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RESUMO

GOLO, Patricia Silva. Avaliacédo do perfil protéico da postura de fémeas de Rhipicephalus
microplus infectadas por Metarhizium anisopliae. 2011. 54p Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias, Area de Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011.

Os danos econdmicos causados pelo carrapato Rhipicephalus microplus faz desse parasito um
importante alvo de pesquisas. O seu controle é realizado, principalmente, com acaricidas
quimicos. A utilizacdo de fungos para controlar carrapatos € uma escolha interessante uma
vez que os fungos apresentam boa capacidade de dispersdo, capacidade de penetrar via
cuticula dos carrapatos e algumas cepas especificas para artropodes, contribuindo para a
preservacdo de organismos ndo-alvo. Estudos relacionados ao processo de infec¢do fungica,
sua repercussao na maturacdo dos odcitos e disponibilizacdo de nutrientes para 0 embrido sdo
aspectos importantes para se compreender melhor os efeitos desta infeccdo em carrapatos,
contribuindo para avango no controle deste ectoparasito. Dentro deste contexto, o presente
trabalho avaliou as possiveis alteracbes no perfil proteico da postura de fémeas de R.
microplus infectadas com o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae s.I. Cinco
grupos (quatro tratados com M. anisopliae s.I. e um grupo controle), contendo 50 fémeas
cada, foram utilizados no bioensaio que consistiu na imersdo das fémeas nas concentragoes
conidiais (1 x 10% 1 x 107, 1 x 10° ou 1 x 10° conidios/mL) ou em &gua destilada estéril
acrescida de Tween 80 0,1% (grupo controle) por trés minutos. A postura diéria de cada grupo
foi separada e armazenada individualmente, durante 10 dias. Essas massas de ovos foram
homogeneizadas separadamente, maceradas em tamp&o de lise celular e centrifugadas. O
contetdo protéico do sobrenadante foi determinado pelo método de Lowry modificado. O
perfil proteico da postura diéria foi analisado por SDS-PAGE 12. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) quando o conteudo proteico do grupo controle foi
comparado com o dos grupos tratados. Na analise dos géis foram evidenciadas 19 bandas
protéicas. Nao foi observada diferenca no perfil de bandas entre o grupo controle e 0s grupos
tratados, bem como na comparacdo entre os perfis dos grupos tratados. Uma analise
cromatografica foi realizada para avaliacdo das possiveis diferencas entre os peptideos
presentes na postura de fémeas do grupo tratado com 1 x 10® conidios/mL e o grupo controle.
Cada amostra foi pré-purificada em trés concentracGes de acetonitrila (ACN) (5, 40 e 80%).
Apbs concentradas, foram submetidas a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando uma coluna analitica de fase reversa tipo C18. A atividade antimicrobiana das
fracdes coletadas foi testada contra Candida albicans e M. anisopliae s.I. Nove amostras
reduziram o crescimento de C. albicans em mais de 35%. O pico que apresentou maior
atividade antimicrobiana contra a levedura pertenceu ao oitavo dia de postura do grupo
infectado. Este pico resultou da pré-purificacdo em 5% de ACN e ndo foi observado em
nenhum outro cromatograma. Este pico foi responsavel por, em média, 80,94% de reducdo no
crescimento da levedura. Ndo houve atividade microbiana destas amostras contra M.
anisopliae s.l. O presente trabalho reporta, pela primeira vez, resposta induzida na postura de
fémeas de R. microplus infectadas com o fungo entomopatogénico M. anisopliae s.I.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, carrapatos, atividade antimicrobiana, ovos.



ABSTRACT

GOLO, Patricia Silva. Protein profile of eggs from Rhipicephalus microplus ticks infected
by Metarhizium anisopliae. 2011. 54p Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Area
de Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Rhipicephalus microplus ticks are an important research target because it causes severe
economic losses. Parasite control, in general, is based on the use of chemical acaricides.
Entomopathogenic fungi are potential candidates as biocontrol agents due to its dispersibility,
its ability to penetrate through the arthropods’s cuticle and the relatively specificity to
arthropods, contributing to the preservation of non-target organisms. Therefore, studies of
fungal infection mechanism and of the effects of the infection on oocytes maturation and on
nutrients availability to the embryo are aspects demanded to be explored for further
comprehension of the fungi infection, as well as, the ticks’ defense mechanisms. These
investigations would significantly contribute to advances in tick control. The present study
evaluates possible changes in the protein profile of eggs layed by R. microplus females
infected with the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae s.I. Ma 959 isolate.
Bioassay was composed by five groups: four groups treated with M. anisopliae s.l. and one
control group. Each group lead 50 females. Ticks were immersed in 1 ml of 0.1% Tween 80
aqueous conidial suspension at 1x10% 1 x 10’, 1 x 10° or 1 x 10° conidia mI™* for three
minutes. The control group was immersed in 1 ml of 0.1% Tween 80 aqueous solution with
no conidia. Eggs were separated daily, for the first ten days of oviposition and stored at —
20°C. Egg masses were separately homogenized, ground with lyses buffer and centrifuged.
The protein content of supernatant was determined by the method of Lowry with
modifications. Samples were analyzed through a 12%-polyacrylamide electrophoresis gel
under denaturing conditions (SDS-PAGE). There was no significant (p < 0.05) difference in
the total protein content between the eggs from infected and non-infected groups. Nineteen
protein bands were observed on the SDS-PAGE. No difference was observed in the bands
profile between the control and the infected groups. In adition, no differences was observed in
the profiles of groups treated with different concentrations of conidia. Eggs from females
infected with the highest fungal concentration or from non-infected females were used for
HPLC analysis. Samples were pre-purified by solid phase extraction. Elution steps were
performed with 5, 40, and 80% acetonitrile (ACN). Samples were then submitted to a HPLC
using an analytic C18 reverse-phase column. The antimicrobial activity of samples collected
by HPLC was tested against Candida albicans and M. anisopliae s.l. Nine samples reduced C.
albicans growth over than 35%. The fraction with the highest antimicrobial activity to C.
albicans was collected from eggs from day 8 of oviposition of infected engorged females.
This fraction was pre-purified in 5% of ACN, caused 80.94% reduction of growth of C.
albicans and was not observed in any other chromatogram. There was no antimicrobial
activity against M. anisopliae s.I. The present study reportes, for the first time, induced
response in eggs from R. microplus females infected by the entomopathogenic fungus M.
anisopliae s.l.

Key words: entomopathogenic fungi, ticks, antimicrobial activity, eggs.
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus. Fixacdo da larva no
hospedeiro seguida de alimentacdo sanguinea (1); muda para ninfa, nova alimentacdo
sanguinea (2) e muda para adulto (3); a fémea adulta totalmente ingurgitada cai ao solo e
realiza a postura (4); ovos desenvolvendo-se no ambiente e eclosdo das larvas, que procuram
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Figura 2. Conteudo protéico total, expresso em pg de proteina/mg de ovos de fémeas de
Rhipicephalus microplus infectadas por diferentes concentragdes de Metarhizium anisopliae s.I. ou
tratadas com &gua destilada estéril acrescida de Tween 80 (controle). O conteludo protéico do
homogenato de ovos foi determinado pelo método de Lowry. As barras indicam o desvio
padrdo para cada amostra. Durante o periodo de postura, as fémeas foram mantidas sob
condicbes controladas de laboratério (27 * 1°C, UR > 80%, escotofase).
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Figura 3. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo dos quatro primeiros dias de postura sob condigdes
controladas (27+£1°C, UR>80%, escotofase). P- Padrdes de peso molecular: 198 kDa, 115
kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°, 10°, 107,
10® - postura de fémeas tratadas com suspenséo de M. anisopliae s.I. nas concentracdes de 10°
10°, 10, 10° conidios/mL, respectivamente.

Figura 4. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo do quinto, sexto, sétimo e oitavo dias de postura sob
condigBes controladas (27+1°C, UR>80%, escotofase). P- Padrdes de peso molecular: 198
kDa, 115 kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°,
10°, 107, 10°® - postura de fémeas tratadas com suspensdo de M. anisopliae s.l. nas
concentracfes de 10° 10°, 107, 10® conidios/mL, respectivamente.
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Figura 5. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo do nono e décimo dias de postura sob condigdes
controladas (27+1°C, UR>80%, escotofase). P- Padrdes de peso molecular: 198 kDa, 115
kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°, 10° 107,
10° - postura de fémeas tratadas com suspenséo de M. anisopliae s.I. nas concentracdes de 10°
10°, 10, 10° conidios/mL, respectivamente.
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Figura 6. Exemplos de cromatogramas obtidos. A figura mostra cromatogramas do
homogenato de ovos de Rhipicephalus microplus do grupo controle e do terceiro dia de
postura de fémeas tratadas com Metarhizium anisopliae s.I. Cada homogenato foi eluido em
5, 40 ou 80% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de extragdo em fase sélida, submetidos a
CLAE em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN durante 20
minutos e fluxo de 1mL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 220 nm.



Figura 7. Cromatogramas do homogenato de ovos de Rhipicephalus microplus do grupo
controle e dos quinto, oitavo e nono dias de postura de fémeas tratadas com Metarhizium
anisopliae s.l. Cada homogenato foi eluido em 5% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de
extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de
65% a 100 % de ACN durante 20 minutos e fluxo de 1mL/minuto. A absorbancia foi
monitorada a 220 nm. Em sombreado as fragcbes que apresentaram atividade antimicrobiana
contra Candida alDICANS. ........coeiiiiiii i 23

Figura 8. Cromatogramas do homogenato de ovos do quinto e sexto dias de postura de
fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por Metarhizium anisopliae s.. Cada
homogenato foi eluido em 40% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de extracdo em fase
solida, submetidos & CLAE em coluna C18 fase reversa a um gradiente de 65% a 100 % de
ACN durante 20 minutos e um fluxo de ImL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 220 nm.
Em sombreado as fragdes que apresentaram atividade antimicrobiana contra Candida
oL o] o 1 USROS 24

Figura 9. Cromatograma do homogenato de ovos do quinto dia de postura de fémeas de
Rhipicephalus microplus infectadas por Metarhizium anisopliae s.I. O homogenato foi eluido
em 80% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de extragdo em fase sélida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa a um gradiente de 65% a 100 % de ACN durante 20 minutos e um
fluxo de ImL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 220 nm. Em sombreado as fragdes que
apresentaram atividade antimicrobiana contra Candida albicans.

Figura 10. Avaliacdo do crescimento de Candida albicans atraves de espectrofotometria. A
postura do grupo controle e do quinto dia de postura de Rhipicephalus microplus infectadas
por Metarhizium anisopliae s.l., foi pré purificada com 5, 40 ou 80% de acetonitrila (ACN).
Essas fracGes foram submetidas a CLAE em coluna C18 fase reversa (gradiente de 65 a 100%
de ACN). Vinte uL de cada pico recolhido durante a cromatografia foi acrescido de 80 pL da
cultura de C. albicans (4 x 10° células/mL) e incubados a 30°C por 18 horas. Letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significativa (p > 0.05) entre a absorbancia do branco e
dos picos. As setas indicam os picos que foram utilizados no bioensaio com M. anisopliae s.l.
(FIQUIA L1). et bbbt bbbkt b e ettt b e bt 25

Figura 11. Avaliacdo do crescimento de Candida albicans atraves de espectrofotometria. A
postura do sexto, sétimo, oitavo e nono dias de Rhipicephalus microplus, infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., foi pré-purificada com 5, 40 ou 80% de acetonitrila (ACN). Essas
fragdes foram submetidas a CLAE em C18 fase reversa (gradiente de 65 a 100% de ACN).
Vinte pL de cada pico recolhido durante a cromatografia foi acrescido de 80 pL da cultura de
C. albicans (4 x 10° células/mL) e incubados a 30°C por 18 horas. Letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05) entre a absorbancia do branco e
dos picos. As setas indicam os picos que foram utilizados no bioensaio com M. anisopliae s.1.
(FIQUIA 12). ittt bbb bbbt bt b e b e s et et b e be bt 26

