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“A tarefa ndo € tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda
pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

(Arthur Schopenhauer)

“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”.

(George Bernard Shaw)
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RESUMO

PAULO, Jéssica Fiorotti de. Estudo morfo-fisiologico de hemdcitos de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus infectadas por Metarhizium spp. marcado com GFP. 2018.
68p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Metarhizium spp. € um fungo amplamente utilizado no controle biol6gico de artropodes. Os
hemdcitos, as células presentes no hemolinfa, estdo envolvidos na resposta imune destes
ectoparasitas, principalmente quando desafiados por patdgenos. A obtencdo dessas células é
dificultosa e muito pouco se conhece sobre a morfologia dos hemdcitos de Rhipicephalus
microplus e sua resposta as infeccbes. O presente estudo teve como objetivos o
estabelescimento de um melhor protocolo para a obtencdo de hemdcitos de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus e a analise morfologica dessas células em condigdes fisioldgicas e
quando infectadas por fungos artropodopatogénicos marcados ou ndo com GFP. Foram
testados diferentes velocidades de centrifugacdo da hemolinfa, e o método com maior
viabilidade celular e alta concentragcdo de células foi aplicado apds a inocula¢do fungica em
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Apos a exposi¢do por imersdo, 0s parametros das fémea
ingurgitadas avaliados foram o peso da massa de ovos, indice de producéo de ovos, periodo de
incubacéo das larvas, indice nutricional e o percentual de controle. Posteriormente, a coleta de
hemolinfa foi realizada e os hemdcitos foram separados do plasma, ressuspensos em PBS e
quantificados na cdmara de Neubauer. Além da quantificacdo, os hemdcitos foram submetidos
as coloracdes de hematoxilina e eosina e PAS, além de serem submetidos a microscopia
eletrbnica de transmissdo. Para a padronizacao, a centrifugacdo em 500 x g durante trés min a
4 ° C foi considerada mais eficiente, e foi aplicada apos inoculacdo de fungos. Posteriormente,
no bioensaio por imerséo, os resultados dos dois isolados fungicos foram muito parecidos entre
si, demonstrando que a marcacdo molecular ndo influenciou na viruléncia dos fungos. No
entanto, para a quantificacdo de hemdcitos, a inoculagéo foi utilizada e todos os isolados foram
capazes de diminuir a concentragdo em aproximadamente 80% em comparacdo com a
quantidade de hemdcitos de fémeas ndo infectadas. Em condicdes fisiologicas foram
identificados cinco tipos de hemocitos (pro-hemocitos, granulocitos, esferuldcitos,
plasmatdcitos e oenocitoides) e quando as fémeas foram infectadas com Metarhizium, estas
células apresentavam em processo de morte celular e algumas células também possuiam a
internalizacdo do fungo em questdo, sugerindo a presenca de um processo de fagocitose. Desta
forma, sugere-se que a infeccdo por fungos entomopatogénicos pode gerar alteracbes nos
hemacitos de R. microplus e influenciar diretamente na concentracdo dessas células. Este
trabalho foi o primeiro a realizar microscopia eletrénica de transmissdo em hemdcitos desta
espécie de carrapato e foi o primeiro a descrever alteracdes celulares decorrentes de infeccao
fungica através de microscopia eletrénica de transmissao.

Palavras-chave: Resposta imune, fungos artropodopatogénicos, morte celular, carrapato bovino.



ABSTRACT

PAULO, Jéssica Fiorotti de . Morpho-physiological study of hemocytes Rhipicephalus
microplus engorged females infected by GFP Metarhizium spp. 2018. 68p. Dissertation
(Master in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Federal University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

Metarhizium spp. is a fungus widely used in the biological control of arthropods. Hemocytes,
cells present in the hemolymph, are involved in the immune response of these ectoparasites,
especially when challenged by pathogens. Tick methods for cells obtainment face difficulties
and the knowledge about morphology of Rhipicephalus microplus hemocytes are very scarce,
as well as the cell’s responses to infections. The present study had as objectives the
establishment of a better protocol for obtaining hemocytes from Rhipicephalus microplus
engorged females, morphological analysis of hemocytes and their conditions when infected by
arthropodopathogenic fungi GFP. Different spin speeds were tested, and the method with higher
cell viability and high cell concentration was applied after fungi physical inoculation into R.
microplus engorged females. In the biological assay, the parameters of egg production, the
incubation period of the larvae, the nutrition index and the percentage of control were evaluated
followed by immersion of tick females using fungal suspension. After inoculation, hemolymph
collection was performed and the hemocytes separated from plasma, resuspended in PBS and
quantified in a Neubauer chamber. Hemocytes were submitted to hematoxylin and eosin and
PAS staining and analyses of transmission electron microscopy were performed. For
standardization, a centrifugation at 500 x g for three minutes at 4 °© C was considered more
efficient and applied after inoculation of fungi. Bioassay results of the two fungal isolates
yielded very similar data, demonstrating that GFP molecular marking did not influence on fungi
virulence against R. microplus. Hemocyte’s quantification after fungal inoculation showed that
all isolates were able to decrease the concentration by approximately 80% in comparison to
hemocytes from uninfected females. Under physiological conditions, five types of hemocytes
(prohemocytes, granulocytes, spherulocytes, plasmatocytes and oenocytes) were identified and
when females were infected by Metarhizium, these cells were presented in a cell death process
and some cells presented fungus internalized in cytoplasm, suggesting a presence phagocytosis
process. It was suggested that infection by entomopathogenic fungi can generate changes in the
R. microplus hemocytes and directly influence on the concentration of these cells. The present
study was the first to perform transmission electron microscopy on hemocytes of this species
of tick and was the first to describe the cellular alterations due to fungal infection.

