Down-regulation of juvenile hormone esterase
and arylphorin production in Heliothis virescens larvae parasitized by Microplitis
croceipes. Archives of Insect Biochemistry and Physiology, New York, v. 32, n. 2,
p. 237-248, 1996.

DOUCET, D.; CUSSON, M. Alteration of developmental rate and growth of
Choristoneura fumiferana parasitized by Tranosema rostrale: role of the calyx fluid.
Entomologia Experimentalis et Applicata, Dordrecht, v. 81, n. 1, p. 21-30, 1996a.

. Role of calyx fluid in alterations of immunity in Choristoneura fumiferana larvae
parasitized by Tranosema rostrale. Comparative Biochemistry and Physiology,
Oxford, v. 114A, n. 4, p. 311-317, 1996b.



63

DOVER, B.A.; DAVIES, D.H.; VINSON, S.B. Degeneration of last instar Heliothis
virescens prothoracic glands by Campoletis sonorensis polydnavirus. Journal of
Invertebrate Pathology, San Diego, v. 51, n.1, p. 80-91, 1988a.

. Dose-dependent influence of Campoletis sonorensis polydnavirus on the
development and ecdysteroid titers of last-instar Heliothis virescens larvae. Archives of
Insect Biochemistry and Physiology, New York, v. 8, n.2, p.113-26, 1988b.
Disponivel em: < http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 15 mar. 2008.

DOVER, B.A.; DAVIES, D.H.; STRAND, M.R.; GRAY, R.S.; KEELEY, L.L.; VINSON,
S.B. Ecdysteroid-titre reduction and developmental arrest of last-instar Heliothis
virescens larvae by calyx fluid from the parasitoid Campoletis sonorensis. Journal of
Insect Physiology, London, v. 33, n. 5, p. 333-338, 1987

DUSHAY, M.S.; BECKAGE, N.E. Dose dependent separation of Cotesia congregata-
associated polydnavirus effects on Manduca sexta larval development and immunity.
Journal of Insect Physiology, London, v. 39, n. 12, p. 1029-1040, 1993.

EDWARDS, J.P.; WEAVER, R.J. Endocrine interactions of insect parasites and
pathogens. Oxford: BIOS Scientific Publ., 2001. 314 p.

EDWARDS, J.P.; WEAVER, R.J.; MARRIS, G.C. Endocrine changes in lepdopteran
larvae: potencial challenges to parasitoid development and survival. In: EDWARDS,
J.P.; WEAVER, R.J. (Ed.). Endocrine interactions of insect parasites and
pathogens. Oxford: BIOS Scientific Publ., 2001. chap. 1 p. 1-32.

FANG, F.C. Mechanisms of nitric oxide-related antimicrobial activity. Journal of Clinical
Investigation, New York, v. 99, n. 12, p. 43-50, 1997.

FARALDO, A.C.; NUNES, A.S.; FACCIOLI, L.H.; DEL BEL, E.A.; LELLO, E. Nitric oxide
production in blowfly hemolymph after yeast inoculation. Nitric Oxide, Orlando, v. 13,
n. 4, p. 240-246, 2005.

GABIG, T.G.; BABIOR, B.M. The killing of pathogens by phagocytes. Annual Review of
Medicine, Palo Alto, v, 32, p. 313-326, 1981.

GILBERT, L.I.; GRANGER, N.A.; ROE, R.M. The juvenile hormones: historical facts
and speculations on future research directions. Insect Biochemistry and Molecular
Biology, Oxford, v. 30, n. 8/9, p. 617-644, 2000.

GILLESPIE, J.P.; KANOST, M.R.; TRENCZEC, T. Biological mediators of insect
immunity. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 42, p. 611-643, 1997.

GLATZ, R.V.; ASGARI, S.; SCHMIDT, O. Evolution of polydnaviruses as insect immune
suppressors. Trends in Microbiology, Cambridge, v. 12, n. 12, p. 545-554, 2004.



64

GODFRAY, H.C.J. Parasitoids: behavioural and evolutionary ecology. New Jersey:
Princeton University Press, 1994. 473 p.