Figura 12. Teste de difusdo em meio sélido com Metarhizium anisopliae s.l. usando os picos que
apresentaram interferéncia no crescimento de Candida albicans. Nenhuma das fracBes apresentou
atividade antimicrobiana contra M. anisopliae s.I. A: discos imersos em agua destilada estéril (controle
do teste de difusdo em meio sélido); B: fracdo da postura do grupo controle eluida em 5% acetonitrila



(ACN), tempo de retengdo (TR) de 11.764’ na CLAE em C18 fase reversa (FR); C: fragdo do quinto
dia de postura eluida em 5% ACN, TR de 11.053’ na CLAE CI18 FR; D: fragdo do quinto dia de
postura eluida em 40% de ACN, TR de 5.029’ na CLAE C18 FR; E: fracdo do quinto dia de postura
eluida em 80% de ACN, TR de 2.642’na CLAE C18 FR; F: fracdo quinto dia de postura eluida em
80% de ACN, TR de 4.266’ na CLAE C18 FR; G: fracdo do quinto dia de postura eluida em 80% de
ACN, TR de 4.833” na CLAE C18 FR; H: fracdo do sexto dia de postura eluida em 40% de ACN, TR
de 5.046” na CLAE C18 FR; I: fragdo do sétimo dia de postura eluida em 5% de ACN, TR de 2.762 na
CLAE C18 FR; J: fragdo do oitavo dia de postura eluida em 5% de ACN, TR de 1.074 na CLAE C18
FR; K: fragdo do nono dia de postura eluida em 5% ACN, TR de 2.017" na CLAE C18 FR. As setas
[T Te T Ty g I S0 L TTol oL TP P PR 28
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x g — forca da gravidade
°C: graus Celcius
Abs: absorbancia
ACN: acetonitrila
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UR: umidade relativa
V: volts
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus, conhecido como carrapato dos bovinos, € um ectoparasito
hematofago que ocorre em quase todas as regides brasileiras, acarretando enormes danos
econdmicos. Esses prejuizos sdo evidenciados principalmente pela ingestdo de sangue, danos
ao couro causados por reagdes inflamatdrias a picada do carrapato, diminui¢cdo na producao
de carne e leite, gastos com o controle e aumento a propensdo de miiases. Este carrapato
também esta envolvido com a transmissdo de patdgenos como protozoarios do género
Babesia e é provavelmente o vetor de rickettsias do género Anaplasma. Os maiores problemas
referentes as doencas transmitidas por carrapatos estdo relacionadas as racas altamente
produtivas introduzidas em areas propicias a infestacdo por carrapatos uma vez que estas
racas nao estdo bem adaptadas ao parasitismo e as doencas transmitidas por este artropode.

O combate a este ectoparasita é feito mais comumente com o uso de acaricidas
quimicos aplicados sobre os animais. Além dos custos relacionados a esse tipo de controle,
seu uso inadequado (freqliéncia de uso maior que a necessaria e sub-diluicdo dos produtos)
culmina em casos de populagdes de carrapatos resistentes, contaminacdo do meio ambiente e
residuos na carne e leite.

O controle de carrapatos utilizando fungos entomopatogénicos € uma alternativa a
utilizacdo de acaricidas quimicos. Esse tipo de controle vem sendo considerado uma
abordagem interessante, haja vista a crescente preocupacdo com aspectos relacionados a
seguranca do meio ambiente, a salde humana e ao aumento dos custos relacionados ao uso de
produtos quimicos. Os fungos apresentam boa capacidade de dispersdo, penetracdo via
cuticula dos carrapatos e algumas cepas sdo especificas para artropodes contribuindo para a
preservacdo de organismos ndo-alvo. Testes in vitro demonstraram que diversos isolados do
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae s.l. possuem alta patogenicidade contra
carrapatos, incluindo R. microplus.

Tratando-se de carrapatos, muitos aspectos relacionados a infeccdo flngica nao estdo
bem esclarecidos. Portanto, informacGes relacionadas ao processo de infeccdo fungica, sua
repercussdo na maturacdo dos odcitos e disponibilizacdo de nutrientes para 0 embrido sdo
aspectos que precisam ser explorados para que se possa compreender melhor os efeitos
causados por fungos entomopatogénicos e a capacidade do hospedeiro em responder a essa
infeccdo, contribuindo para avanco do controle de carrapatos.

A resposta imune dos artrépodes, frente a infeccdes, pode ser dividida em celular e
humoral. A resposta celular estd relacionada aos processos de fagocitose, formacgdo de
nodulos e encapsulamento. A resposta humoral, em carrapatos, esta relacionada ao
encapsulamento humoral, hemaglutinacdo, fatores de coagulacdo, espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, producdo de enzimas, peptideos antimicrobianos, entre outros. Ao
destacar as substancias antimicrobianas, observa-se que estas sdo capazes de afetar um grande
namero de micro-organismos, dentre eles virus, bactérias, nematoides e fungos.

Sabe-se ainda que fatores antimicrobianos podem ser naturalmente expressos (resposta
constitutiva) ou transcritos devido ao estimulo provocado por infecgdo (resposta induzida) e,
além disso, sdo traduzidos e/ou estdo presentes em diversos 0rgaos de carrapatos, incluindo os
ovarios.

N&o existem, entretanto, estudos relacionados as alteragcbes no perfil protéico da
postura de fémeas tratadas com agentes antimicrobianos. Sabe-se, contudo, que a
eclodibilidade das larvas de R. microplus ndo é prejudicada apés a infeccdo de fémeas com
determinados isolados de M. anisopliae s.l., sugerindo que este artropode dispbe de



mecanismos gue possibilitam a manutencdo de seus descendentes apds a infeccdo com este
entomopatdgeno.

O presente estudo integra a linha de pesquisa “Controle Microbiano de Artrépodes de
Importancia Médica e Veterinaria” desenvolvida na Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Este estudo avaliou as possiveis alteracdes no perfil protéico da postura de fémeas de
R. microplus infectadas pelo fungo entomopatogénico M. anisopliae s.l. O objetivo especifico
foi avaliar o perfil protéico e cromatografico da postura das fémeas infectadas por M.
anisopliae s.l. através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso, avaliou-se a atividade antimicrobiana da
postura de fémeas infectadas por M. anisopliae s.I.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O Carrapato Rhipicephalus microplus.

Rhipicephalus microplus Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae) (MURREL; BARKER,
2003), conhecido como carrapato dos bovinos, é um ectoparasito hematéfago originario da
Asia (WHARTON, 1967). Este carrapato € homoxeno e monoxeno, ou seja, utiliza um unico
hospedeiro durante seu ciclo de vida e possui alta especificidade por bovinos. Entretanto,
ovelha, cavalo, veado, cdo, cabra, homem (GONZALES, 1974), bafalos, gatos, coelhos,
cangurus, porcos e ongas também podem ser hospedeiros em épocas de grande infestacdo nas
pastagens (PEREIRA, 1980).

O ciclo de vida de R. microplus (Figura 1) compreende duas fases, uma parasitaria e
outra ndo parasitaria. A fase parasitaria realiza-se sobre 0 hospedeiro e envolve os estagios de
larva, ninfa e adulto. A fase ndo parasitaria realiza-se no solo e inicia-se quando a fémea,
totalmente ingurgitada, desprende-se do hospedeiro para realizacdo da oviposicdo. Séo
necessarios de trés a seis semanas para a postura, cerca de 22 dias para a eclosdo das larvas e
de dois a trés dias para o fortalecimento de suas cuticulas, para que entdo, as larvas estejam
aptas a infestacdo iniciando-se assim a fase parasitaria (FURLONG, 1993).

Figura 1. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus
microplus. Fixagdo da larva no hospedeiro seguida
de alimentacdo sanguinea (1); muda para ninfa,
nova alimentagdo sanguinea (2) e muda para adulto
(3); a fémea adulta totalmente ingurgitada cai ao
solo e realiza a postura (4); ovos desenvolvendo-se
no ambiente e ecloséo das larvas, que procuram por
hospedeiro (5).



O carrapato dos bovinos esta amplamente distribuido em areas tropicais e subtropicais
do mundo (LEAL, et al. 2003) e acarreta, no Brasil, danos econdmicos anuais estimados em
dois bilhdes de ddlares (GRISI et al. 2002). Esses prejuizos sdo evidenciados principalmente
pela ingestdo de sangue, que pode chegar a 2 mL de sangue por fémea (CARVALHO;
BORELLLI, 2008), danos ao couro, causados por reacdes inflamatorias a picada do carrapato,
propensdo a miiases e diminuicdo na producdo de carne e leite (SUTHERST et al., 1983;
GRISI et al., 2002).

Além das perdas relacionadas ao parasitismo propriamente dito, este carrapato atua
como vetor de patdgenos causadores de doencas, dentre eles, protozoarios do género Babesia.
(HORN; ARTECHE, 1985). Este artrépode também esta provavelmente envolvido na
transmisséo de rickettsias do género Anaplasma, representando assim um importante agente
transmissor de doencas. Os maiores problemas referentes as doencas transmitidas por
carrapatos relacionam-se com a introducédo de racas altamente produtivas em areas propicias a
infestacdo por carrapato, pois apesar da alta produtividade, estes animais tendem a ficar muito
debilitados quando em contato primario com o patdégeno (GEORGE et al., 2004).

Atualmente as infestacGes sdo controladas, principalmente, através da utilizacdo de
acaricidas quimicos. Os maiores problemas relacionados a utilizacdo de produtos quimicos
para o controle deste ectoparasito estdo relacionados aos casos de resisténcia (GEORGE et al.,
2004), ao elevado custo do controle, aos residuos na carne e no leite e a contaminacéao
ambiental devido ao uso inadequado desses acaricidas (FERNANDES; BITTENCOURT,
2008).

2.2  Controle Bioldgico Utilizando Fungos Entomopatogénicos.

O uso de micro-organismos para o controle de pragas e insetos vetores foi proposto
primeiramente em meados do século X1X (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Segundo Alves
(1998), os fungos foram os primeiros patégenos de insetos a serem utilizados no controle
microbiano, isso porque aproximadamente 80% das doencas em insetos tém como agentes
patogénicos estes micro-organismos, pertencentes a mais de 700 espécies agrupadas em cerca
de 90 géneros.

Dentre os diversos métodos utilizados no controle biol6gico de carrapatos, a utilizacéo
de fungos entomopatogénicos é uma das opcdes mais promissoras devido a capacidade de
dispersdo, espectro de hospedeiros e capacidade de penetrar via cuticula dos carrapatos
(SAMISH; REHACEK, 1999). As crescentes preocupacdes sobre a seguranca do meio
ambiente, a sallde humana, o aumento dos custos relacionados a produtos quimicos, morte de
organismos ndo-alvo e 0 aumento da resisténcia de carrapatos aos acaricidas quimicos sdo
fatores que tornam o uso do controle bioldgico uma boa alternativa (ALONSO-DIAZ et al.,
2007; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

Os fungos que apresentam patogenicidade para acaros e carrapatos formam,
provavelmente, um subgrupo dentro do grupo de fungos patogénicos para insetos,
organizando-se filogeneticamente da mesma forma, porém com uma variedade menor de
hospedeiros. Os carrapatos sdo hospedeiros em potencial para organismos como os fungos,
pois, geralmente, habitam ambientes umidos e ao abrigo do sol favorecendo a infecgdo e a
transmissdo desses patdgenos (CHANDLER et al., 2000).

Os ascomicetos Beauveria bassiana s.l. e Metarhizium anisopliae s.l. s&o os fungos
entomopatogénicos mais bem caracterizados e amplamente utilizados em programas de
controle biologico de pragas (ALVES, 1998, ZIMMERMANN, 2007a, 2007b;
FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Além destas
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espeécies, outras como B. brongniartii s.I., Lecanicillium lecanii (=Verticillium lecanii), Isaria
farinosa (= Paecilomyces farinosus) e |. fumosorosea (= P. fumosoroseus) também
apresentam potencial patogénico contra carrapatos e acaros, além de insetos (ALVES, 1998;
CHANDLER et al., 2000; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; ANGELO et al., 2010a).