Keywords: Immune response, arthropodopathogenic fungi, cell death, bovine tick.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Isolados de Metarhizium spp., M. robertsii e M. anisopliae, seus hospedeiros de
isolamento, regides geogréaficas de origem e ano de isolamento. ............cccccevvevieeiiecnnnnn, 17

Tabela 2. Descricdo dos grupos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
estabelecidos para o tratamento por imersdo em suspensao conidial com os isolados ARSEF
2575 de Metarhizium robertsii e ARSEF 549 de M. anisopliae marcados com green
fluorescence protein (GFP) ou a cepa selvagem (WE)........ccooveiiiniiiiieiie e 19

Tabela 3. Descricdo dos grupos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
estabelecidos para o tratamento por inoculacdo com os isolados ARSEF 2575 de
Metarhizium robertsii e ARSEF 549 de M. anisopliae marcados com green fluorescence
protein (GFP) ou a cepa Selvagem (WL). .....ove e 20

Tabela 4. Efeito sobre os parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus apds imersdo em suspensdes de Metarhizium spp ou 0,1% Tween® 80. Peso
Inicial da Fémea (P. I. F.), Peso Total da Massa de Ovos (P. T. M. O.), Percentual de Ecloséo
(PE), indice de Producdo de Ovos (. P. O.), indice Nutricional (I. N.) e Percentual de
CONLrole (%0 CONIOIR). ....eeeieieiie e 29

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Amostras de hemolinfa de Rhipicephalus microplus ap6s diferentes protocolos de
centrifugacdo / sedimentacgéo. (A) Protocolo 1: centrifugacdo a 500 x g durante 3mina 4 °
C (B) Protocolo 2: centrifugacdo a 300 x g durante 10 min a 4 ° C; (C) Protocolo 3:
centrifugacdo a 5040 x g durante 10 minutos a 4 ° C; (D) Protocolo 4: sedimentacdo por 12h
a 8°C e, (E) Protocolo 5: sedimentacdo por 24h a 8°C. A sedimentacdo celular esta indicada
PEIA SELA PIELAL ... ettt 26

Figura 2. Hemdcitos de Rhipicephalus microplus visualizados em camara de Neubauer (20x)
obtidos a partir de diferentes protocolos de centrifugacdo da hemolinfa. (A) centrifugacéo a
500 x g durante 3 minutos a 4 °C. (B) centrifugacdo a 300 x g durante 10 minutos a 4 °C.
(C) centrifugacao a 5040 x g durante 10 minutes a 4 °C. (D) sedimentagé@o durante 24 horas
a 8°C. Hemdcitos estdo identificados pela seta vermelha e granulos representados pela seta
AIMATEIA. ... e e s e e e e e e — e e e st e e e s et e e e s araraae s 26

Figura 3. Um total de 300 células foram contadas em cada protocolo. Percentual de hemaocitos
de Rhipicephalus microplus ndo viaveis ap6s cada protocolo. As células impregnadas com
azul de Tripan foram consideradas ndo viaveis. Os valores medios (+ DP) seguidos para a
mesma letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p >
0,05). (-) N&o houve visualizagdo do sedimento. Os experimentos foram repetidos duas

Figura 4. Concentracdo de hemdcitos de Rhipicephalus microplus obtida apds ressuspenséao
em tampdo PBS. Os valores médios seguidos para a mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05). (-) A sedimentag¢éo n&do ocorreu
APOS O PrOCESSAMENTO. ..vveeiuveeeisiieeeieeeesteeestreeastreeessteeasseeeesseeeeasseeeasseeeaasaeeassseeessneeesnseeens 27

Figura 5. Concentracdo de hemdcitos de Rhipicephalus microplus 24 horas ap0s a inoculagédo
de Metarhizium spp. Os valores médios seguidos para a mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p > 0,05). ....ccoceviiieiiiieiiee e 30

Figura 6. Representacdo de alguns dos tipos celulares encontrados na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus. microplus, em condi¢des fisiologicas normais, através de
coloracdo por Giemsa. (A) Pro-hemdcito, (B e C) Granuldcito, (D) Plasmatocito
apresentando pseuddpode e (E) OenOCItOIdE. .. .......ccveeeiiieeiiie e 31

Figura 7. Tipos celulares encontrados na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus, em condicdes fisioldgicas normais, através de coloracdo por Periodic acid—Schiff
(PAS). (A,B) Granulécitos, (C,D) plasmatdcitos, (E) oenocitoide e (F) esferuldcito. Barras
(A-E) 1 30 UM € (F): 10 M. 1ottt e e e e e e naee e 32

Figura 8. Eletromicrografias de esferuldcios de Rhipicephalus microplus (A, B), apresentando
esférulas de diversos formatos e tamanhos (e) e apresentando nucleo (nu). Barra =5 um (A)
€ DAMA = 2 UM (B).. oeeiieiee ettt aaa e 34

Figura 9. Eletromicrografias de (A,B) pr6- hemadcitos de Rhipicephalus microplus e (C,D)
granuldcitos; pré-hemdcitos apresentando citoplasma homogéneo, nucleo (nu), algumas
mitocéndrias (m) e pouco ou nenhum granulo eletrondenso (gd); Granuldcitos apresentando
nacleo (nu), granulos eletrondensos (gd), granulos eletronluscentes (gl), algumas
mitocéndrias (m) e projec6es da membrana plasmatica (seta preta). Barra= 2 um............ 35

Figura 10. Eletromicrografias de granuldcitos de Rhipicephalus microplus (A, B, C, D);
Granuldcitos apresentando ndcleo (nu), granulos eletrondensos (gd), algumas mitocéndrias

xii



(m) e projecBes da membrana plasmatica (seta preta) e granulos eletronluscentes (gl). Barra
e | SO PPSOTPP 36

Figura 11. Eletromicrografias de plasmatdcitos de Rhipicephalus microplus (A, B, C, D);
plasmatécitos apresentando nucleo (nu), alguns apresentando poucos granulos eletrondensos
(gd) e eletronluscentes(gl), numerosas mitocondrias (m), vactolos (v) e pseuddpodes (seta
Preta). Barra = 2 M. ..ottt 37

Figura 12. Corte semi-finos de microscopia eletronica de transmissdo de hemdcitos de
Rhipicephalus microplus corados com azul de Toluidina. Barra = 10 pm.........c.cccceeeeee. 38

Figura 13. Desenho esquematico das células de Rhipicephalus microplus. (A) Oenocitoide,
(B,C) granuldcito, (D,E) plasmatécito, (F) pro-hemdcito. v= vacuolo, g= granulo e
[ o TU o [0 oo o[- TP UP USSR 39

Figura 14. Eletromicrografia de granuldcito e plasmatdcitos de Rhipicephalus microplus ap6s
a infeccdo por Metarhizium spp. (A) Granuldcito apresentando ndcleo (nu), algumas
mitocondrias (m), grénulos eletrodensos(gd) e deformacgdo em seu contorno celular; (B,C)
plasmatocitos apresentando nucleo (nu), lisossomos secundarios (lIs), mitocondrias(m) e
reticulo endoplasmatico rugoso (rr); (D)plasmatocitos apresentando nicleo (nu), lisossomos
secundarios (Is), vacuolos (v)e a presenca de mitocondrias (m) em proximidade com o0s
[ISOSSOMOS. BAITAS = 2 UM c.eeiiiieiie ettt ettt ettt ettt 40