GREEN, L.C.; LUZURIAGA, K.R.; WAGNER, D.A.; RAND, W.; ISTFAN, N.; YOUNG, V.
R.; TANNENBAUM, S. R. Nitrate biosynthesis in man. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, Washington, v. 78, n. 12,

p. 7764-7768, 1981.

GROSSNIKLAUS-BURGIN, C.; PFISTER-WILHELM, R.; MEYER, V.; TREIBLMAYR, K.
LANZREIN, B. Physiological and endocrine changes associated with
polydnavirus/venom in the parasitoid—host system Chelonus inanitus-Spodoptera
littoralis. Journal of Insect Physiology, London, v. 44, n. 3/4, p. 305-321, 1998.

GUPTA, A.P. Insect hemocytes. Cambridge: Cambridge University Press, 1979.

GUPTA, P.; FERKOVICH, S.M. Interaction of calyx fluid and venom from Microplitis
croceipes (Braconidae) on developmental disruption of the natural host, Heliocoverpa
zea, and two atypical hosts, Galleria mellonella and Spodoptera exigua. Journal of
Insect Physiology, London, v. 44, n. 9, p. 713-719, 1998.

GUZO, D.; STOLTZ, D.B. Observations on cellular immunity and parasitism in the
tussock moth. Journal of Insect Physiology, London, v. 33, n. 1, p. 19-31, 1987.

HAGSTRUM, D.W. Self-provisioning with paralyzed hosts and age, density, and
concealment of hosts as factors influencing parasitization of Ephestia cautella (Walker)
(Lepidoptera: Pyralidae) by Bracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae).
Environmental Entomology, College Park, v. 12, n. 6, p. 1727-1732, 1983.

HAGSTRUM, D.W.; SMITTLE, B.J. Host utilization by Bracon hebetor. Environmental
Entomology, College Park, v. 7, n. 3, p. 596-600, 1978.

HARTZER, K.L.; ZHU, K.Y.; BAKER, J.E. Phenoloxidase in larvae of Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae): molecular cloning of the proenzyme cDNA and
enzyme activity in larvae paralyzed and parasitized by Habrobracon hebetor
(Hymenoptera: Braconidae). Archives of Insect Biochemistry and Physiology, New
York, v. 59, n. 2, p. 67-79, 2005. Disponivel em:< http://www.interscience.wiley.com>.
Acesso em: 20 abr. 2008.

HARVEY, J.A. Venturia canescens parasitizing Galleria mellonella and Anagasta
kuehniella: Is the parasitoid conformer or regulator? Journal of Insect Physiology,
London, v. 42, n.11/12, p. 1017-1025, 1996.

HAYAKAWA, Y.; YAZAKI, K. Envelope protein of parasitic wasp symbiont virus,
polydnavirus, protects the wasp eggs from cellular immune reactions by the host insect.
European Journal of Biochemistry, Berlin, v. 246, n. 3, p. 820-826, 1997.



65

HOPKINS, T.; KRAMER, K. Insect cuticle sclerization. Annual Review of Entomology,
Stanford, v. 32, p. 71-93, 1992.

HOTTA, M.; OKUDA, T.; TANAKA, T. Coftesia kariyai teratocytes: growth and
development. Journal of Insect Physiology, London, v. 47, n.1, p. 31-41, 2001.

HU, J.; ZHU, X.; FU, W. Passive evasion of encapsulation in Macrocentrus cingulum
Brischke (Hymenoptera: Braconidae), a polyembryonic parasitoid of Ostrinia furnacalis
Guene’e (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Insect Physiology, London, v. 49, n. 4,
p. 367-375, 2003.

IBRAHIM, A.M.A; KIM, Y. Parasitism by Cotesia plutellae alters the hemocyte
population and immunological function of the diamondback moth, Plutella xylostella.
Journal of Insect Physiology, London, v. 52, n. 9, p. 943-950, 2006.

IWAMA, R.; ASHIDA, M. Biosynthesis of prophenoloxidase in hemocytes of larval
hemolymph of the silkworm, Bombyx mori. Insect Biochemistry, London, v. 16, n. 3,
p. 547-555, 1986.