Beauveria bassianai s.I. € a mais largamente distribuida espécie do género e é
geralmente encontrada em insetos infectados tanto em regides de clima temperado como em
regides de clima tropical (ZIMMERMANN, 2007a). Varios trabalhos reportam o potencial
patogénico desse fungo contra o carrapato R. microplus e seus respectivos estagios de vida
(BITTENCOURT et al., 1996; CASTRO et al., 1997; PAIAO et al., 2001a; FERNANDES et
al., 2003; POSADAS; LECUONA, 2009). Atualmente B. bassiana s.l. é considerado um
agregado de 5 espécies: B. bassiana, B. pseudobassiana, B. varroae, B. kipukae e B. australis
(RELINER et al., 2011).

Metarhizium pode ser encontrado facilmente nos solos, nas rizosferas de plantas ou
em cadaveres de artropodes e possui uma distribuicdo mundial que vai dos trépicos ao artico
(ZIMMERMANN, 2007b; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). No solo é capaz de sobreviver
por longos periodos e acredita-se que ocorra naturalmente em mais de 300 espécies de insetos,
incluindo importantes pragas (ALVES, 1998).

Estudos vém demonstrando que isolados de M. anisopliae s.I. apresentam
variabilidade genética, sugerindo entdo que M. anisopliae seria, ndo uma espécie, mas sim,
um agregado de espécies (BIDOCHKA et al., 2005; FERNANDES et al., 2010). Bischoff et
al. (2009) propuseram uma reorganizagdo para as espécies do género Metarhizium,
classificando M. anisopliae como um complexo constituido por sete espécies: M.
pingshaense, M. anisopliae, M. robertsii, M. brunneum, M. majus, M. guizhounse e M.
lepidiotae. Sendo assim, as espécies de M. anisopliae que ainda ndo foram identificadas de
acordo com Bischoff et al. (2009) devem ser consideradas pertencentes ao complexo M.
anisopliae e referenciadas como M. anisopliae sensu latu (s.1.).

No Brasil o primeiro relato de ocorréncia natural de M. anisopliae s.l. infectando
fémeas de R. microplus foi realizado por Costa et al. (2002). Testes in vitro e de estabulo
demonstraram que diversos isolados de M. anisopliae s.I. possuem alta viruléncia contra
carrapatos, incluindo R. microplus (BITTENCOURT et al., 1994; REIS et al.,, 2001;
BAHIENSE et al., 2007; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

Atualmente surgem cada vez mais produtos formulados a base de fungos para
controlar pragas. Segundo Faria e Wraight (2007), dentre 171 pesticidas destinados ao
controle de é&caros e insetos, 33,9% sdo a base de M. anisopliae s.I. O uso deste
entomopatogeno € considerado seguro, apresentando riscos minimos para vertebrados,
humanos e ao meio ambiente (ZIMMERMANN, 2007b).

A literatura também aponta trabalhos que mostram o sinergismo entre fungos e bases
quimicas (MOINO; ALVES, 1998; PAIAO et al., 2001b, 2001c). Um estudo realizado por
Bahiense et al. (2006) reportou a compatibilidade de deltametrina (uma base quimica usada
para controle de carrapatos) e M. anisopliae s.I. Nesse estudo foi verificado que havia
compatibilidade entre o fungo e a deltametrina, e foi demonstrado que a associagdo pode
assegurar a reducdo da concentracdo da base quimica, reducdo dos custos relacionados,
otimizacdo dos beneficios além do aumento da seguranca e eficicia do produto.

2.3 Dinamica da Infecgdo Fungica por Metarhizium anisopliae s.1.

Segundo Bittencourt et al. (1999), M. anisopliae s.l. penetra em R. microplus pelo
tegumento e a infec¢do se inicia com a deposicdo dos conidios na cuticula do carrapato.
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Estudos mostram que M. anisopliae s.l. secreta enzimas com acdo lipolitica que podem
otimizar a adesdo conidial (BEYS da SILVA et al., 2009; 2010). Além disso, em insetos, a
estrutura e a composicdo quimica da cuticula sdo fatores que também influenciam na fixagéo
dos conidios (PEDRINI et al., 2007).

Uma vez aderidos e em boas condi¢Bes de temperatura e umidade, hd a germinacéo
dos conidios (BITTENCOURT et al., 1999). A germinacdo se inicia com a hipertrofia dos
mesmos, favorecida por alta umidade, e € disparada por mensageiros, geralmente
carboidratos, presentes na cuticula dos artrépodes (DIAZ et al., 2006). Apés a hipertrofia do
conidio, ha a formacéo do tubo germinativo e desenvolvimento do apressério, uma estrutura
especializada formada no tubo germinativo (DIAZ et al., 2006). O apressorio serve para
ancorar o conidio e facilitar a penetracdo do fungo no hospedeiro e, apesar de ndo ser um
estagio obrigatorio do processo de infeccdo (ST LEGER et al., 1991), sua formagdo indica
alta viruléncia fungica (MENT et al.,, 2010). Paralelamente, o fungo libera enzimas
especificas como quitinases, proteases e lipases para degradar os constituintes cuticulares,
rompendo as primeiras barreiras oferecidas pelo hospedeiro (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010).

Dentre o vasto numero de proteases secretadas por fungos, encontram-se aquelas
semelhantes a subtilisina, fundamentais para transpor a cuticula do hospedeiro, colonizar e
digerir tecidos. A presenca dessas enzimas possibilita a estes micro-organismos sobreviver em
diversos nichos no meio ambiente, além de influenciar na viruléncia fangica e especificidade
pelo hospedeiro (SANTI et al., 2010). As lipases secretadas por fungos também sdo apontadas
como fatores de viruléncia (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). A degradagdo da camada
lipidica que cobre a cuticula de insetos foi relacionada com o crescimento pré-penetracdo de
M. anisopliae nestes hospedeiros (JARROLD et al., 2007). E importante ressaltar que a
variacdo na producdo de lipases por micro-organismos depende ndo s6 da fonte de lipidios,
mas também da sua concentracdo (CORZO; REVAH, 1999; MAIA et al., 2001). Um trabalho
realizado por Silva et al. (2005) mostrou que dentre diferentes fontes de lipidios, a que melhor
induziu a producdo de lipase em M. anisopliae s.l. foi o 6leo de arroz. Essa informacdo é
importante para que se possam desenvolver técnicas que aumentem a viruléncia fungica, além
de contribuir para o esclarecimento do processo de infeccdo fungica.

A hemolinfa do carrapato pode apresentar fragmentos de hifas de M. anisopliae s.I. 24
horas ap6s o tratamento fangico (BITTENCOURT et al., 1995). Ap6s a penetracdo no
hospedeiro, as hifas se diferenciam em blastosporos, células leveduriformes, o que facilita a
dispersdo do fungo e a generalizacdo da infeccdo (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).
Bittencourt et al. (1995) observaram a impressdo em laminas, da parte externa dos 6rgaos de
R. microplus tratadas com M. anisopliae s.l., e verificaram a presenca de hifas nesses tecidos
a partir do quarto dia apds o tratamento.

A eficiéncia de M. anisopliae s.l. infectando insetos ndo se deve somente pela acédo
fisica proliferativa do fungo, mas também por acdo quimica. A destruxina é um metabdlito
secundario toxico para insetos e estruturalmente classificada como um hexadepsipeptideo
ciclico, composto geralmente por cinco aminoacidos e um acido a-hidroxi. Essa toxina é
produzida por varios fungos, incluindo M. anisopliae s.l. e possui bioatividade inseticida e
herbicida comprovada (HU et al., 2009). Estudos com insetos apontam uma relacdo direta
entre a viruléncia de M. anisopliae s.l. e a producdo de destruxina (PAL et al., 2007). Até o
momento ja foram reportados 35 analogos dessa substancia (HU et al., 2009), sendo alguns
analogos mais toxicos que outros. Dumas et al. (1996) apontam a destruxina E como a mais
toxica para invertebrados, especialmente insetos, entretanto ndo existem dados na literatura
que apontem os efeitos da destruxina sobre carrapatos.



Em geral, a morte do hospedeiro infectado com fungos entomopatogénicos ocorre em
um periodo de trés a 10 dias (CHANDLER et al., 2000). Sob condi¢des favoraveis, o fungo
esporula sobre o cadaver do hospedeiro favorecendo novas infec¢bes de hospedeiros na
populagéo com o objetivo de manter seu ciclo no ambiente (CHANDLER et al., 2000).

2.4 O Sistema Imune de Carrapatos.

Para atingir um organismo invertebrado, o patdégeno deve transpor uma série de
barreiras fisicas e quimicas. Além disso, alguns aspectos comportamentais dos invertebrados
também dificultam as infec¢Bes. O tegumento e o intestino representam as primeiras barreiras
de uma maneira geral. A medida que micro-organismos conseguem transpor essas barreiras
uma série de reacdes ao nivel celular e humoral ocorrem (TAYLOR, 2006).

Acreditava-se, entretanto, que os invertebrados defendiam-se das infeccdes através de
um sistema imune inato sem conseguir estabelecer memoria imunoldgica (HOFFMANN,
2003), entretanto, respostas de memoria imunologica foram descritas em organismos
invertebrados (MULLER et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010). Rodrigues et al. (2010)
estimularam a nivel sistémico o sistema imune de Anopheles gambie utilizando protozoarios
do género Plasmodium, e ap6s uma re-estimulacdo a resposta ao parasito foi mais efetiva,
uma vez que o mosquito pdde adaptar-se modulando a quantidade e capacidade de resposta
das diferentes populac@es de hemacitos.

Taylor (2006) fez uma ampla revisdo sobre o sistema imune de carrapatos e destacou
as respostas mediadas por células (hemdcitos) e a resposta humoral. Os hemdcitos estdo
relacionados aos processos de fagocitose, formacdo de nddulos e encapsulamento. A
fagocitose e responsavel por remover da hemolinfa invasores circulantes através do
reconhecimento, englobamento e destruicdo intracelular (SILVA et al., 2006; LEMAITRE;
HOFFMANN, 2007). A nodulacdo e o encapsulamento foram verificados no carrapato
Dermacentor variabilis; e sdo mecanismos de suma importancia na resposta imune mediada
por células (EGGENBERGER et al., 1990; CERAUL et al., 2002). O encapsulamento esta
relacionado ao aprisionamento de particulas ou invasores maiores que 0s hemdcitos e utiliza-
se de varias camadas de células afim de isola-los da circulacao ativa (TAYLOR, 2006).

Cinco classes de hemdcitos foram identificadas em carrapatos: pro-hemdcitos, que
possivelmente sdo células precursoras dos outros hemocitos (SONENSHINE, 1991);
plasmatdcitos, responsaveis pelo processo de fagocitose, exibindo respostas ndo especificas a
antigenos corpusculares, particulas inertes e células estranhas (PEREIRA et al., 2001; SILVA
et al., 2006); granulécitos | e I, envolvidos no processo de fagocitose, encapsulamento e
deposicdo de substancias na superficie do invasor que impedem sua unido aos tecidos do
hospedeiro; esferuldcitos e oenocitdides (SOSNENSHINE, 1991).

Trés principais tipos de respostas humorais tém sido caracterizados em artropodes: o
encapsulamento humoral, hemaglutinacdo e producdo de substéncias antimicrobianas
(TAYLOR, 2006). O encapsulamento humoral envolve a formacdo de um agregado frouxo de
material melanético que vai sendo acumulado ao redor da particula ou organismo invasor,
tornando-se cada vez mais denso até envolver totalmente o material estranho (TAYLOR,
2006).

As hemaglutininas (ou lectinas) presentes nos invertebrados estdo envolvidas nos
processos de adesdo celular, opsonizacédo, fagocitose e citolise (VASTA; MARCHALONIS,
1983). As lectinas nos carrapatos atuam, aparentemente, da mesma forma que em outros
invertebrados e vertebrados, ligando-se a invasores, facilitando a fagocitose ou a citolise



(TAYLOR, 2006). Apesar de ainda ndo estar muito bem caracterizado, sugere-se que as
lectinas possam mediar o processo de nodulacdo (MARMARAS; LAMPROPOULQU, 2009).

As substancias antimicrobianas sdo capazes de afetar um grande ndmero de micro-
organismos, dentre eles: virus, bactérias, fungos e nematoides. Apesar do modo de acdo dos
peptideos antimicrobianos ndo estar totalmente esclarecido, aparentemente as interacdes
lipoprotéicas e os processos mediados por reconhecimento de receptores sao as principais
maneiras de acdo dessas substancias. Os peptideos antimicrobianos interagem com
componentes de membranas citoplasmaticas e podem também atuar em alvos intracelulares
sem, necessariamente, romper a membrana celular. (MOOKHERJEE; HANCOCK, 2007).