Figura 15. Eletromicrografia de plasmatocitos de Rhipicephalus microplus apos a infeccéo e
estruturas fungicas de Metarhizium spp. (A) Plasmatécito apresentando nucleo (nu),
granulos eletrodensos (gd) e eletroluscentes (gl), vactolos, invaginacbes da membrana
plasmatica, possivel fagossomo com a estrutura fungica (Fu), processo nao identificado (pa)
barra = 2um; (B) estrutura fungica apresentando dupla membrana, uma parede primaria do
esporo (ppe) e uma parede secundaria do esporo (pse) e mitocdnddria (m), barra = 500nm;
(C) Estrutura fungica apresentando parede dupla e nucleo (nu), barra = 500nm; (D)
Plasmatocito apresentando nucleo (nu), granulos eletrodensos(gd) e eletroluscentes (gl),
lisossomos secundario (Is) e vacuolos(v), barra = 2um; (E) Plasmatocito apresentando
lisossomos secundarios (Is), mitocondrias(m), vacuolos (v) e possivel fagossomo com
estrutura fingica germinada (Fu), barra = 2UMm... .......ccooieeeiiie e 41

Figura 16. Eletromicrografias de granulocitos e plasmatdcito de Rhipicephalus microplus apos
a infeccéo e estruturas fangicas de Metarhizium spp. (A)Plasmatécito apresentando nuicleo
(nu), reticulo endoplasmatico (rr), mitocéndrias (m) e lisossomos secundarios (ls) barra =
2um; (B)Granulocito apresentando nucleo (nu), granulos eletrodensos (gd) e
eletroluscentes (gl), mitocéndrias (m) e reticulo endoplasmatico(rr), barra = 2 um; (C)
Plasmatocito apresentando nucleo (nu), mitocondrias(m), reticulo endoplasmatico (rr),
barra= 2 um; (D) Plasmatdcito apresentando pseudopodes (seta preta), mitocondrias(m) e
lisossomos secundarios (Is), barra = 2 um; (E)estrutura fungica apresentando uma parede
primaria do esporo (ppe) e uma parede secundaria do esporo (pse), nucleo (nu), mitocondria
(m), processo ndo identificado (pa) barra = LML ......coovvveiiiieiiie e 42

Figura 17. Eletromicrografias de granulécitos e plasmatécitos de Rhipicephalus microplus
apos a infeccdo por Metarhizium spp. (A) Granuldcito apresentando nicleo (nu), algumas
mitocéndrias (m), granulos eletrodensos(gd) e nucleo (nu), barra = 5um; (B) Plasmatécito
apresentando nucleo (nu), lisossomos secundarios (Is), vactolos (v), barra representando 2
um; (C) Granulécito apresentando nucleo (nu), mitocondrias (m), granulos eletrodensos (gd)
e eletroluscentes(gl) e granulos de aspecto tubular (gt), barra = 5 um; (D) Plasmatocito
apresentando nucleo (nu), lisossomos secundarios (Is), vacuolos (v), processo nao
identificado (Pa). Barra = DML .....ccoiiiiiie e 43



Figura 18. Corte semi-fino de microscopia eletronica de transmissdo de hemdcitos de
Rhipicephalus microplus tratados com Metarhizium spp. e corados com azul de Toluidina.
Barra = 10 M., oo 44

Figura 19. Representagdo esquematica de cortes semi-finos de microscopia eletrénica de
transmissdo de hemdcitos de Rhipicephalus microplus tratados com Metarhizium spp. (A,
B, C, D e E) Plasmatdcitos apresentando vacuolizagdo no citoplasma (v), (F) granulécito
aPresentando GranUIOS(Q). .. .. . uveoreereeiiie ittt 45

Xiv



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ..ot et eeteeee ettt es s en s es s sens s, 1
2 REVISAO DE LITERATURA . ...ttt ettt 3
2.1 Rhipicephalus MICTOPIUS .......ccuviiiiiiiieie e 3
2.2 Controle microbiano utilizando fungos artropodopatogeNICOS. .......c.uvervveiiieerveeriieiieerinas 4
2.3 Sistema imune humoral de INVertebrados............oovvve e 6
2.4 SiStema IMUNE CEIUIAT ........oeieie e 9
3 MATERIAL E METODOS. ... oottt ettt 15
3.1. Localizag8o e realizagao d0S eXPErimENtOS. ......coiuriiuieiiieieeiiie st 15
3.2. Obtengéo de Rhipicephalus MICropluS .........cccooiiiiiiiiiee e 15
3.3 Padronizacdo da técnica de separagao dos hemACItOS. .......ccveivveiiverie e, 15
3.3.1. Coleta da hemOliNTa.........cccuviiiie e 15
3.3.2 Centrifugagdo da hemolinTa..........cccoiiiiiieii e 16
3.4. Obtencdo e manutencédo dos isolados de Metarhizium SPP ......ccooovvevveiiieiiienie e, 16
3.5 Preparo das suspensdes e viabilidade FUNGICA ...........cccveiiireiiiie i 17
3.6 Bioensaio com fEmeas INQUIGItAdaAS. .........oivieiriiiieiiieiie e 17
3.6.1 Tratamento POI IMEISAO ........uveeierreeiuereeireeestteeesteeeateeeateeeassreeasseaeesseeeessaeeesnseeeaseeeanes 17
3.6.2 Tratamento de fémeas ingurgitadas por INOCUIAGAD ............ccvvvveeiieeeiiie e 19
3.6.2.1 Coleta da hemOlinTa..........ooeeiiiiiii e 21
3.6.2.2 Quantificacdo dos hemacitos totais de fémeas ingurgitadas ...........cccevvvveeviieeiiinnennn, 21
3.6.2.3 Identificagdo dos tipoS CEIUIArES ........cveeeiiiee e 21
3.6.2.4 Microscopia eletronica de tranSMISSAO ..........ccuureirirreiiireeiiireesieeesiee e e e e saeeeseeee s 21
S TANALISE ESTALISTICA ... evveeveeeiee sttt ettt 23
4 RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt be et et e nbe e nae e 24
4.2. Padronizacdo da técnica de separacdo dos hemaACItOS..........cccecvvveiiiieiiiie e 24
4.1 Bioensaio com fémeas iNQUIgItadas...........ccveiiveeiiie i 28
4.3 Tratamento de fémeas ingurgitadas por INOCUIACAO............cceeevveeiiiee e 30
4.3.1. Quantificacdo d0S NEMOCIIOS .........ccvuvieiiiee e 30
4.3.2 ldentificagd0o d0S tiPOS CEIUIATES .........veeeiviee et 30
3.5 Microscopia eletrdnica de tranSMISSAO .........cccveeeiiiieeiiiee i 32
5 DISCUSSAOD ..ottt 46
B CONCLUSOES ..ottt 55
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coooovivceeeeeeeeeese et evese et es s 56

XV



1 INTRODUCAO

Carrapatos sdo artropodes da ordem Ixodida e sdo ectoparasitas hematdfagos
obrigatdrios de diversas espécies animais, incluindo anfibios, répteis e mamiferos. O carrapato
dos bovinos, Rhipicephalus microplus, é um artrépode de grande importancia em medicina
veterinaria por ocasionar anemia, perda de peso, depreciacdo do couro dos animais e ainda por
ser vetor de diversos patdgenos. Desta forma, o parasitismo deste artropode gera um prejuizo
de 3,24 bilhGes de ddlares anuais. Devido aos gastos exorbitantes para o controle destes
parasitos, 0s danos ao meio ambiente causados pelo uso desenfreado de produtos quimicos e ao
aumento da incidéncia de resisténcia frente aos parasiticidas tradicionais, o controle alternativo
de carrapatos vem sendo estudado.