JIANG, H.; WANG, Y.; CONGCONG, M.A.C.; KANOST, M.R. Subunit composition of
pro-phenoloxidase from Manduca sexta: molecular cloning of subunit proPO-P1. Insect
Biochemistry and Molecular Biology, Oxford, v. 27, n. 10, p. 835-850, 1997.

JONES, D. Endocrine interaction between host (Lepidoptera) and parasite
(Hymenoptera: Cheloninae). Is the host or the parasite in control? Annals of the
Entomological Society of América, College Park, v. 78, n. 2, p.141-148, 1985.

KADONO-OKUDA, K.; WEYDA, F.; OKUDA, T. Dinocampus (=Perilitus) coccinellae
teratocyte-specific polypeptide: its accumulative property, localization and
characterization. Journal of Insect Physiology, London, v. 44, n. 11, p.1073-1080,
1998.

KHAFAGI, W.E.; HEGAZI, E.M. Effects of juvenile hormones and precocenes on the
immune response of Spodoptera littoralis larvae to supernumerary larvae of the solitary
parasitoid, Microplitis rufiventris Kok. Journal of Insect Physiology, London, v. 47,

n. 11, p. 1249-1259, 2001.

KITANO, H.; WAGO, H.; ARAKAWA, T. Possible role of teratocytes of the gregarious
parasitoid, Cotesia (=Apanteles) glomerata in the suppression of phenoloxidase activity
in the larval host, Pieris rapae crucivora. Archives of Insect Biochemistry and
Physiology, New York, v. 13, n. 3/4, p.177-185, 1990. Disponivel em: <
http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 08 ago. 2007.



66

KNOP-WRIGHT, M.; COUDRON, T.A.; BRANDT, S.L. Ecological and physiological
relevance of biochemical changes in a host as a result of parasitism by Euplectrus spp.:
a case study. In: EDWARDS, J.P.; WEAVER, R.J. (Ed.). Endocrine interactions of
insect parasites and pathogens. Oxford: BIOS Scientific Publ., 2001. chap. 9,

p. 153-176.

KROEMER, J.A.; WEBB, B.A. Polydnavirus genes and genomes: emerging gene
families and new insights into polydnavirus replication. Annual Review of Entomology,
Stanford, v. 49, p. 431-456, 2004.

LACKIE, A.M. Hemocyte behaviour. Advances in Insect Physiology, San Diego,
v. 21, p. 85-178, 1988.

LAVINE, M.D.; BECKAGE, N.E. Temporal pattern of parasitism-induced
immunosupression in Manduca sexta larvae parasitized by Cotesia congregata. Journal
of Insect Physiology, London, v. 42, n. 1, p. 41-51, 1996.

LAVINE, M.D.; STRAND, M.R. Surface characteristics of foreign targets that elicit an
encapsulation response by the moth Pseudoplusia includens. Journal of Insect
Physiology, London, v. 47, n. 9, p. 965-974, 2001.

. Insect hemocytes and their role in immunity. Insect Biochemistry and
Molecular Biology, Oxford, v. 32, n. 10, p. 1295-1309, 2002.

LAWRENCE, P.O. Host-parasite hormonal interaction: an overview. Journal of Insect
Physiology, London, v. 32, n. 4, p. 295- 298, 1986.

LE, N.T.; ASGARI, S.; AMAYA, K.; TAN, F.F.; BECKAGE, N.E Persistence and
expression of Cotesia congregate polydnavirus in host larvae of the tobacco hornworm,
Manduca sexta. Journal of Insect Physiology, London, v. 49, n. 5, p. 533-543, 2003.

LI, X.; WEBB, B.A. Apparent functional role for a cysteine rich polydnavirus protein in
suppression of the insect cellular immune response, Journal of virology, Washington,
v. 68, n. 11, p.7482-7489, 1994.

LI, Y.; LU, J.; FENG, C.; KE, X.; FU, W. Role of venom and ovarian proteins in immune
suppression of Ostrinia furnacalis (Lepidoptera: Pyralidae) larvae parasitized by
Macrocentrus cingulum (Hymenopetra: Braconidae), a polyembryonic parasitoid. Insect
Science, Elmsford, v. 14, n. 2, p. 93-100, 2007.