Compreender melhor a resposta imune de carrapatos a infeccdo por fungos
entomopatogénicos ajuda a esclarecer melhor o processo de infeccdo fldngica e esta
informacdo é atil na escolha de isolados mais apropriados para o controle bioldgico desses
artropodes.

2.5  Proteinas e Peptideos Antimicrobianos.

Peptideos antimicrobianos estdo largamente distribuidos na natureza, presentes em
insetos, carrapatos, plantas e em animais que possuem sistema imune mais complexo
(MOOKHERJEE; HANCOCK, 2007) e representam uma resposta humoral efetiva a
particulas/organismos estranhos atacando diretamente esses micro-organismos invasores.
Esses fatores antimicrobianos podem ser expressos naturalmente (constitutivos) (FOGACA et
al., 2004, ESTEVES et al., 2009) ou transcritos devido ao estimulo provocado por infeccdo
(JOHNS et al., 2001). Além disso, sdo traduzidos e/ou estdo presentes em diversos 6rgaos de
carrapatos, incluindo glandulas salivares (VALENZUELA et al., 2002; LIMA et al., 2006),
intestino (FOGACA et al., 1999; SONENSHINE et al., 2005; ZHOU et al., 2006), corpo
gorduroso (6rgdo biossintético analogo ao figado dos vertebrados) (HYNES et al., 2005;
LIMA et al., 2006), hemdcitos (HYNES et al., 2005; FOGACA et al., 2006; ZHOU et al.,
2006), ovarios (FOGACA et al., 2004; LIMA et al., 2006) e hemolinfa (JOHNS et al., 1998,
2001; FOGACA et al. 2004).

Dentre as principais proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana encontrados
em carrapatos destacam-se as lisozimas, cistatinas, defensinas, fragmentos de hemoglobina e
microplusinas. As lisozimas sdo enzimas que podem ser encontradas em grande parte dos
organismos e sdo responsaveis pela hidrélise de peptideoglicanos presentes na parede celular
de bactérias (WOHLKONIG et al., 2010). As lisozimas foram o primeiro fator antimicrobiano
a ser estudado na hemolinfa de insetos e vem sendo identificada também em carrapatos
(SONENSHINE et al., 2005; TAYLOR, 2006).

As cistatinas sdo inibidores reversiveis de cisteino-proteases amplamente estudadas
em vertebrados devido a sua funcdo de mediar a protedlise nos lisossomos e prevenir danos
causados por cisteino-proteases encontradas fora dessas vesiculas enzimaticas (TAYLOR,
2006). Lima et al. (2006) mostraram que genes de cistatina eram expressos nos ovarios e
corpo gorduroso de fémeas engurgitadas de R. microplus. Segundo esses autores, cistatinas
foram detectadas em géis de poliacrilamida dos ovarios, corpo gorduroso e glandulas
salivares, entretanto ndo foram detectadas em extratos de ovos e larvas.

Dos peptideos antimicrobianos descritos em carrapatos, quatro ja foram caracterizados
em R. microplus: defensina, ixodidina, Hb 33-61 e microplusina (FOGACA et al., 1999;
2004; 2006; ESTEVES et al., 2009). Fogaca et al. (2004) isolaram um peptideo
antimicrobiano com massa molecular de 4285 Da e seis residuos de cisteina da hemolinfa de
R. microplus com similaridade aos membros da familia de defensinas de insetos. A analise de
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sua sequéncia génica demonstrou que esse peptideo antimicrobiano € expresso na forma de
pro-pré-peptideo assim como as defensinas dos insetos. A ixodidina foi isolada de hemacitos
e possui 7103 Da e dez residuos de cisteina (FOGACA et al., 2006). Este peptideo
antimicrobiano foi capaz de inibir o crescimento de Escherichia coli e Micrococcus luteus. A
microplusina foi identificada na hemolinfa de R. microplus e a expressao de seu gene foi
observada em ovarios, corpo gorduroso e hemacitos desse carrapato (FOGACA et al., 2004).
Esteves et al. (2009) reportaram a presenca desse mesmo peptideo antimicrobiano no
macerado e na superficie de ovos de R. microplus. A microplusina tem atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos (ESTEVES et al., 2009) e é expressa
na forma de pré-peptideo com um peptideo sinal composto de 20 aminoacidos (FOGACA et
al., 2004).

O peptideo antimicrobiano Hb 33-61 foi purificado do tubo digestivo de fémeas de R.
microplus ingurgitadas. A sequéncia de aminoacidos que da origem a esse peptideo foi obtida
e observou-se que havia semelhanga com um fragmento da cadeia a da hemoglobina bovina.
O Hb 33-61 possui 3205,7 Da, é obtido através da acdo de enzimas digestivas especificas do
carrapato e apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos
(FOGACA et al., 1999).

A maior parte dos estudos sobre o sistema imunoldgico de carrapatos se concentram,
principalmente, nos estagios de ninfa e adulto (TAYLOR, 2006; SONENSHINE; HYNES,
2008). Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos que identifiquem
componentes da resposta imune nos ovos de carrapatos apés infeccdo flngica das fémeas;
entretanto, o avanco do controle desses ectoparasitos com o uso de fungos entomopatogénicos
requer profundo conhecimento do processo de patogenicidade e suas correspondentes
caracteristicas durante todos os estagios de desenvolvimento.

2.6  Aspectos Gerais da Anatomia e Fisiologia do Sistema Reprodutor
Feminino de Rhipicephalus microplus.

O sistema reprodutor feminino dos carrapatos ixodideos é composto por ovario,
ovidutos, utero, tubos conectores, vagina, glandulas acessérias, receptaculo seminal e a
abertura genital, além de um 6rgdo encontrado somente em carrapatos, o Orgdo de Gené,
localizado na parte anterior do carrapato e imprescindivel para a viabilidade dos ovos
(SONENSHINE, 1991). O ovério de R. microplus consiste num ¢érgdo no formato de
ferradura, tubular, unico, que é composto por um limen delimitado por uma parede de
pequenas células epiteliais no qual os odcitos, de varios tamanhos e estagios de
desenvolvimento, estdo aderidos através de um pedicelo (SAITO et al., 2005). A variacdo na
morfologia dos odcitos relaciona-se com a falta de uniformidade no desenvolvimento destas
estruturas. Uma vez maduros, os odcitos sao liberados para o interior do limem.

O desenvolvimento dos odcitos pode ser classificado em cinco estagios diferentes (I,
I, 1, IV e V) (BALASHOV, 1968). Apds o acasalamento, os odcitos expandem-se
enormemente acumulando vitelina (estagios Il e 1V), um complexo protéico fundamental
para nutricdo e desenvolvimento do embrido (ROSELL-DAVIS; COONS, 1991,
SONENSHINE, 1991; LOGULLO et al., 2002). Para que isso ocorra, 0s 00citos internalizam,
por micropinocitose, um precursor: a vitelogenina, proteina sintetizada principalmente nos
trofocitos do corpo gorduroso e também em células especializadas do epitélio intestinal. A
vitelogenina é uma proteina complexa composta por subunidades glicolipoprotéicas de alto
peso molecular e esta presente na hemolinfa. Esta proteina € internalizada por odcitos de



terceiro estagio e apds ser internalizada é transformada em vitelina (CHINZEI; YANO, 1985;
SONENSHINE, 1991; LOGULLO et al., 2002).

Os odcitos vitelogénicos maduros passam para o lumem ovariano (processo de
ovulacdo) (estadgio V) e uma vez no limem, os espermidforos (espermatozoides maduros)
penetram nos 6vulos; entretanto, a fusdo dos nucleos haploides s ocorre ap0s a oviposicao
(SONENSHINE, 1991). Antes da oviposi¢do, 0s ovos sdo envolvidos por uma substancia
secretada pelo oOrgdo de Gené que esta situado anteriormente no corpo das fémeas
ingurgitadas de ixodideos, ventralmente ao escudo. Este 6rgdo, na subfamilia Ixodinae,
consiste em um amplo pedunculo dividido em quatro partes; cada uma representa uma
glandula ou prega de tecido glandular que se diferencia durante a succdo sanguinea. Muitos
aspectos relacionados a sua funcdo necessitam ser mais bem esclarecidos, entretanto sabe-se
que esse conjunto de glandulas produz uma substancia que é depositada na superficie desses
ovos ao longo do processo de ovogénese e ovoposicao, conferindo maior protecdo aos ovos.
(BALASHOV, 1968).

Os ovos de R. microplus sdo entdo depositados no ambiente onde podem permanecer,
dependendo das condic¢Bes de umidade e temperatura, por um periodo de até trés semanas até
que as larvas eclodirem. Portanto a presenca de fatores protetores na superficie e/ou interior
dos ovos € essencial para prevenir possiveis infecgdes por micro-organismos oriundos do
ambiente em que esses ovos foram postos, e assegurar o completo desenvolvimento
embrionério.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento.

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes
de Importancia Médica Veterindria (LCM), localizado na Estagdo Experimental para
Pesquisas Parasitologicas Wilhemn Otto Neitz (EEPPWON). As analises foram realizadas no
Laboratorio Multiusuario de Biologia Molecular do Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Veterinaria, e no Laboratério de Analises Cromatograficas, Departamento de
Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ).

3.2 Manutencédo da Coldnia de Rhipicephalus microplus.

Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas de bovinos naturalmente
infestados na Estacdo de Bovinocultura de Leite da PESAGRO, no municipio de Seropédica,
RJ. Os animais estavam sem contato prévio com carrapaticidas quimicos por um periodo
minimo de 20 dias Apds a coleta, as fémeas ingurgitadas foram acondicionadas em placas de
Petri e dispostas em cadmaras climatizadas sob temperatura e umidade relativa (UR) ideais (27
+ 1°C ¢ UR > 80%). A coldonia de R. microplus foi mantida na EEPPWON, UFRRJ. Dois
bezerros foram infestados com aproximadamente 6000 larvas provenientes de 0,3 g de ovos
de R. microplus. Vinte e um dias apés a infestacdo, as fémeas totalmente ingurgitadas foram
coletadas no chdo das baias. No LCM, foram lavadas em agua corrente, imersas em solucao
de hipoclorito de sodio a 1%, para assepsia da cuticula, e secas em papel toalha estéril. Parte
das fémeas foi utilizada no bioensaio, enquanto a outra parte foi mantida em camara
climatizada, com as mesmas condi¢Oes de temperatura e umidade descritas acima, para
manutencdo da colbnia.

3.3 Obtencédo e Manutencéo do Isolado Fungico.

O fungo utilizado no experimento, M. anisopliae s.I. (Ma 959), é mantido no
LCM/UFRRJ. Este isolado foi cedido ao LCM pelo Departamento de Entomologia da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP, tendo sido isolado de Deois flavopicta
(Homoptera: Cercopidae) na cidade do Rio de Janeiro, RJ.

3.4 Preparo da Suspensao de Metarhizium anisopliae s.I.

O isolado Ma 959 foi cultivado em meio batata-dextrose-agar (BDA) (HIMEDIA® M
096 Potato Dextrose Agar) e incubado sob temperatura de 25 + 1 °C e UR > 80% durante 15
dias.

Para o preparo das suspensd@es, a superficie da placa de Petri com M. anisopliae s.1. foi
raspada com auxilio de um cabo e lamina de bisturi e os conidios suspensos em 20 mL de
agua destilada estéril e espalhante adesivo Tween 80 0,1% (LUZ et al., 1998). A suspenséo
foi quantificada com auxilio da cAmara de Neubauer sob microscépio dptico, segundo Alves
(1998), e ajustada & concentracdo 1 x 10° conidios/mL.

As concentracdes: 1 x 107, 1 x 10%e 1 x 10° conidios/mL foram preparadas através de
diluicdes seriadas a partir da concentracdo 1 x 10° conidios/mL. Dois mililitros dessa
suspensdo foram acrescidos de 18 ml de agua destilada estéril e Tween 80 0,1%, resultando na
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concentracéo de 1 x 10’ conidios/mL. A mesma metodologia foi utilizada para o preparo das
demais concentragoes.