Dentre os métodos utilizados no controle alternativo, destaca-se o uso de fungos
artropodopatogénicos como Metarhizium spp (Hypocreales: clavicipitaceae) devido a sua
capacidade de penetracao via cuticula, secretando proteases, quitinases e lipases, favorecendo
desta forma, a degradacédo dos constituintes da cuticula.

Neste contexto, fungos com marcadores moleculares tém sido utilizados para um melhor
entendimento do mecanismo de penetracdo e persisténcia destes no organismo de artropodes.
A proteina GFP, Green Fluorescent Protein, tem sido amplamente empregada como marcador
molecular em fungos. Esta proteina € produzida pela agua marinha Aequorea victoria que
possui luminescéncia. Desta forma, o gene repérter € conduzido a uma proteina localizada
dentro do citoplasma do fungo através de um promotor constitutivo e assim faz com que o fungo
expresse esta proteina fluorescente. Ainda, a ascendéncia do uso dessa proteina se deve ao fato
de que ela é um composto estavel e gera baixa ou nenhuma toxicidade quando fundida a outras
proteinas e o crescimento e a patogenicidade do fungo nédo sdo afetados.

Artropodes apresentam um liquido que banha a hemocele denominado de hemolinfa,
que é responsavel por mediar trocas quimicas entre os tecidos, além de transportar gases, sendo
composta por hemacitos, aminoacidos e hormoénios. A resposta imune de artropodes é dividida
em resposta imune humoral e celular. A resposta humoral envolve processos de hemaglutinacao
e proteinas antimicrobianas enquanto que a resposta imune celular é realizada através dos
hemacitos e envolve reacdes nao especificas como a fagocitose, nodulacdo e encapsulamento.

Basicamente, o0s carrapatos podem apresentam 5 tipos celulares distintos: pro-
hemacitos, plasmatocitos, granuldcitos, esferuldcitos e oenocitdides, sendo encontrados na

hemolinfa e podendo ser encontrados também em ligacdo com o corpo gorduroso, nefrécitos e



glandulas salivares. A densidade dessas células na hemolinfa varia durante a vida do inseto e
também na resposta a introducéo de patdgenos. Contudo, a forma de obtengdo dessas células
ainda ndo providencia material suficiente para pesquisas, ja que as metodologias empregadas
para o carrapato bovino geram grande degranulacao celular ou até mesmo morte dessas células.

No entanto, muitas espécies de carrapato tém exibido tolerdncia a infeccdo por
Metarhizium spp. A cuticula do carrapato além de se apresentar como uma barreira fisica,
também pode agir como uma barreira quimica, prevenindo a infeccdo flngica, sendo
responsavel também pela tolerancia do artrépode. Ainda, a suscetibilidade pode ser ocasionada
pela resposta imune do artrépode apos a infecgdo fungica.

Em cada espécie de artropode, os hemdcitos podem reagir de uma diferente maneira
frente a uma infeccdo. O principal mecanismo desencadeado é através de fagocitose, mas outros
como encapsulamento e melanizacdo podem ocorrer. No entanto, os esclarecimentos na
literatura em relacdo ao mecanismo celular de defesa do carrapato R. microplus frente a uma
infeccdo fungica por Metarhizium spp. ainda sdo diminutos.

Os objetivos do presente estudo foram analisar a melhor metodologia para obtencédo de
hemacitos do carrapato bovino, descrever fisiologicamente essas células através de microscopia
de luz e eletronica e analisar a acdo que o fungo Metarhizium tem sobre essas células.

Sendo assim, um estudo morfo-fisiologico dos hemdcitos de carrapatos proporciona um
maior esclarecimento sobre a resposta imune celular mediante uma infeccdo fangica, assim
como as alteragdes morfologicas nos hemdcitos. E por fim, traz informacdes importantes para

o desenvolvimento de estudos futuros envolvendo o controle bioldgico.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus, o carrapato dos bovinos, Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae)
(MURREL; BARKER, 2003) ¢é o principal ectoparasita de bovinos em paises tropicais e
subtropicais como Australia e Brasil (DOMINGUEZ-GARCIA et al., 2010). Este artropode
tem importancia no cenario mundial devido aos sistemas de producéo carnea e leiteira. Diversos
fatores possibilitaram a dispersdo desta espécie de carrapato no territério brasileiro, sendo as
condi¢des climéticas e a presenca de racas européias no pais um dos fatores mais relevantes
(GRISI et al., 2002).

Carrapatos desta espécie estdo classificados na Subclasse Acari, da Classe Aracnida
Ordem Ixodida e Familia Ixodidae (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Anteriormente, a
espécie era denominada Boophilus microplus. No entanto, a partir de estudos propostos por
Murrel e Backer (2003), foi realizada a juncdo de dois géneros da familia Ixodidae, e entdo
Boophilus passou a ser um subgénero do género Rhipicephalus. Este carrapato € parasita de um
unico hospedeiro, tendo seu ciclo biolégico dividido em uma fase parasitaria e outra ndo
parasitaria. A parasitaria envolve o processo de fecundacéo, ingurgitamento e queda das fémeas
ao solo, enquanto que a fase ndo parasitaria envolve o processo de oviposicdo, seguida da
eclosdo das larvas e o encontro das larvas infestantes com o hospedeiro (WHARTON, 1974).

Além de ser vetor de diversos patdgenos como Babesia bigemina, Babesia bovis e
Anaplasma marginale, causadores da tristeza parasitaria bovina (HORN; ARTECHE, 1985),
R. microplus também é responsavel principalmente pela perda de producéo carnea e leiteira
devido a grande espoliacdo sanguinea causada por este parasito, levando a anemia e até mesmo
predispondo as infec¢bes secundarias e ao aparecimento de miiases. Segundo Grisi et al.,
(2014), os prejuizos causados por este artropode giram em torno de 3, 24 bilhdes de ddlares
anualmente devido principalmente ao hematofagismo que este acarreta.