MACEDO, N.; BOTELHO, P.S.M.; DEGASPARI, N.; ALMEIDA, L.C.; ARAUJO, J.R;
MAGRINI, E.A. Controle biolégico da broca da cana-de-agucar: manual de
instrucdo. Piracicaba: IAA, Planalsucar, 1983. 22 p.



67

MAITI, 1.B.; DEY, N.; PATTANAIK, S.; DAHLMAN, D.L.; RANA, R.L.; WEBB, B.A.
Antibiosis-type insect resistance in transgenic plants expressing a teratocyte secretory
protein (TSP14) gene from a hymenopteran endoparasite (Microplitis croceipes). Plant
Biotechnology Journal, Sheffield, v.1, n. 3, p. 209-219, 2003.

MARRIS, G.C.; BELL, H.A.; NAYLOR, J.M.; EDWARDS, J.P. The role of Pimpla
hypochondriaca venom in the suppression of pupal noctuid host immunity. Entomologia
Experimentalis et Applicata, Dordrecht, v. 93, n. 3, p. 291-298, 1999.

MARRIS, G.C.; WEAVER, R.J.; BELL, J.; EDWARDS, J. P. Venom from the
ectoparasitoid wasp Eulophus pennicornis disrupts host ecdysteroid production by
regulating host prothoracic gland activity. Physiological Entomology, Oxford,

v. 26, n. 3, p. 229-238, 2001.

MULLEN, L.N.; GOLDSWORTHY, G.J. Immune responses of locusts to challenge with
the pathogenic fungus Metarhizium or high doses of laminarin. Journal of Insect
Physiology, London, v. 52, n. 4, p. 389-398, 2006.

NAKAMATSU, Y.; GYOTOKA, Y.; TANAKA, T. The endoparasitoid Cotesia kariyai (Ck)
regulates the growth and metabolic efficiency of Pseudaletia separata larvae by venom
and Ck polydnavirus. Journal of Insect Physiology, London, v. 47, n. 6, p. 573-584,
2001.

NALINI, M.; KIM, Y. A putative protein translation inhibitory factor encoded by Cotesia
plutellae bracovirus suppresses host hemocyte-spreading behavior. Journal of Insect
Physiology, London, v. 53, n. 12, p. 1283-1292, 2007.

NAPPI, A.J.; OTTAVIANI, E. Cytotoxicity and cytotoxic molecules in invertebrates.
BioEssays, Cambridge, v. 22, n. 5, p. 469-80, 2000. Disponivel em: <
http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 05 fev. 2008.

NAPPI, A.J.; VASS, E. Hydrogen peroxide production in immune-reactive Drosophila
melanogaster. Journal of Parasitology, Lawrence, v. 84, n. 6, p. 1150-1157, 1998.

NAPPI, A.J.; VASS, E.; FREY, F.; CARTON, Y. Superoxide anion generation in
Drosophila during melanotic encapsulation of parasites. European Journal of Cell
Biology, Stuttgart, v. 68, n. 4, p. 450-456, 1995.

. Nitric oxide involvement in Drosophila immunity. Nitric Oxide, Orlando, v. 4,
n. 4, p. 423-430, 2000.

NIJHOUT, H.F.; WILLIAMS, C.M. Control of moulting and metamorphosis in the
tobacco hornworm, Manduca sexta (L.): growth of the last instar larva and the decision
to pupate. The Journal of Experimental Biology, Cambridge, v. 61, p. 481-491, 1974.
Disponivel em :< http://jeb.biologists.org>. Acesso em: 25 jan. 2008.



68

NUSSBAUMER, C.; STRADNER, A; SCHOPF, A. Effects of parasitization or injection of
parasitoid-derived factor from the endoparasitoid wasp Glyptapanteles porthetriae
(Hym.: Braconidae), on the developmental host, Lymantria dispar (Lep.: Lymantriidae).
Journal of Applied Entomology, Berlin, v. 126, n. 1, p. 1-7, 2002.

OKUDA, T.; KADONO-OKUDA, K. Perilitus coccinellae teratocyte polypeptide; evidence
for production of a teratocyte-specific 540 kDa protein. Journal of Insect Physiology,
London, v. 41, n. 9, p.819 — 825, 1995.