3.5 Viabilidade dos Conidios.

Uma amostra de 10 pL da concentragdo 1 x 10’ conidios/mL foi colocada numa placa
de Petri contendo meio de cultura BDA para avaliacdo da viabilidade dos conidios de M.
anisopliae s.I. As placas foram incubadas a 25 + 1 °C e UR > 80%. Ap6s 24 horas, foi
efetuada a contagem de conidios germinados, através da visualizacdo direta a0 microscopio.
Duzentos conidios foram contados. Procedeu-se o calculo de germinacdo, obtido através da
divisdo do numero de conidios germinados pelo total de conidios contados, e esse resultado
foi multiplicado por 100 (ALVES, 1998).

3.6 Infeccdo das Fémeas de Rhipicephalus microplus.

Cinco grupos (quatro tratados com M. anisopliae s.l. e um grupo controle), contendo
50 fémeas cada, foram utilizados para o bioensaio. Os grupos eram constituidos por fémeas
com pesos homogéneos. O tratamento consistiu na imersdo das fémeas nas suspensdes
conidiais (1 x 10°%, 1 x 107, 1 x 10° ou 1 x 10° conidios/mL) ou em &gua destilada estéril
acrescida de Tween 80 0,1% (grupo controle) por trés minutos. Apds o tratamento, as fémeas
foram dispostas em placas de Petri e acondicionadas em camaras climatizadas (27 = 1°C e
UR> 80%, escotofase) para realiza¢ao da postura. A postura diéria de cada grupo, durante 10
dias, foi separada e armazenada em tubos de microcentrifugagdo graduados (1,5 mL) e
estocadas a - 20°C.

3.7 Reisolamento Fungico.

Apds o décimo dia de postura, amostras de fémeas tratadas e do grupo controle foram
incubadas em camara Umida e mantidas em temperatura e umidade controladas ja descritas,
para propiciar a exteriorizacdo fungica sobre a cuticula das fémeas. Apds sete dias, as
colbnias fangicas que cresceram sobre a cuticula dos cadaveres foram semeadas em meio de
cultura BDA acrescido de cloranfenicol (0,05%) e incubadas a 25 = 1°C e UR 80% durante
15 dias. Posteriormente, foi realizado o microcultivo entre ldmina e laminula para a
identificacdo das caracteristicas micromorfoldgicas do fungo (RIVALIER; SEYDEL, 1932).
Apo6s 14 dias, foram confeccionadas 1aminas temporéarias coradas em Lactofenol de Amman
com azul de algoddao (HAWKSWORTH, 1977) para identifica¢do dos fungos.

3.8 Dosagem de Proteinas dos Ovos.
3.8.1 Preparo das amostras de ovos.

Para realizacdo das anéalises, os ovos estocados a — 20°C foram descongelados a
temperatura ambiente e macerados. Cem miligramas da postura diaria de cada grupo foi
retirada e macerada, em gral e pistilo estéreis, com 100uL de solucdo de tampdo de lise
celular (Anexo A) (RAIA, 2007). As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g para retirada
do material sedimentado.

3.8.2 Conteudo protéico dos ovos.
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O conteudo protéico do homogeneizado foi determinado pelo método de Lowry
(LOWRY et al., 1971), utilizando albumina sérica bovina como padréo.

Para determinacdo da concentracdo de proteinas, misturou-se 0,01 mL de cada amostra
diluida em 0,2 mL de agua destilada com 1,0 mL de solucéo alcalina (Anexo B) (preparada no
momento do uso). Os tubos foram agitados e permaneceram em repouso por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado a mistura 0,2 mL do reativo de fenol Folin
Ciocalteau (Merck®) diluido na proporcdo de 1,5:0,5 com é&gua destilada (preparado no
momento do uso). Agitou-se cuidadosamente o tubo e deixou-se a mistura em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente. A leitura das absorbancias (ABS) foi realizada em 660 nm.
As concentracdes de proteina total foram determinadas utilizando uma curva padrdo de
albumina obtida nas mesmas condicGes do ensaio.

3.9 Andlise Estatistica das Concentragdes Protéicas.

Para analise dos dados de concentracdo de proteina foi realizada analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacdo entre as
médias, com nivel de significancia 5% (p<0,05) (SAMPAIO, 2002).

3.10 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida — SDS-PAGE.

O perfil protéico da postura diaria foi analisado por eletroforese em SDS-PAGE a
12%. O sistema utilizado para eletroforese foi o sistema vertical de gel descontinuo
(LAEMMLI, 1970). O macerado dos ovos sofreu uma primeira corrida, no gel de
empilhamento a 5% (Anexo C), a corrente constante de 20 volts (V). Quando o padréo de
peso molecular (BIO-RAD® Prestained SDS-PAGE Standards Broad range 161-0318) entrou
no gel de resolucéo a 12% (Anexo D) a corrida foi realizada sob corrente constante de 100 V
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

3.10.1 Preparo das amostras de ovos para o SDS-PAGE.

Cada amostra do macerado dos ovos foi diluida na proporc¢édo de 1:1 (v/v) em tampao
de amostra (Anexo E). Em seguida, as amostras foram submetidas a banho-maria a 90°C por
trés minutos. O tampéo dos eletrodos utilizado foi Tris 0,123 M, glicina 0,96 M e SDS 0,5%,
pH 8.3.

3.10.2 Migracao eletroforética.

Trinta microgramas de cada amostra ou 5pL do padréo de peso molecular (BIO-RAD®
Prestained SDS_PAGE Standards Broad range 161-0318) foram aplicados nos géis. O padréo
de peso molecular continha as seguintes proteinas e peptideos: miosina (198,8 kDa), B-
galactosidase (115,7 kDa), albumina sérica bovina (96,7 kDa), ovalbumina (53,5 kDa),
anidrase carbonica (37,1 kDa), inibidor de tripisina da soja (29,1 kDa), lisozima (19,5 kDa) e
aprotinina (6,9 kDa). Apds o término da corrida, os géis foram lavados em agua destilada e
colocados em cuba contendo fixador (acido tricloroacético 12%) por 2 horas, em temperatura
ambiente.

3.10.3 Coloracao por Comassie.
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Os géis foram corados em Comassie Coloidal (CBB-G250): 0.1% p/v CBB-G250 em
acido fosforico 2%, sulfato de amonia 10% e metanol 20%. Apo6s 24 horas de incubacdo, 0s
géis foram descorados em agua destilada e escaneados para anélise das bandas (Quantity One
Software versdo 4.6.3 BIO-RAD®).

3.11 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia- CLAE.
3.11.1 Preparo das amostras para a CLAE.

Um miligrama de ovos do grupo controle (do quinto dia) e do grupo tratado com
suspensdo de 10° conidios/mL (do primeiro ao décimo dia) foi homogeneizado e macerado,
separadamente, segundo a metodologia de Esteves et al. (2009) com modificacGes. Cada
massa de ovos macerada em 2,5 mL de acido acético 2M com gral e pistilo. As amostras
foram, entdo, submetidas a agitacdo lenta em banho gelado por 30 minutos, centrifugadas a
10.000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi pré-purificado utilizando-se cartuchos
de extracdo em fase sélida (Milli-SPE® C18) previamente equilibrados com 4gua acidificada
(&cido trifluoracético — TFA 0,05%). Para cada amostra foram realizadas trés eluicGes com
5%, 40% e 80% de acetonitrila (ACN) em agua acidificada (TFA 0,05%). As fracdes pré-
purificadas foram concentradas e secas em centrifuga a vacuo e ressuspensas em 200 uL de
agua ultra pura (obtida a partir de um ultrapurificador de &gua PURELAB Option Q). A
descricdo das siglas que representam as elui¢cBes nos cartuchos de extracdo esta listada no
anexo F.

3.11.2 Obtencéao dos perfis cromatograficos.

As amostras obtidas foram submetidas a cromatografia de fase reversa em um
cromatégrafo liquido de alto desempenho (LC-20AT Shimadzu®) utilizando uma coluna
analitica de fase reversa tipo C18 (5 um, 4,6 mm x 250mm, Sunfire®). Para a eluicdo das
amostras foi utilizado um gradiente linear de 65% a 100% de ACN em agua acidificada (TFA
0,05%), durante 20 minutos, sob um fluxo de 1 mL/minuto. A ABS do eluente foi monitorada
a 220 nm.

Todas as fracGes foram coletadas e concentradas em uma centrifuga a vacuo e
ressuspensas em 120 pL de agua ultra pura e estocadas a - 20°C para avaliacdo da atividade
antimicrobiana.

3.12 Ensaios de Atividade Antimicrobiana.
3.12.1 Atividade antimicrobiana contra fungo leveduriforme.

A cepa de C. albicans, cedida pelo Laborat6rio de Micologia da UFRRJ, foi cultivada
em caldo infuso de cérebro e coracdo (BHI) (bioBRAS Diagnésticos®) e a quantificacdo da
suspensdo realizada em cadmara de Neubauer, segundo Alves (1998). Vinte microlitros de
cada uma das fracBes cromatogréficas foram adicionados a 60 uL de suspensdo de 4 x 10°
células/mL de Candida albicans em meio BHI e incubadas em microplacas de 96 pocos.
Como controle, 60 pL da suspensdo contendo as leveduras foram incubados com 20 uL de
agua destilada estéril. Apos 18 horas de incubacdo a 30°C, a densidade dptica a 595 nm foi
determinada em um leitor de microplacas. As absorbancias foram analisadas pelo teste de
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Krukal-Wallis seguido pelo teste de Dunn para comparacdo entre as ordenagdes médias. P-
valores menores que 0.05 foram considerados significativos.

3.12.2 Atividade antimicrobiana contra M. anisopliae s.1.
3.12.2.1 Uso das fracdes recolhidas na CLAE.

As fracBes que apresentaram inibicdo média de 35% ou mais no crescimento de C.
albicans foram testadas contra M. anisopliae s.l. O isolado fangico utilizado foi o mesmo
utilizado no bioensaio com as fémeas ingurgitadas, Ma 959.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado teste de difusdo em meio
s6lido. Cem microlitros da suspensdo de M. anisopliae s.I. (2 x 10" conidios/mL) foram
semeados em meio de cultura batata dextrose agar acrescido de antibidtico (cloranfenicol
0,05%), utilizando-se swabs estéreis.

Foram utilizados discos de papel filtro, de nove mm de diametro, impregnados com
antibiodtico (solucdo aquosa de cloranfenicol a 0,05%), autoclavados (120°C/20 minutos) e
secos em forno Pasteur (100°C/30 minutos). Os discos foram embebidos em 4 pL das fracGes
da CLAE e posteriormente colocados nas placas semeadas com os fungos. Cada placa
continha trés discos e foram utilizadas duas placas por pico. Os discos do grupo controle
foram imersos em agua destilada estéril. As placas foram observadas diariamente quanto a
formacéo do halo de inibicdo até completarem 96 horas.

3.12.2.2 Uso do macerado dos ovos.

Cinquenta miligramas de ovos de cada um dos grupos (ovos do dia 1 a 10 do grupo
tratado com fungo na concentracdo de 10° conidios mL™ e ovos do grupo controle) foram
macerados em 100 pL de tampdo fosfato pH 7.4 e submetidos ao teste de difusdo em meio
solido para avaliacdo da atividade antimicrobiana do macerado contra M. anisopliae s.l.,
isolado Ma 959. A metodologia foi a mesma utilizada no item 3.12.2.1.
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4 RESULTADOS
4.1 Viabilidade da Suspenséo Conidial.

Os conidios do isolado Ma 959 de M. anisopliae s.I. apresentaram 100% de
germinagdo, sob temperatura de 25 + 1°C e UR > 80%, ap6s o periodo de 24 horas,
demonstrando que a suspenséo fungica estava apta a ser utilizada.

4.2 Dosagem de Proteinas.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) quando o contetdo
protéico do grupo controle foi comparado com o dos grupos tratados. A tabela 1 apresenta as
médias, seguidas pelos respectivos desvios padrdes, das concentragdes protéicas dos ovos de
R. microplus do dia 1 ao dia 10 de postura. Atraves da Figura 2 pode-se observar a dindmica
das concentracOes de proteina total ao longo dos dias de postura.