Tendo em vista o controle deste ectoparasita, 0 uso de carrapaticidas quimicos vem
sendo utilizado de maneira inconsciente. Desta forma, o emprego errdneo destes produtos tem
acarretado o desenvolvimento de resisténcia por parte dos carrapatos as bases quimicas
empregadas, contaminacdo de ecossistemas, morte de espécies ndo-alvo, residuos de acaricidas
em derivados alimenticios de origem animal, contaminacdo ambiental e comprometimento da

salude animal e humana (PATARROYO et al., 2002). Por isso, a diminui¢cdo dos efeitos



deletérios causados por essas moléculas tem sido alvo de numerosos estudos nos Gltimos anos
(ERLER; ATES, 2015; CAMARGO et al., 2016).

Assim, uma das alternativas ao uso de carrapaticidas quimicos é a utilizacdo de
microorganismos, principalmente fungos, bactérias, e nematoides, sendo estes, potenciais
controladores de carrapatos (ZHIOUA et al., 1999; MONTEIRO et al., 2010). O fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae é considerado um dos agentes de maior
representatividade neste grupo, pois apresenta resultados significativos no controle de diversos
artrépodes (FANG et al., 2011) além de ocasionar um menor prejuizo ao meio ambiente,
levando a uma produgdo animal mais consciente e mais sustentavel (SAMISH et al., 2004).

2.2 Controle Microbiano Utilizando Fungos Artropodopatogénicos

Com o intuito de reduzir o uso de compostos quimicos assim como os efeitos deletérios
causados por eles, o controle microbiano se destaca no controle alternativo de diversos
artropodes.

Em 1726 surgiu a primeira classificacdo de entomopatdgeno, realizada por Réaumur,
no qual foi identificado o género de fungo Cordyceps atacando um lepidoptero. Posteriormente,
o fungo Beauveria bassiana foi identificado como agente causador da muscardine branca que
tinha relevante importancia na producéo de bicho-da-seda (ALVES, 1998). E partir destes
estudos iniciais, surgiram estudos envolvendo o uso de outras espécies de fungos
artropodopatogénicos, como Metarhizium anisopliae. Metarhizium spp possui ampla
distribuicdo na natureza e pode ser encontrado no solo mesmo apos longos periodos (LANZA
et al., 2009). Este fungo apresenta conidios uninucleados, hialinos ou fracamente corados e se
formam a partir de conidioforos simples, suas fialides sdo clavadas ou cilindricas e se
desenvolvem a partir do vértice das hifas (DRIVER et al., 2006).

No Brasil, Pestana em 1923 foi um dos primeiros a desenvolver estudos envolvendo
fungos atropodopatogénicos, e neste mesmo ano foi feita a identificacdo de uma espécie
denominada de Penicillium anisopliae (=Metarhizium anisopliae s.l.), sendo este um agente
promissor para o0 controle da cigarrinha Tomaspis liturata (ALVES, 1998). O género
Metarhizium é compreendido principalmente por fungos entomopatogénicos, sendo alguns
generalistas como € o caso de M. anisopliae que pode infectar diversas ordens de insetos,
enquanto alguns sdo especialistas como M. acridum que infecta apenas insetos da familia
Acrididae (GAO et al., 2011; Hu et al., 2014).



O controle microbiano de artrépodes apresenta diversas vantagens como a
especificidade e seletividade, efeitos secundarios (afetando as gera¢@es futuras do artrépode,
como por exemplo, a producdo de ovos), permite a comercializacdo de alimentos sem a
presenca de residuos quimicos e ainda permite a associacdo com diversas formas de controle
até mesmo com produtos quimicos mais seletivos (ALVES, 1998). No entanto, este tipo de
controle também apresenta algumas limitagdes que impossibilitam ainda sua aplicabilidade em
larga escala. A acdo mais lenta dos microrganismos devido ao seu periodo de incubacao, quando
comparados aos inseticidas, impossibilita um efeito imediato dos mesmos. Ainda, 0S
entomopatogenos dependem de condicBes favordveis para seu desenvolvimento como
temperatura, umidade e radiacdo solar (ALVES, 1998; FARIA; WRAIGHT, 2007).

Os fungos marcados molecularmente tém sido usados para uma melhor compreensao de
como esses entomopatdgenos entram e colonizam seus hospedeiros artropodes. A “green
fluorescent protein” (GFP), um exemplo desses marcadores, ja foi expressa em uma grande
variedade de organismos e é considerada uma excelente ferramenta para investigar as
propriedades dos fungos filamentosos (SPELLIG, et al. 1996). Esta proteina é produzida pela
agua marinha Aequorea victoria que possui luminescéncia (SHIMOMURA, 2005). A GFP é
um composto estavel com baixa ou nenhuma toxicidade quando fundida a outras proteinas, e é
relatado que o crescimento e a patogenicidade do fungo néo séo afetados (HU; ST LEGER,
2002; SCHWARTZ; PATTERSON, 2003). Apesar disso, em Rhipicephalus annulatus foi
mostrada uma tendéncia notavel de transformantes causar menos mortalidade do que cepas de
fungos do tipo selvagem (MENT et al., 2012). Assim, caracterizar a viruléncia de fungos GFP
contra R. microplus é notavelmente importante para futuros estudos que pretendam usar
carrapatos de bovinos infectados com esses fungos.

O uso de fungos como biocontroladores se destacou entre 0s demais microrganismos
devido ao fato de serem capazes de penetrar ativamente pela cuticula do artropode, secretando
proteases, quitinases e lipases, favorecendo assim a degradacdo dos constituintes da cuticula
(MADELIN 1967; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Fato este confirmado por Bittencourt et
al., (1999) ao avaliarem o mecanismo de penetracdo do fungo M. anisopliae em R. microplus
por microscopia eletronica de varredura. Ainda, os conidios de Metarhizium spp. sdo
geralmente hidrofébicos e o processo de adesdo na superficie do hospedeiro € mediado por
genes especificos ou ndo. Desta forma, a superficie da cuticula dos artrépodes favorece a adeséo
fungica, ja que a ultima camada da cuticula é constituida por lipidios, facilitando assim a fixacéo
dos propagulos fangicos (PEDRINI et al., 2007; ORTIZ-URQUIZA et al., 2013). Os genes



mais importantes no processo de adeséo s&o o0 Madl e ssgA e por isso afetam diretamente a
viruléncia do patégeno (WANG; ST LEGER, 2007; SEVIM et al., 2012). Posteriormente a
penetracao, as hifas presentes na hemolinfa se diferenciam em blastosporos e o hospedeiro pode
morrer por danos fisicos ou até mesmo toxinas excretadas pelo fungo (ROBERTS, ST LEGER,
2004). A morte do artrépode é desencadeada pela acdo de micotoxinas produzidas pelo fungo,
mudancas patolégicas que ocorrem na hemolinfa, acdo histolitica, bloqueio do sistema
digestorio e até mesmo morte por pressao mecanica dos 6rgdos (BIDOCHKA, et al. 1997,
ALVES, 1998). No entanto, o hospedeiro pode ter seu sistema imune ativado objetivando a
interrupcdo do processo infeccioso, desencadeando processos imunes como fagocitose,
formacdo de nodulos, melanizacdo, encapsulamento e também a secrecdo de peptideos
antimicrobianos.