PARKINSON, N.M.; WEAVER, R.J. Noxious components of venom from the pupa-
specific parasitoid Pimpla hypochondriaca. Journal of Invertebrate Pathology, San
Diego, v. 73, n. 1, p. 74-83, 1999.

PARRA, J.R.P. Técnicas de criagdao dos insetos para programas de controle
biolégico. Piracicaba: FEALQ, 1999. 137 p.

PENNACCHIO, F.; STRAND, M.R. Evolution of developmental strategies in parasitic
Hymenoptera. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 51, p. 233-258, 2006.

PENNACCHIO, F.; MALVA, C.; VINSON, S. B. Regulation of the host endocrine system
by the endophagous braconid, Cardiochiles nigriceps, and its polydnavirus. In:
EDWARDS, J.P., WEAVER, R.J. (Ed.). Endocrine interactions of insect parasites
and pathogens. Oxford: BIOS Scientific Publishers, 2001. chap. 7 p. 123-132.

POPHAM, H.J.R.; SHELBY, K.S.; BRANDT, S.L.; COUDRON, T.A. Potent virucidal
activity in larval Heliothis virescens plasma against Helicoverpa zea single capsid
nucleopolyhedrovirus. Journal of General Virology, London, v. 85, n. 8, p. 2255-2261,
2004.

QUICKE, D.L.J. Parasitic wasps. London: Chapman & Hall, 1997. 470 p.

RICHARDS, E.H.; EDWARDS, J.P. Parasitism of Lacanobia oleracea (Lepidoptera) by
the ectoparasitic wasp, Eulophus pennicornis, disrupts the cytoskeleton of host
haemocytes and suppresses encapsulation in vivo. Archives of Insect Biochemistry
and Physiology, New York, v. 49, n. 2, p. 108-124, 2002. Disponivel em: <
http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 12 mar. 2007.

ROWLEY, A.F.; RATCLIFFE, N.A. Insects In: . Invertebrate blood cels.
London: Academic Press, 1981. p. 421 - 488.

SALVADOR, G.; CONSOLI, F.L. Changes in the hemolymph and fat body metabolites of
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) parasitized by Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae). Biological Control, Orlando, v. 45,

n. 1, p. 103-110, 2008.

SASS, M.; KISS, A.; LOCKE, M. Integument and hemocyte peptides. Journal of Insect
Physiology, London, v. 40, n. 5, p. 407—421, 1994.



69

SCHAFELLNER, C.; MARKTL, R.C.; NUSSBAUMER, C.; SCHOPF, A. Parasitism-
induced effects of Glyptapanteles liparidis (Hym., Braconidae) on the juvenile hormone
titer of its host, Lymantria dispar, the role of the parasitoid larvae. Journal of Insect
Physiology, London, v. 50, n.12, p. 1181-1189, 2004.

SCHMIDT, O.; THEOPOLD, U.; STRAND, M. Innate immunity and its evasion and
suppression by hymenopteran endoparasitoids. BioEssays, Cambridge, v. 23, n. 4,

p. 344-351, 2001. Disponivel em < http://www.interscience.wiley.com> . Acesso em: 15
jan. 2006.

SCHOPF, A.; REMBOLD, H. Changes in juvenile hormone titer of gypsy moth larvae by
parasitism of Glyptapanteles liparidis. Naturwissenschaften, Berlin, v. 80, n.11, p. 527—
528, 1993.

SHELBY, K.S.; WEBB, B.A. Polydnavirus-mediated suppression of insect immunity.
Journal of Insect Physiology, London, v. 45, n. 5, p. 507-514, 1999.

SHELBY, K.S.; ADEYEYE, O.A.; OKOT-KOTBER, B.M. WEBB, B.A. Parasitism-linked
block of host plasma melanization. Journal of Invertebrate Pathology, San Diego,
v. 75, n. 3, p. 218-225, 2000.

STETTLER, P.; TRENCZEK, T.; WYLER, T.; PFISTER-WILHELM, R.; LANZREIN, B.
Overview of parasitism associated effects on host haemocytes in larval parasitoids and
comparison with effects of the egg-larval parasitoid Chelonus inanitus on its host
Spodoptera littoralis. Journal of Insect Physiology, London, v. 44, n. 9, p.817-831,
1998.