Tabela 1. Conteldo protéico total, expresso em micrograma de proteina por miligrama de ovos de
Rhipicephalus microplus, dos grupos controle ou dos grupos de fémeas infectadas por Metarhizium
anisopliae s.l., em diferentes concentra¢fes conidiais, sob condi¢fes controladas de laboratorio (27 +
1°C, UR>80%, escotofase). As médias sdo seguidas pelo desvio padrao.

Dias de
Postura Controle* 10° conidios 10° conidios 10’ conidios 108 conidios
mL* mL* mL* mL™*

1 653,2 + 52,57 712,8+133,3* 653,3+84,5° 732,6 £118,3* 706,3+24,2°
2 705,5 + 36,12 669,6 + 44,52 783, 7+1351* 791,8+78,1° 730,8 +£170,7%
3 633,3+82,0° 817,7+148,7* 7458+ 1534% 678,8+122,7% 8151+ 208,0°
4 638,4 + 79,42 8155+ 167,2* 864,3+222,1* 669,7+100,6* 801,7+176,8°
5 597,6 + 70,42 8176 £261,6* 7056+1149* 750,4+126,2* 678,0+552°
6 841,6+ 101,52 646,9 + 53,52 678,0+131,5* 675,8+46,7° 752,1 + 146,92
7 682,7 +80,0° 636,4 + 69,12 675,3+138,9* 636,4+495° 719,7 +136,6°
8 660,9 + 83,12 589,6 + 16,22 628,9 + 66,2° 531,0+218,9* 627,7+24,0°
9 539,8 + 76,62 4945+ 119,0° 722,4+137,9* 678,2+131,3* 643,0+£58,7%
10 526,3 + 41,3° 644,8 +92,5°2 7946 +1951% 5514+ 31,3° 653,2 + 168,7°

Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
*Valores expressos em pg de proteina por mg de ovos de R. microplus.
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Figura 2. Conteudo protéico total, expresso em pg de proteina/mg de ovos de fémeas de
Rhipicephalus microplus infectadas por diferentes concentracdes de Metarhizium anisopliae s.l.
ou tratadas com 4gua destilada estéril acrescida de Tween 80 (controle). O contetido protéico do
homogenato de ovos foi determinado pelo método de Lowry. As barras indicam o desvio
padrdo para cada amostra. Durante o periodo de postura, as fémeas foram mantidas sob
condigdes controladas de laboratério (27 + 1°C, UR > 80%, escotofase).
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4.3 SDS-PAGE.

Na analise dos géis foram evidenciadas 19 bandas protéicas com pesos moleculares
aproximados de 229 kDa, 188 kDa, 150 kDa, 108 kDa, 96 kDa, 85 kDa, 79 kDa, 68 kDa, 54
kDa, 49 kDa, 46 kDa, 45 kDa, 41 kDa, 39 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 26 kDa, 20 kDa, 8 kDa e 6
kDa (Figuras 3, 4 e 5). A partir do nono dia de postura as bandas com peso molecular de 29
kDa e 8 kDa n&o foram mais observadas (Figura 5). Nao foi observada diferenca no perfil de
bandas entre o grupo controle e os grupos tratados, bem como na comparacgéo entre os perfis
grupos tratados.
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Figura 3. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo dos quatro primeiros dias de postura sob condic¢des
controladas (27+1°C, UR>80%, escotofase). P- Padrdes de peso molecular: 198 kDa, 115
kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°, 10°, 107,
10® - postura de fémeas tratadas com suspensdo de M. anisopliae s.l. nas concentracdes de
10° 10° 10, 10 conidios/mL, respectivamente.
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Figura 4. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo do quinto, sexto, sétimo e oitavo dias de postura sob
condi¢des controladas (27+1°C, UR>80%, escotofase). P- PadrGes de peso molecular: 198
kDa, 115 kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°,
10°%, 107, 10°® - postura de fémeas tratadas com suspensdo de M. anisopliae s.l. nas
concentracdes de 10° 10°, 107, 108 conidios/mL, respectivamente.
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Figura 5. SDS-PAGE (12%) dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.l., ao longo do nono e décimo dias de postura sob condigdes
controladas (27+1°C, UR>80%, escotofase). P- Padrdes de peso molecular: 198 kDa, 115
kDa, 96 kDa, 53 kDa, 37 kDa, 29 kDa, 19 kDa, 6 kDa; Ctr-Grupo controle; 10°, 10°, 10/,
10® - postura de fémeas tratadas com suspenséo de M. anisopliae s.l. nas concentracdes de 10°
10°, 107, 10° conidios/mL, respectivamente.
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4.4 Cromatogramas.
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Figura 6. Exemplos de cromatogramas obtidos. A figura mostra cromatogramas do homogenato de
ovos de Rhipicephalus microplus do grupo controle e do terceiro dia de postura de fémeas tratadas
com Metarhizium anisopliae s.I. Cada homogenato foi eluido em 5, 40 ou 80% de acetonitrila
(ACN) em cartuchos de extracdo em fase sdlida, submetidos a CLAE em coluna C18 fase reversa, a
um gradiente de 65% a 100 % de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto. A absorbéancia

foi monitorada a 220 nm.
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4.5 Atividade Antimicrobiana Contra Fungo Leveduriforme.

Todos os picos recolhidos durante a eluicdo das amostras na coluna C18 fase reversa
(item 3.11.2), foram testados contra C. albicans (item 3.12.1). Os picos que causaram reducédo
média de 35% ou mais no crescimento de C. albicans apresentavam 0s seguintes
grupos/tempos de retengdo: CTR 5% 11,764’; Dia 5 5% 11,053’; Dia 5 40% 5,029’; Dia 5
80% 2,642°,4,266°, 4,833’; Dia 6 40% 5,046’; Dia 8 5% 1,074’; Dia 9 5% 2,017’, e causaram
respectivamente 78,69%, 35,42%, 38,3%, 40,8%, 39,68%, 57,84%, 35%, 80,94% e 46,18%
de reducéo no crescimento da levedura levando em consideracdo o branco como 100%. As
Figuras 6, 7 e 8 mostram 0s cromatogramas dos grupos com atividade antimicrobiana. As
Figuras 9 e 10 destacam a analise espectrofotométrica do crescimento de C. albicans incubada
com os picos. Estas fragdes, com atividade contra C. albicans foram testadas contra M.
anisopliae.
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Figura 7. Cromatogramas do homogenato de ovos de Rhipicephalus microplus do grupo
controle e dos quinto, oitavo e nono dias de postura de fémeas tratadas com Metarhizium
anisopliae s.I. Cada homogenato foi eluido em 5% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de
extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de
65% a 100 % de ACN durante 20 minutos e fluxo de 1mL/minuto. A absorbéancia foi
monitorada a 220 nm. Em sombreado as fragdes que apresentaram atividade antimicrobiana
contra Candida albicans.
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Figura 8. Cromatogramas do homogenato de ovos do quinto e sexto dias de postura de
fémeas de Rhipicephalus microplus infectadas por Metarhizium anisopliae s.I. Cada
homogenato foi eluido em 40% de acetonitrila (ACN) em cartuchos de extracdo em fase
solida, submetidos a CLAE em coluna C18 fase reversa a um gradiente de 65% a 100 % de
ACN durante 20 minutos e um fluxo de ImL/minuto. A absorbancia foi monitorada a 220
nm. Em sombreado as fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana contra Candida

albicans.
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Figura 9. Cromatograma do homogenato
de ovos do quinto dia de postura de fémeas
de Rhipicephalus microplus infectadas por
Metarhizium anisopliae s.I. O homogenato
foi eluido em 80% de acetonitrila (ACN)
em cartuchos de extracdo em fase soélida,
submetidos @ CLAE em coluna C18 fase
reversa a um gradiente de 65% a 100 % de
ACN durante 20 minutos e um fluxo de
ImL/minuto. A absorbancia foi monitorada
a 220 nm. Em sombreado as fragdes que
apresentaram  atividade antimicrobiana
contra Candida albicans.
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Figura 10. Avaliacdo do crescimento de Candida albicans através de espectrofotometria. A
postura do grupo controle e do quinto dia de postura de Rhipicephalus microplus infectadas
por Metarhizium anisopliae s.l., foi pré purificada com 5, 40 ou 80% de acetonitrila (ACN).
Essas fracGes foram submetidas a CLAE em coluna C18 fase reversa (gradiente de 65 a 100%
de ACN). Vinte uL de cada pico recolhido durante a cromatografia foi acrescido de 80 pL da
cultura de C. albicans (4 x 10° células/mL) e incubados a 30°C por 18 horas. Letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05) entre a absorbancia do branco e
dos picos. As setas indicam os picos que foram utilizados no bioensaio com M. anisopliae s.I.

(Figura 12).
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Figura 11. Avaliacdo do crescimento de Candida albicans através de espectrofotometria. A
postura do sexto, sétimo, oitavo e nono dias de Rhipicephalus microplus, infectadas por
Metarhizium anisopliae s.1., foi pré-purificada com 5, 40 ou 80% de acetonitrila (ACN). Essas
fracdes foram submetidas a CLAE em C18 fase reversa (gradiente de 65 a 100% de ACN).
Vinte pL de cada pico recolhido durante a cromatografia foi acrescido de 80 pL da cultura de
C. albicans (4 x 10° células/mL) e incubados a 30°C por 18 horas. Letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05) entre a absorbancia do branco e
dos picos. As setas indicam os picos que foram utilizados no bioensaio com M. anisopliae s.1.

(Figura 12).
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4.6 Teste de Difusdo em Meio Solido Contra Metarhizium anisopliae s.1.
4.6.1 Uso das fracgdes recolhidas na CLAE.

Os picos que causaram reducdo média de 35% ou mais de reducdo no crescimento de
C. albicans (representados por setas nas figuras 10 e 11) foram testados contra M. anisopliae
s.l. através de teste de difusdo em meio sélido. Nenhum pico testado apresentou atividade
antimicrobiana contra M. anisopliae s.l. (Figura 12)
4.6.2 Uso do macerado dos ovos.

O macerado dos ovos de cada grupo foi testado contra M. anisopliae s.l. através de

teste de difusdo em meio solido. Nenhum grupo apresentou atividade antimicrobiana contra
M. anisopliae s.I.
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Figura 12. Teste de difusdo em meio s6lido com Metarhizium anisopliae s.I. usando os picos que
apresentaram interferéncia no crescimento de Candida albicans. Nenhuma das fracfes apresentou
atividade antimicrobiana contra M. anisopliae s.I. A: discos imersos em &agua destilada estéril
(controle do teste de difusdo em meio s6lido); B: fracdo da postura do grupo controle eluida em 5%
acetonitrila (ACN), tempo de retengdo (TR) de 11.764’ na CLAE em C18 fase reversa (FR); C:
fracdo do quinto dia de postura eluida em 5% ACN, TR de 11.053” na CLAE C18 FR; D: fragdo do
quinto dia de postura eluida em 40% de ACN, TR de 5.029’ na CLAE C18 FR; E: fracdo do quinto
dia de postura eluida em 80% de ACN, TR de 2.642’na CLAE C18 FR; F: fracdo quinto dia de
postura eluida em 80% de ACN, TR de 4.266’ na CLAE C18 FR; G: fracdo do quinto dia de
postura eluida em 80% de ACN, TR de 4.833” na CLAE C18 FR; H: fracdo do sexto dia de postura
eluida em 40% de ACN, TR de 5.046° na CLAE C18 FR; I: fracdo do sétimo dia de postura eluida
em 5% de ACN, TR de 2.762 na CLAE C18 FR; J: fragdo do oitavo dia de postura eluida em 5%
de ACN, TR de 1.074 na CLAE C18 FR; K: fracdo do nono dia de postura eluida em 5% ACN, TR
de 2.017° na CLAE C18 FR. As setas indicam os discos.
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5 DISCUSSAO

O fungo entomopatogénico M. anisopliae s.I. € um micro-organismo de distribuicao
cosmopolita e teve seu potencial inseticida explorado logo ap6s a sua identificacdo
(ZIMMERMANN, 2007b). Este entomopatégeno vem sendo testado com éxito em estudos
que investigam o controle bioldgico de R. microplus e de outros carrapatos (BITTENCOURT
et al., 1994; CASTRO et al., 1997; MONTEIRO et al., 1998; BITTENCOURT et al., 1999;
MELO et al., 2006).