Os fungos podem interagir de diversas maneiras com o0 meio ambiente, causando a
morte dos artropodes, podendo ser endofitico de plantas, antagonistas de doencas de vegetais,
promotores do crescimento de plantas e até mesmo colonizadores da rizosfera (VEGA et al.,
2009, BEHIE et al., 2012; JABER; SALEM, 2014, LACEY et al., 2015).

Atualmente, existem diversos produtos no mercado tendo como base fungos
artropodopatogénicos. Os pesticidas microbianos representavam em 2007 apenas 1-2% de
todos os pesticidas vendidos em uma escala mundial (MARRONE, 2007). No entanto, esses
produtos biolégicos tém demonstrado um constante crescimento no mercado em comparacao a
venda de produtos quimicos que vem consistentemente diminuindo (THAKORE, 2006).
Autores como Glare et al., (2012) ja haviam estimado que o crescimento de vendas de produtos
biologicos poderia atingir cerca de 3% em 2014. De acordo com o Conselho Cientifico Agro
Sustentavel (CCAS), em 2016 foram registrados 277 novos produtos fitossanitarios no Brasil e
destes, 38 foram biologicos, representando aumento de 65% em relacdo a 2015 e em 2017 a
estimativa de que o mercado de controle bioldgico atinja 15-20% de crescimento (FARIA,
2017). Mesmo com todo esse desenvolvimento positivo, o potencial uso de fungos
artropodopatogénicos no controle de artropodes ainda se mantem subutilizado, sendo
necessarios mais estudos e investimentos, principalmente levando em consideracdo a escassez

de produtos para o controle de carrapatos.

2.3 Sistema Imune Humoral de Invertebrados

A hemolinfa é um liquido circulante do corpo dos artropodes que consiste de uma
parcela celular e plasma. Este liquido é importante como fonte de carbono, mas ndo funciona
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como carreador de oxigénio e ndo existe um pigmento como em mamiferos (heme) para o
transporte do mesmo em insetos. Na verdade, a demanda de oxigénio é realizada pelas traquéias
(NATION, 2016). O sistema circulatorio é necessario para o transporte de nutrientes para as
células e os tecidos, principalmente servindo como estoque de trealose que é muito usada como
energia, principalmente para aqueles insetos que séo adaptados ao voo.

Animais multicelulares possuem diferentes mecanismos de defesa contra 0os mais
diversos patogenos. Esses organismos multicelulares apresentam a imunidade inata composta
pela resposta imune celular e a resposta imune humoral, além de também apresentar a resposta
imune adquirida mediada por linfocitos B e T. O sistema imune inato depende de fatores
codificados germinativos para o reconhecimento e morte de invasores, enquanto que o sistema
imunolégico adquirido produz receptores por rearranjo de genes somaticos que reconhecem
antigenos especificos e que permitem que 0s organismos desenvolvam uma memoria
imunolégica (FEARON, 1997).

Em artropodes, a cuticula e o epitélio de 6rgdos como intestino e ovario agem como a
primeira barreira fisica contra a invasdo de agentes patogénicos. No entanto, insetos nédo
desenvolvem a resposta imune adquirida e muito menos apresentam os diferentes tipos de
linfocitos e, para suprir a necessidade de um sistema imune mais ativo, estes organismos
possuem um sistema imune inato bem desenvolvido que permite uma rapida e generalista
resposta aos agentes infecciosos (MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009).

Mesmo que 0s insetos ndo apresentem uma imunidade adquirida, uma resposta imune
similar foi j& descrita em invertebrados, um fenémeno denominado de priming immune. Este
fendmeno pode estar relacionado com a adaptacao do sistema imune em modular a abundancia
e a resposta de diferentes populac6es de hemdcitos (RODRIGUES et al., 2010).

A resposta imune humoral envolve diversos peptideos antimicrobianos, cascatas
enzimaticas que regulam os processos de coagulacdo e melanizacdo da hemolinfa e ainda
envolve os processos de espécies reativas de oxigénio (GILLESPIE et al., 1997, VASS; NAPPI,
2001; SMITH; PAL, 2014). Ja a resposta imune celular envolve os processos de fagocitose,
nodulacdo e encapsulamento (BOMAN, 2003).

Muitos componentes da hemolinfa tem se mostrado muito ativos no reconhecimento e
também na eliminacdo de agentes invasores. Neste contexto, 0s peptideos antimicrobianos, que
sdo componentes da imunidade inata, desempenham uma importante funcdo de agir
rapidamente sobre parasitas, fungos e bactérias (BOMAN, 2003; BULET, et al., 2002). O
primeiro peptideo a ser caracterizado foi a cecropina em 1980 (HULTMARK et al., 1980), a



partir desse momento, novos estudos foram sendo desenvolvidos. A producdo desses peptideos
é claramente induzida por uma infeccdo séptica, e seus niveis variam de quase nao identificaveis
em animais ndo infectados até centenas de micromolares na circulacdo durante um periodo de
infeccdo (IMLER; BULET, 2005; KLEINO; SILVERMAN, 2014). Em carrapatos, as
defensinas sdo um dos peptideos mais conhecidos. Em insetos, essas defensinas s&o
primariamente expressas no corpo gorduroso e intestino (HOFFMANN; HETRU, 1992;
BOULANGER et al., 2002) ap6s a alimentacdo ou a invasdo de patdgenos e a atividade
antimicrobiana inicialmente é voltada para bactérias gram-positivas (FOGACA et al., 2004;
KOCAN et al., 2008). No entanto, algumas isoformas também podem ser efetivas contra
protozoarios, bactérias gram-negativas e fungos. Ainda, as defensinas também ja foram
expressas em hemacitos de carrapato (JOHNS et al., 2001; FOGACA et al., 2006, ZHOU et al.,
2006), ovario (LIMA et al., 2006) e glandulas salivares (LIMA et al., 2006).