STOLTZ, D.B. Interactions between parasitoid-derived products and host insects: An
overview. Journal of Insect Physiology, London, v. 32, n. 4, p. 347-350, 1986.

STRAND, M.R.; PECH, L.L. Immunological basis for compatibility in parasitoid-host
relationships. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 40, p. 31-56, 1995.

STRAND, M.R.; WONG, E.A. The growth and role of Microplitis demolitor teratocytes in
parasitism of Pseudoplusia includens. Journal of Insect Physiology, London, v. 37,
n. 7, p. 503-515, 1991.

SODERHALL, K. The prophenoloxidase activating system and melanization a
recognition mechanism of arthropods: a review. Developmental and Comparative
Immunology, New York, v. 6, n. 4, p. 601-611, 1982.

SUGURAMAN, M.; KANOST, M. R. Regulation of insect hemolymph phenoloxidases. In:
BECKAGE, N.E.; THOMPSON, S.N.; FEDERIC, B.A. (Ed.). Parasites and pathogens
of Insects. New York: Academic Press, 1993. v. 1, chap. 12, p. 317- 342.



70

TANAKA, T. Effect of the venom of the endoparasitoid, Apanreles kariyai Watanabe, on
the cellular defence reaction of the host, Pseudaleria separara Walker. Journal of
Insect Physiology, London, v. 33, n. 6, p. 413-420, 1987.

TANAKA, T.; VINSON, S.B. Depression of prothoracic gland activity of Heliothis
virescens by venom and calyx fluids from the parasitoid, Cardiochiles nigriceps. Journal
of Insect Physiology, London, v. 37, n. 2, p. 139-144, 1991a.

. Interactions of venoms with the calyx fluids of three parasitoids, Cardiochiles
nigriceps, Microplitis croceipes (Hymenoptera: Braconidae) and Campoletis sonorensis
(Hymenoptera: Ichneumonidae) in effecting a delay in the pupation of Heliothis
virescens (Lepidoptera: Noctuidae). Annals of the Entomological Society of América,
College Park, v. 84, p. 87-92, 1991b.

TERAMOTO, T.; TANAKA, T. Mechanism of reduction in the number of the circulating
hemocytes in the Pseudaletia separata host parasitized by Cotesia kariyai. Journal of
Insect Physiology, London, v. 50, n. 12, p. 1103-1111, 2004.

TURNBULL, M.; WEBB, B. Perspectives on polydnavirus origins and evolution.In:
MARAMOROSCHI, K.; MURPHY, F. A.; SHATKIMAJ, A. J. (Ed.). Advances in Virus
Research, San Diego: Academic Press, 2002. v. 58 p. 203-254.

TURNBULL, M.W.; MARTIN, S. N.; WEBB, B.A. Quantitative analysis of hemocyte
morphological abnormalities associated with Campoletis sonorensis parasitization.
Journal of Insect Science, Elmsford, v. 4, n. 11, p. 11-25, 2004.

TZOU, P.; DE GREGORIO, E.; LEMAITRE, B. How Drosophila combats microbial
infection: a model to study innate immunity and host-pathogen interactions. Current
Opinion in Microbiology, Oxford, v. 5, n. 1, p.102-110, 2002.

VINSON, S.B. Defence reaction and hemocytic changes in Heliothis virescens in
response to its habitual parasitoid Cardiochiles nigriceps. Journal of Invertebrate
Pathology, San Diego, v. 18, n. 1, p. 94-100, 1971.

. Host selection by insect parasitoids. Annual Review of Entomology, Stanford,
v. 21, p.109-113, 1976.

VINSON, S.B.; IWANTSCH, G.F. Host regulation by insect parasitoids. The Quarterly
Review of Biology, New York, v. 55, n. 2, p.143-165, 1980.

VINSON, S.B.; PENNACCHIO, F.; CONSOLI, F.L. The parasitoid-host endocrine
interaction from a nutritional perspective. In. EDWARDS, J.P.; WEAVER, R.J. (Ed.).
Endocrine interactions of insect parasites and pathogens. Oxford: BIOS Scientific
Publishers, 2001. chap. 11 p. 187-206.