Apesar da vulnerabilidade de ovos de carrapatos a patdgenos, devido a sua
imobilidade, os estudos das reacGes imunes deste artropode estdo focados principalmente nos
estagios de ninfa e adulto (TAYLOR, 2006; SONENSHINE; HYNES, 2008; ANGELO et al.,
2010b). Alguns estudos, entretanto, reportam atividade antimicrobiana na superficie e no
macerado de ovos de carrapatos. Esteves et al. (2009) identificaram atividade antimicrobiana
em R. microplus contra C. albicans e Micrococcus luteus. Estudos realizados com o argasideo
Ornithodorus moubata, (NAKAJIMA et al., 2002) e com o carrapato do gado africano,
Amblyomma hebraeum (ARRIETA et al.,, 2006), também demonstraram atividade
antimicrobiana na postura.

N&o existem estudos relacionados as alteragdes no perfil protéico da postura de
carrapatos tratados com fungos entomopatogénicos; sabe-se, contudo, que alguns parametros
bioldgicos (como os periodos de pré-postura, periodo e peso de postura, periodo de incubagdo
de ovos e porcentagem de eclosdo de larvas), das fémeas infectadas apresentam-se alterados
em relacdo as fémeas ndo infectadas (BITTENCOURT et al., 1992; 1994; MELO et al.,
2006).

A escolha do periodo de analise da postura no presente trabalho (10 dias) foi baseada
no estudo de Bittencourt et al. (1995). Estes autores verificaram que no segundo dia pos
tratamento j& havia hifas de M. anisopliae s.l. na hemolinfa das fémeas ingurgitadas de R.
microplus, e que a partir do quarto dia pos tratamento as hifas foram detectadas em laminas de
impressdo de 6rgdos. Neste sentido, alteracdes no conteido ou perfil protéico dos ovos seriam
detectadas como um reflexo da infec¢do instalada nos 6rgédos internos, inclusive nos ovarios,
no periodo de 10 dias de investigacao.

A infeccdo por M. anisopliae s.1. leva a fémea de carrapato & morte em decorréncia do
crescimento fungico no interior de seu organismo. Essa morte ndo € instantanea, e geralmente
ocorre de 7 a 12 dias ap6s a infeccdo fangica (BITTENCOURT et al., 1994; 1999).
Entretanto, antes de morrer, a fémea infectada ndo interrompe sua postura. Trabalhos
realizados por Bittencourt et al. (1992; 1994) reportaram que ha um aumento do periodo de
pré-postura das fémeas infectadas por M. anisopliae s.I. comparando-as com fémeas nao
infectadas. Contudo, um estudo mais recente realizado por Perinotto (2010) demonstrou que o
periodo de pré-postura de fémeas de R. microplus tratadas com fungos entomopatogénicos
pode diminuir. Essa reducdo geralmente vem acompanhada de uma maior massa de ovos nos
primeiros dias de postura (dados ndo publicados). Sugere-se que 0 estresse causado pela
infeccdo flngica desencadeia um comportamento no carrapato que favorece a manutencgdo de
seus descendentes. Esse comportamento pode ser expresso pela reducdo do periodo de pré-
postura e/ou inicio da postura com um volume de ovos maior que a habitual e caracteriza este
artropode como um estrategista (SONENSHINE, 1991).

No presente estudo o perfil protéico do primeiro dia da postura de fémeas de R.
microplus infectadas artificialmente com M. anisopliae s.|. foi avaliado. Os ovos
apresentavam, portanto, 0 mesmo estagio de desenvolvimento embrionario. A diferenca
ocorreu em relacdo a evolucdo da infeccdo fangica no organismo da fémea.
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Foi evidenciado que tanto o conteddo, quanto o perfil protéico ndo sofreram alteragdes
significativas comparando-se o grupo controle com os grupos infectados, nos dez dias
analisados. Apesar de ndo haver diferenca significativa observa-se que o desvio padrdo dos
grupos infectados por M. anisopliae s.l. (Figura 3) foi maior se comparado com a mesma
variacdo no grupo controle, e mesmo nao havendo diferenca estatisticamente significativa (p
< 0,05), sugere-se que o desafio causado pelo fungo aumenta a probabilidade de variagdo no
conteddo protéico dos ovos.

Com o objetivo de esclarecer alguns mecanismos intrinsecos da biologia da oviposicao
e embriogénese, Raia (2007) também avaliou o contetdo e o perfil protéico dos ovos de R.
microplus, mas sem nenhum tratamento prévio, e observou que as concentracfes de proteina
nos 0VOos se mantiveram constantes até os Gltimos dias de postura, quando houve um aumento
abrupto do conteudo protéico. Durante os dez primeiros dias, Raia (2007) observou valores
inferiores, mas proporcionalmente iguais, aos encontrados no presente estudo (Tabela 1). Essa
diferenga nos valores do contetido protéico pode ser explicada pelos diferentes métodos
empregados na preparacdo das amostras; no presente trabalho, o macerado dos ovos foi
homogeneizado em tampéo de lise e posteriormente centrifugado, para que o sobrenadante
pudesse ser utilizado nas anélises, ja Raia (2007), filtrou o homogenato da postura em
membranas de 0,45 um, o que provavelmente reduziu a quantidade de proteinas.

O resultado encontrado na analise dos perfis protéicos, no presente estudo, sugere que
a infeccdo causada por M. anisopliae s.l. ndo leva a modificagfes no metabolismo protéico do
processo de maturacdo dos oocitos. Apesar de ndo terem sido detectadas alteracbes no perfil
protéico da postura de fémeas infectadas, Angelo et al. (2010b) observaram uma reducdo na
guantidade de proteinas totais na hemolinfa de R. microplus 48 horas apds a inoculagdo de M.
anisopliae. Em 2011, Angelo também reportou alteracbes na intensidade da expressdo de
proteinas de amostras de hemolinfa de fémeas de R. microplus infectadas por M. anisopliae
s.l., B. bassiana ou Fusarium oxysporum, demonstrando que as infecgdes causadas por fungos
alteram a expressdo de proteinas constitutivas na hemolinfa. A associacdo destes resultados
com o0s encontrados no presente trabalho ratifica a afirmacdo de que o carrapato € um
estrategista (SONENSHINE, 1991), uma vez que mesmo apresentando uma hemolinfa com
déficit de proteinas, devido a infeccdo flngica, este artropode é capaz de maturar 0s 00citos e
ovipor, embora para isso, geralmente, necessite reduzir o periodo de pré-postura e iniciar a
postura com uma quantidade de ovos maior que a habitual.

Em SDS-PAGE o perfil protéico da postura de fémeas de R. microplus infectadas por
M. anisopliae s.l. apresentaram bandas (Figura 3, 4 e 5) que correspondem, ao perfil
encontrado para vitelina por Logullo et al. (2002). A maturacdo dos odcitos envolve,
majoritariamente, a sintese desse complexo protéico, chamado vitelina, fundamental para
nutricdo e desenvolvimento do embrido (ROSELL; COONS, 1991; SONENSHINE, 1991;
LOGULLO et al., 2002). Esta é a principal proteina formadora do ovo de organismos como
insetos e carrapatos, e representa cerca de 80 a 90% do contetdo protéico total presente nestes
ovos (CHINZEI et al., 1983; ROSELL; COONS, 1989; 1991; LOGULLO, 2002). Em R.
microplus possui cerca de 492 kDa e apresenta, sob condi¢cbes desnaturantes, nove
subunidades que véo de 205 kDa a 20 kDa (LOGULLO et al., 2002). Portanto, os resultados
obtidos no presente estudo confirmam a hipotese de que a infecgdo flngica ndo altera a
sintese de vitelina.

Além de fornecer substratos para o desenvolvimento do embrido, a vitelina de R.
microplus apresenta-se como fonte de heme para o embrido (LOGULLO et al., 2002). Heme é
fundamental a organismos vivos uma vez que atua como grupo prostético de moléculas
essenciais, como o0s citocromos e a hemoglobina. A literatura reporta que além de fémeas de
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R. microplus ndo serem capazes de sintetizar heme (BRAZ et al., 1999), o embrido e larvas
ndo alimentadas também ndo possuem essa capacidade (LOGULLO et al., 2002). A molécula
de heme é adquirida por fémeas de R. microplus através da digestdo da hemoglobina
proveniente do sangue ingerido, e se liga, na hemolinfa, a proteinas transportadoras como a
HeLP (uma hemolipoproteina) (MAYA-MONTEIRO et al., 2000) o que evita sua degradacéo
e a formacdo de substancias danosas ao carrapato (RITTER; TYRREL, 2000). A vitelina é
também, portanto, uma fonte de heme para o desenvolvimento embrionario (SORGINE et al.,
2000) e o seu metabolismo deve ser um dos alvos para estudos relacionados ao avango no
controle de carrapatos.

Para que os componentes da vitelina sejam disponibilizados para o embrido, a
hidrolise dessa molécula € necessaria. Até 0 momento trés enzimas envolvidas na degradacéo
da vitelina j& foram descritas: as endopeptidases asparticas BYC (Boophilus yolk pro-
cathepsin), THAP (tick heme-binding aspartic proteinase) e a VTDCE (vitellin-degrading
cysteine endopeptidase). A BYC é uma catepsina que, sob condi¢fes desnaturantes, apresenta
duas bandas com cerca de 54 e 49 kDa cada (LOGULLO et al., 1998). A acdo desta catepsina
contribui para a disponibilidade de nutrientes para o embrido e bandas com pesos homologos
as de suas subunidades puderam ser observadas nas figuras 3, 4 e 5 do presente estudo. A
THAP € uma enzima regulada através da ligacdo com moléculas de Heme, e apresenta, sob
condicdes desnaturantes, duas subunidades com 32 e 37 kDa (SORGINE et al., 2000) que
também podem ser evidenciadas nas figuras 3, 4 e 5. A VTDCE é a mais ativa dentre as trés
descritas e apresenta, sob condi¢fes desnaturantes, duas subunidades com 17 e 22 kDa
(SEIXAS et al., 2003). As subunidades de VTCDE néo estdo visiveis nos géis das figuras 3, 4
e 5 pois a quantidade de proteina total, por amostra, para que isso ocorresse teria que ter sido
muito grande. Seixas et al. (2003) apresentaram em seu trabalho um gel de poliacrilamida
(14%) contendo as respectivas subunidades de VTCDE e informaram que foram necessarios
50 pg da proteina purificada. No presente estudo foram utilizadas 30 pg de proteina total por
amostra.

Dessa forma, baseado nos resultados dos perfis protéicos encontrados no presente
estudo, pode-se sugerir que a infeccdo fungica ndo altera a sintese das enzimas envolvidas na
degradacdo de vitelina, uma vez que, baseado no peso molecular, as bandas que
correspondem as endopeptidases BYC e THAP podem ser visualizadas nos géis.

Analisando as figuras 3 e 4, e comparando-as com a figura 5, pode-se observar que
existem bandas protéicas, especialmente as de menor peso molecular (29, 20 e 8 kDa), que
passam a ndo ser mais observadas ou estdo em menor quantidade. Essa caracteristica pode ser
observada a partir do nono e décimo dias de postura, no entanto, ndo € exclusiva dos grupos
infectados por M. anisopliae s.l., sendo, portanto um processo fisioldgico. Raia (2007) sugere
que essas alteracbes no perfil das bandas refletem alteragdes na disponibilidade de proteinas.
Correlacionando-se este aspecto com a biologia de R. microplus, sugere-se que a diminuicao
na disponibilidade protéica pode contribuir, junto com outros fatores, para a reducao na taxa
de eclosdo nos ultimos dias de postura (COSTA, 1982).

Uma vez que ndo houve diferenca em relacdo ao perfil protéico em gel de
poliacrilamida, uma analise cromatografica (CLAE) foi realizada como alternativa para
avaliacdo das possiveis diferencas nas substancias protéicas presentes na postura de fémeas do
grupo tratado com a maior concentracao fangica (108 conidios/mL) e do grupo controle.