Ap0s o reconhecimento de agentes invasores, ha o reconhecimento da sinalizacédo que é
liberada por células danificadas do hospedeiro. Recentes estudos demonstraram que as enzimas
dupla oxidases e peroxidases desempenham um importante papel no processo de sinalizacdo e
reconhecimento dessas vias (KIM; LEE, 2014). Ainda, diversos trabalhos tém detalhado o papel
essencial da imunidade gerada pela mucosa intestinal dos artropodes e a hemostasia (BAE et
al., 2010, DEKEN et al., 2013). As duplas oxidases também foram identificadas como recursos
para a producdo de espécies reativas de oxigénio do intestino dos insetos (KIM; LEE, 2014) e
desempenham a funcao de catalisar proteinas cross-linking que contribuem para a manutencao
da microbiota intestinal em mosquitos (KUMAR et al., 2010). Além de serem expressas no
intestino, as duplas oxidases também ja foram descritas em ovario e parecem estar envolvidas
com o endurecimento da camada externa do ovo atraves da producéo de peroxido de hidrogénio
(DIAS et al., 2013).

Diversas cascatas imunes servem para reconhecer e controlar a invasdo de patdgenos,
sendo dependentes da atividade de proteases especificas ou inibidores de proteases. As
proteases tém sido identificadas como principal componente para desempenhar processos de
coagulacéo, sintese de peptideos antimicrobianos e a melanizacéo de patdégenos (SOJKA et al.,
2011, JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). As serpinas sdo um grupo de serina inibidores de
protease que tem seu papel na regulacdo da inflamacédo, coagula¢do do sangue e a ativacdo do
sistema complemento em mamiferos. Ainda, esse grupo tem demonstrado grande contribuicéo
para a imunidade e fisiologia de diversos artrépodes, incluindo carrapatos como Ixodes

scapularis (MULENGA et al., 2009). Tanto as injurias causadas em artropodes assim como a



presenca de microrganismos patogénicos podem induzir as duas vias proteoliticas: coagulacéo
e melanizacdo (THEOPOLD et al., 2004).

Trés principais vias estdo envolvidas na ativacdo da resposta imune em artropodes,
sendo elas a via Toll, a imunodeficiéncia (IMD) e a januskinase (JK). A via Toll é ativada na
presenca de bactérias, virus e fungos, a via de imunodeficiéncia € ativada apenas na presenca
de bactérias gram-negativas e a via JK é semelhante a via de sinalizacdo de citocinas em
mamiferos (SHUAI, et al., 1993, LIU et al., 2011).

Bactérias gram negativas e fungos ativam diferentemente as cascatas de serino proteases
na hemolinfa. Em Drosophila, a maioria dos componentes das cascatas ainda ndo foram
identificados, no entanto, uma kinase conhecida como persefona e que é estimulada pela acao
fungica ja foi identificada (LIGOXYGAKIS et al., 2002). Esta kinase cliva a Spaetzle que é um
ligante ativador da via Toll. E finalmente, quando ativada, a via Toll estimulara uma cascata
intracelular de serino proteases no citoplasma de células do corpo gorduroso. Apenas algumas
proteinas foram identificadas como participantes das cascatas intracelulares como Tube e Pelle
que séo importantes para Drosophila (IMLER; HOFFMANN, 2001). Alguns genes que agem
na via Toll ja foram idnticados como Toll, Tube, Palle e Cactus e eles sdo reconhecidos por
operarem na resposta antifingica de Drosophila (NATION, 2016).

“Ja os radicais livres sdo capazes de reagir com outras biomoléculas e causar danos ao
material genético dos artropodes, além de participar ativamente da sinalizacdo celular
(THANNICKAL, FANBURG, 2000). Desta forma, esses radicais sdo importantes para o
desenvolvimento do artrépode e também séo indispensaveis para o sistema imune (PEREIRA
et al.,, 2001, MORGAN, LIU, 2011). O que foi demonstrado por Pan et al. (2012), onde
mosquitos que foram previamente infectados com Wolbachia apresentaram uma maior
producdo de radicais livres. Assim como, outros pesquisadores ja avaliaram que o 6xido nitrico,
um outro radical livre, tinha toxicidade contra parasitas e diversos patégenos (WANDURSKA.-
NOWAK, 2004).

2.4 Sistema imune celular

As reacOes celulares sdo desencadeadas imediatamente ap0s a invasdo de
microrganismos e diretamente envolvem o ataque desses microrganismos através dos
hemacitos (TAN et al., 2013). Os hemdcitos sdo células circulantes da hemolinfa e que também
podem ser encontrados em ligacdo com o corpo gorduroso, nefrcitos e glandulas salivares
(STERBA et al., 2011). Em insetos oito tipos de hemdcitos foram encontrados (prohemacitos,
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plasmatocitos, esferuldcitos, células granulares, coaguldcitos, células cristais, oenocitoides e
trombocitdides). No entanto, a maioria dos insetos ndo apresentam todos 0s 0ito tipos em um
mesmo estagio evolutivo (BROWNE, et al. 2013). A densidade dessas células na hemolinfa
varia durante a vida do inseto e também na resposta a introducéo de patdgenos. Essas células
séo divididas de acordo com sua morfologia e fungéo.

A classificacdo desses tipos celulares ainda € controvérsia em carrapatos, ja que alguns
autores indicam que existam apenas trés tipos basicos de hemdcitos, os prohemacitos,
plasmatécitos e granulécitos e que os plasmatécitos e granulécitos sdo as células mais
abundantes e estdo livremente circulando na hemolinfa de carrapatos duros (CARNEIRO;
DAEMON, 2001).

Os prohemdcitos sdo encontrados ocasionalmete na hemolinfa de fémeas ingurgitadas
de Ixodes ricinus e mais frequentemente na hemolinfa de larvas e ninfas de ixodideos
(BALASHOW, 1972). Essas celulas sdo pequenas e podem ter um contorno arredondado ou
ovalado (7pum x 9um) com um nucleo bem grande, grande nimero de mitocondrias e diversos
granulos (BOROVICKOVA; HYPSA, 2005). Em microscopia eletrénica, essas células contém
ribossomos e mitocondrias, mas pouco reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi
(NATION, 2016). Em insetos, essa célula representa até 10% do volume de células circulantes,
e tem sido classificada como células progenitoras. No entanto, recentes estudos tém
demonstrado que elas também podem desempenhar processos de fagocitose e que elas podem
surgir a partir da divisdo assimetrica dos granuldcitos, sugerindo que estas células ndo sdo
multipotentes (CASTILLO et al., 2006; KING; HILLYER, 2013; HILLYER; STRAND, 2014).