71

WANI, M.; IWABUCHI, K.; AGUI, N.; MITSUHASHI, J. Endocrine alteration and
precocious premetamorphic behaviors in the greater wax moth larvae, Galleria
mellonella, parasitized by an endoparasitoid, Apanteles galleriae. Archives of Insect
Biochemistry and Physiology, New York, v. 34, n. 3, p. 257-273, 1997. Disponivel
em: < http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 25 jan. 2008.

WEAVER, R.J.; MARRIS, G.C.; BELL, H.A.; EDWARDS, J.P. Identity and mode of
action of the host endocrine disrupters from the venom of parasitoid wasps. In:
EDWARDS, J.P., WEAVER, R.J. (Ed.). Endocrine interactions of insect parasites
and pathogens. Oxford: BIOS Scientific Publ., 2001. chap. 2, p. 33-58.

WEBB, B.A. Polydnavirus biology genome structure and evolution. In: MILLER, L.K;
BALL, A. (Ed.). The insect viruses. New York: Plenum Publishing , 1998. chap. 5
p. 105-139.

WEBB, B.A.; LUCKHART, S. Evidence for an early immunosuppressive role for related
Campoletis sonorensis venom and ovarian proteins in Heliothis virescens. Archives of
insect biochemistry and physiology, New York, v. 26, n.2/ 3, p. 147-163, 1994.
Disponivel em: < http://www.interscience.wiley.com>. Acesso em: 02 fev. 2006

WEBB, B.A.; RANA, R.L.; DAHLMAN, D.L. Endoparasitoid mediated disruption of host
endocrine systems: common themes through uncommon means. In: EDWARDS, J.P.,
WEAVER, R.J. (Ed.). Endocrine interactions of insect parasites and pathogens.
Oxford: BIOS Scientific Publ., 2001. chap. 4, p. 83-93.

WEISKE, J.; WIESNER, A. Stimulation of NO synthase activity in the Immune-
competent lepidopteran Estigmene acraea hemocyte line. Nitric oxide, Orlando
v.3,n. 2, p. 123-131, 1999.

WHITFIELD, J.B. Phylogenetic insights into the evolution of parasitism in Hymenoptera.
Advances in Parasitology, London, v. 54, p. 69— 100, 2003.

WHITTEN, M.M.A_; MELLO, C.B.; GOMES, S.A.O.; NIGAM, Y.; AZAMBUJA, P.;
GARCIA, E.S.; RATCLIFFE, N.A. Role of superoxide and reactive nitrogen
intermediates in Rhodnius prolixus (Reduviidae)/ Trypanosoma rangeli interactions.
Experimental Parasitology, San Diego, v. 98, n. 1, p. 44-57, 2001.

WHITTEN, M.M.A_; SUN, F.; TEWA, |.; SCHAUBD, G.; SOUKOUD, C.; NAPPIE, A;
RATCLIFFE, N. Differential modulation of Rhodnius prolixus nitric oxide activities
following challenge with Trypanosoma rangeli, T. cruzi and bacterial cell wall
components. Insect Biochemistry and Molecular Biology, Oxford, v. 37, n. 5, p.440—
452, 2007.

YOKOQO, S.; GOETZ, P.; TOJO, S. Phagocytic activities of hemocytes separated by two
simple methods from larvae of two lepidopteran species, Agrotis segetum and Galleria
mellonella. Applied Entomology and Zoology, Tokyo, v. 30, p. 343-350, 1995.



72

YOSHIGA, T.; TOJO, S. Effects of a juvenile hormone analog, methoprene, on the
hemolymph titers of biliverdin-binding proteins in the commom cutworm, Spodoptera

litura (Lepidoptera: Noctuidae). Applied Entomology and Zoology, Tokyo, v. 36, n. 3,
p. 337-343, 2001.

ZHANG, G.; LU, Z.; JIANG, H.; ASGARI, S. Negative regulation of prophenoloxidase
(proPO) activation by a clip-domain serine proteinase homolog (SPH) from
endoparasitoid venom. Insect Biochemistry and Molecular Biology, Oxford,
v.34,n.5, p. 477483, 2004.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