Apos a extragdo de proteinas, o macerado dos ovos foi analisado em CLAE utilizando-
se uma coluna C18 fase reversa. Para esta analise foi utilizado um Unico controle, uma vez
que os ovos foram coletados diariamente e o desenvolvimento embrionario paralisado devido
ao congelamento das amostras, logo a postura apresentava 0 mesmo estagio de
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desenvolvimento. A diferenca entre o0 grupo controle e os grupos tratados foi verificada,
portanto, na auséncia ou presenca de infec¢do fungica, e a diferenca entre os grupos tratados
estava na evolucdo desta infeccdo no organismo da fémea. Para cada dia ou para o grupo
controle foram obtidos 3 perfis cromatograficos. Como pode ser observado com os exemplos
da Figura 6, cromatogramas pré-purificados em concentracbes de ACN semelhantes
apresentam aparentemente as mesmas caracteristicas, entretanto substancias com tempos de
retencdo semelhantes podem apresentar ou ndo atividade antimicrobiana.

Para testar a capacidade desses picos de inibir o crescimento fungico, todos os picos
das respectivas amostras foram coletados e a atividade antimicrobiana de todas essas fracdes
foi testada contra o fungo leveduriforme C. albicans. O bioensaio contra C. albicans mostrou
atividade antimicrobiana de algumas fracGes (Item 4.4). Esteves et al. (2009) também
reportaram atividade antimicrobiana do macerado e superficie de ovos de R. microplus contra
C. albicans, identificando o peptideo responsavel pela inibi¢do, a microplusina. No presente
estudo, uma fracdo proveniente do grupo sem tratamento (CTR 5% 11,764’) também
apresentou atividade antimicrobiana contra C. albicans, entretanto sugere-se que essa
atividade ndo seja devido a acdo da microplusina descrita por Esteves et al. (2009), uma vez
que estes autores determinaram os niveis de RNAm da microplusina em diferentes estagios de
desenvolvimento dos ovarios e dos ovos e verificaram que no primeiro dia de oviposi¢do ndo
havia expressao do gene nos OVos.

Esta fragdo do grupo controle com atividade antimicrobiana devia estar presente em
todas as fracOes eluidas em ACN a 5%, uma vez que representa uma resposta constitutiva; no
entanto, o teste de atividade antimicrobiana mostrou que fracbes com o mesmo tempo de
retencdo nos grupos tratados ndo apresentaram atividade semelhante contra C.
albicans. Sugere-se entdo que a resposta imune do carrapato foi modulada pela infecgédo
fangica, 0 que, consequentemente, alterou aexpressdo de algumas substancias
antimicrobianas.

Além da atividade contra C. albicans encontrada no grupo controle, houve também
atividade antimicrobiana em fraces pertencentes a grupos de fémeas infectadas (Figuras 9 e
10). Analisando os cromatogramas representados nas figuras 7, 8 e 9 podemos observar que
as amostras eluidas nos cartuchos de extracdo com as mesmas concentracdes de ACN (5, ou
40, ou 80%) apresentam perfis cromatograficos semelhantes. Entretanto mesmo tendo sido
submetidos a mesma eluicdo e possuindo picos com tempos de retencdo proximos, algumas
amostras ndo apresentaram 0 mesmo comportamento na atividade antimicrobiana contra C.
albicans. O pico que apresentou maior atividade antimicrobiana contra o fungo leveduriforme
(Figura 7) pertence a amostra do dia 8 pré-purificada em 5% de ACN (Dia 8 5% TR 1,074") e
ndo pbde ser observado em nenhum outro cromatograma. Este pico foi responsavel por, em
média, 80,94% de inibicdo no crescimento de C. albicans (Figura 11), embora a quantidade
de substancia inibitdria tenha sido pequena, o que pode ser observado pelo valor da ABS do
pico na figura 7.

Analises mais profundas das fragcdes recolhidas seriam necessarias para identificar as
substancias responsaveis pela interferéncia no crescimento de C. albicans e avaliar se tais
substancias também estdo presentes no periodo de desenvolvimento embrionério, 0 que nao
foi 0 objetivo no presente estudo.

As fragBes que apresentaram, em média, 35% ou mais de inibi¢do no crescimento de
C. albicans foram testadas contra M. anisopliae s.l., em teste de difusdo em meio solido e,
contudo, ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Além das fracGes, 0 macerado bruto dos
ovos de todos os grupos tratados e do grupo controle também foi testado contra M. anisopliae
s.l., e novamente, nao foi evidenciada interferéncia no crescimento fungico. Esses resultados
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sugerem que a fémea desafiada com M. anisoplae s.l. ndo é capaz de desencadear, na postura,
uma resposta especifica de combate ao organismo invasor, fato que é ratificado pela eficiéncia
na eclosdo das larvas apos a infecgéo fungica das fémeas.

Um estudo de 1997, realizado por Lemaitre et al. (2007) demonstrou que o fungo
entomopatogénico B. bassiana é capaz de induzir uma resposta antifungica especifica na
hemolinfa de Drosophila; Angelo (2011) reportou a inducdo de atividade antimicrobiana na
hemolinfa de R. microplus contra B. bassiana 48 horas ap0s a imersdo com o mesmo fungo.
Estes estudos demonstram que fungos entomopatogénicos séo capazes de desencadear, em
seus hospedeiros, respostas imune com elevada especificidade, entretanto, com base nos
resultados obtidos no presente trabalho, sugere-se que este tipo de resposta ndo esta presente
na postura de fémeas de R. microplus desafiadas com fungo entomopatogénico.

Apesar da auséncia de uma resposta especifica de combate ao fungo
entomopatogénico testado, dados de um estudo recente (PERINOTTO, 2010) realizado com
diferentes populacfes de R. microplus demonstraram ndo haver diferenca estatisticamente
significativa na eclodibilidade de larvas provenientes de ovos de fémeas tratadas com M.
anisopliae s.l. (isolado 959), sugerindo que mesmo infectadas, as fémeas sdo capazes de
produzir postura vidvel. Os resultados encontrados por Perinotto (2010) confirmam os dados
obtidos no presente estudo, pois mesmo infectadas, as fémeas sdo capazes de produzir ovos
com um perfil protéico semelhante aos ovos de fémeas ndo infectadas. Estes resultados
demonstram que a infeccdo causada por este isolado flngico ndo é, atualmente, rapida o
suficiente para interferir nos dez primeiros dias de postura de uma fémea infectada.

Mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos no processo
de ovogénese e embriogénese de fémeas de R. microplus infectadas por fungos
entomopatogénicos . Além disso, identificar a natureza das substancias presentes nos ovos de
R. microplus que apresentam atividade antimicrobiana contra C. albicans contribuiria para o
conhecimento da fisiologia desta espécie de carrapato, e consequentemente auxiliaria no
desenvolvimento de maneiras mais eficazes de controle do carrapato R. microplus.
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6 CONCLUSOES

A infeccdo por M. anisopliae s.l., isolado Ma 959, ndo altera significativamente o
contetdo e o perfil proteico dos ovos de fémeas de Rhipicephalus microplus.

Os ovos de fémeas de R. microplus infectadas ou ndo pelo isolado Ma 959 de M.
anisopliae s.l. apresentam atividade antimicrobiana contra o fungo leveduriforme Candida
albicans.

Os ovos de fémeas de R. microplus infectadas pelo isolado Ma 959 de M. anisopliae
s.l. ndo apresentam substancias com atividade antimicrobiana contra este fungo
entomopatogénico.

O fungo entomopatogénico M. anisopliae s.l., isolado Ma 959, modula a atividade
antimicrobiana dos ovos de fémeas de R. microplus infectadas.
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ANEXOS

Anexo A- Formula do tampéo de lise duas vezes concentrado.

Anexo B- Solucéo alcalina.

Anexo C- Férmula do gel de empilhamento 5% - 5 mL.

Anexo D- Férmula do gel de corrida 12% - 25 mL.

Anexo E- Formula do Tampéao de Amostra.

Anexo F- Descrigéo das siglas que representam as elui¢fes nos cartuchos de extragéo

em fase solida.
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Anexo A- Formula do tampéo de lise duas vezes concentrado

Trishydroxymethylaminomethane (TRIS) 1,219
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,372 ¢
Nonidet P-40 4,0 mL
N-tosyl-L-lysine-chloromethylketone (TLCK) 2,0 mL
Phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) 2,0 mL

H,O destilada g.s.p. 200 mL
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Anexo B- Solucéo alcalina
Na,CO3 a 2% em NaOH 0,5
Tartarato de sodio e potassio
CuS0O,4 5H20 a 6,4%

14,7 mL
0,15 mL
0,15mL
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Anexo C- Férmula do gel de empilhamento 5% - 5 mL
H,O destilada

Acrilamida-Bis 30%

Tris1,5MpH 6,8

SDS 10%

Ammonium persulfate (APS) 10%

N, N, N'- Tetramethylethylenediamine (TEMED)

3.4mL

0,83 mL
0,63 mL
0,05 mL
0,05 mL
0,005 mL
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Anexo D- Formula do gel de corrida 12% - 25 mL
H,O destilada

Acrilamida-Bis 30%
Tris1,5MpH 8,8
SDS 10%

APS 10%

TEMED

8,2 mL

10,0 mL
6,3 mL

0,25 mL
0,25 mL
0,01 mL
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Anexo E- Formula do tampéo de amostra
H,O destilada
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8
Glicerol 10%
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 10%
2--Mercaptoetanol
Azul de bromofenol 0,05%

4 mL

1,0 mL
0,8 mL
1,6 mL
0,4 mL
0,4 mL
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Anexo F- Descricdo das siglas que representam as elui¢cdes nos cartuchos de extracdo em fase

solida.

Sigla

Descricao do Grupo

CTR 5%

CTR 40%

CTR 80%

Dia 1 5%

Dia 1 40%

Dia 1 80%

Dia 2 5%

Dia 2 40%

Dia 2 80%

Dia 3 5%

Postura do grupo controle eluida em 5% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Postura do grupo controle eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Postura de R. microplus do grupo controle eluida em 80% de
ACN em cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a
CLAE em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a
100 % de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.
Primeiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.I. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase sélida, submetidos & CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Primeiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.
Primeiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.
Segundo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Segundo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.
Segundo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Terceiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.I. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna
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Dia 3 40%

Dia 3 80%

Dia 4 5%

Dia 4 40%

Dia 4 80%

Dia 5 5%

Dia 5 40%

Dia 5 80%

Dia 6 5%

Dia 6 40%

C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Terceiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Terceiro dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Quarto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Quarto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Quarto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Quinto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de 1mL/minuto.

Quinto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Quinto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sexto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
M. anisopliae s.I. eluida em 5% de ACN em cartuchos de
extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sexto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
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Dia 6 80%

Dia 7 5%

Dia 7 40%

Dia 7 80%

Dia 8 5%

Dia 8 40%

Dia 8 80%

Dia 9 5%

Dia 9 40%

M. anisopliae s.I. eluida em 40% de ACN em cartuchos de
extragdo em fase solida, submetidos & CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sexto dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
M. anisopliae s.I. eluida em 80% de ACN em cartuchos de
extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sétimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.I. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase sélida, submetidos & CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sétimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Sétimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Oitavo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase sélida, submetidos & CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Oitavo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Oitavo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Nono dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
M. anisopliae s.I. eluida em 5% de ACN em cartuchos de
extragdo em fase solida, submetidos & CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Nono dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
M. anisopliae s.I. eluida em 40% de ACN em cartuchos de
extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
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Dia 9 80%

Dia 10 5%

Dia 10 40%

Dia 10 80%

durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Nono dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas com
M. anisopliae s.I. eluida em 80% de ACN em cartuchos de
extragdo em fase solida, submetidos & CLAE em coluna C18
fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Décimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 5% de ACN em cartuchos
de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE em coluna
C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 % de ACN
durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Décimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 40% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos & CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.

Décimo dia de postura de fémeas de R. microplus tratadas
com M. anisopliae s.l. eluida em 80% de ACN em
cartuchos de extracdo em fase solida, submetidos a CLAE
em coluna C18 fase reversa, a um gradiente de 65% a 100 %
de ACN durante 20 minutos e fluxo de ImL/minuto.
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