Os granulécitos de 1. ricinus sdo maiores (12um X 9um) e possuem numerosos granulos
de até 2um de diametro no citoplasma (BOROVICKOVA; HYPSA, 2005). Os granulos em
testes histoquimicos podem ser compostos por mucopolissacarideos e glicoproteinas. So as
células mais abundantes em insetos, podendo representar até 95% da populacdo total e
apresentam uma forte atividade de fosfatase acida. Em Insecta, a funcéo deste tipo celular ainda
é imprecisa, no entanto, alguns pesquisadores sugerem que elas tém a funcdo de estoque e
possivelmente funcdes secretorias (NATION, 2016).

Os plasmatdcitos sdo as células mais abundantes em carrapatos da familia Ixodidae e
eles possuem um tamanho variado (11pum x 9 pum) assim como uma forma variada. Esses tipos
de células ndo apresentam granulacfes, mas tem os filopddios como caracteristica marcante,
apresentam lisossomos primarios e secundarios, além de poderem apresentar também goticulas
de lipidios no citoplasma (BOROVICKOVA; HYPSA, 2005). Sao células que tem seu papel
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voltado para a fagocitose de agentes patogénicos (KUNH; HAUG, 1994). Ainda, essas células
podem conter enzimas lisossomais e podem estar envolvidas em outros processos como
encapsulamento, nodulacdo e no processo de cicatrizagdo em insetos (LACKIE, 1988,
RATCLIFFE; GOTZ, 1990).

Os esferuldcitos séo células menos abundantes, sdo de maior tamanho (11pum x 14pm).
Essas células sdo caracterizadas por apresentarem granulos brilhantes de formato tubular que
completa quase todo o interior da célula (BOROVICKOVA; HYPSA, 2005). Ainda néo se sabe
a funcdo deste tipo celular, no entanto, acredita-se que também podem estar envolvidos no
processo de fagocitose em alguns insetos (NATION, 2016).

Os oenocitoides foram observados em um grupo limitado de carrapatos. As células deste
tipo apresentam um formato ovalado, sdo grandes em tamanho (18,3um x 11.9um) e
apresentam numerosas invaginacées na membrana plasmatica além da presenca de granulos no
citoplasma (BRINTON; BURGDORFER, 1971). Em insetos, essas células compreendem certa
de 10% dos hemacitos circulantes, possuem nucleo excéntrico e citoplasma homogéneo, podem
ser binucleadas e lisam facilmente sem ocasionar coagulacdo da hemolinfa, e ndo séo celulas
fagociticas. Ainda, sdo células produtoras de peroxidases, que sdo enzimas limitantes no
processo de melanizacdo (LACKIE, 1988; HILLYER; STRAND, 2014).

Os hemdcitos sdo responsaveis pela resposta imune celular de artrépodes e participam
dos processos de fagocitose, nodulacéo e encapsulamento. No entanto, também existem outros
processos imunes que funcionam em concordancia com a resposta imune celular para a
eliminacdo de agentes patogénicos da hemolinfa desses artropodes (TSAKAS; MARMARAS,
2010). Os hemdcitos participam do processo de cicatrizacao atraves do processo de agregacao
na area da lesdo, onde algumas células fagocitam debris celulares ou patégenos. Alguns autores
chegam a correlacionar a fungdo de alguns hemdcitos com os fagdcitos de mamiferos
(BROWNE et al., 2013).

A fagocitose nada mais é que o reconhecimento, o englobamento e a destruicdo de
patdgenos invasores ou de células em processo de apoptose por hemaocitos. Em mamiferos, o
processo de fagocitose é desencadeado por células mononucleares como macréfagos e
monacitos e por um tipo de célula polimorfonuclear, que é o neutréfilo. No entanto, em insetos,
a fagocitose é desencadeada principalmente por plasmatdcitos e granuldcitos que estdo
circulantes na hemolinfa (LAMPROU et al., 2005; LAMPROU et al., 2007). Mesmo que outras

células possam estar envolvidas também nesse processo como 0s oenocitdides, mais estudos
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s80 necessarios para entender o verdadeiro papel desempenhado por essas células (LING, HU,
2005).

A fagocitose € um processo complexo que envolve a interacdo entre o fagocito e o
patdgeno, dependendo da sinalizagdo e respostas efetoras. Assim, a fagocitose se inicia quando
ocorre a indugdo da superficie do fagocito por células alvo. Alternativamente, 0s patdgenos
podem ser reconhecidos diretamente por receptores de superficie como por exemplo, a
calreticulina e apolipophorina (BROWNE et al., 2013). O processo fagocitico também é muito
importante para o desenvolvimento dos insetos, ja que este também é responsavel pela limpeza
de hemdcitos que sofreram morte celular (MAMALL, et al., 2008). Ainda, este processo
geralmente ndo é destrutivo para 0s hemdcitos, ao contrério de outros processos como
melanizacdo, coagulacdo e encapsulacdo que acabam com a vida util das células (BROWNE et
al., 2013).

O processo de nodulacéo € a reacdo de defesa celular predominante em insetos e se
refere a um agregado de hemocitos que englobam bactérias maiores. Os eicosanoides mediam
a nodulagdo em diversas espécies de insetos e algumas enzimas podem estar envolvidas no
processo de nodulacdo de hemdcitos de moscas (MILLER et al., 1999; SIDERI et al., 2008).

O encapsulamento se refere a ligagdo dos hemdcitos aos grandes invasores como
protozoarios e helmintos. Apos se aderirem ao patogeno alvo, os hemdcitos formam uma
capsula com multicamadas ao redor do patdgeno e posteriormente ocorre 0 processo de
melanizacao. Dentro da capsula, o agente patogénico € inativado pela producao local de radicais
livres citotdxicos ou por asfixia (NAPPI et al., 1995; NAPPI; OTTAVIANI, 2000).
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A melanizacdo ja se refere ao processo de formacao de melanina. Este processo tem uma
fundamental importancia na defesa de uma variedade de patdgenos e participa do processo de
cicatrizacdo, assim como a formacdo da cédpsula em diferentes espécies de lepidopteros e
moscas. O processo de formacdo de melanina é dependente do metabolismo da tirosina
(LAVINE; STRAND, 2001; LAVINE; STRAND, 2003).

Claramente que em cada espécie de artropode, 0s hemdcitos vao reagir de uma diferente
maneira frente a infeccdo. Em Aedes aegypti, quando este inseto é desafiado por Escherichia
coli, a resposta dos hemdcitos para esta infecgdo é através de fagocitose. Enquanto que para
outras bactérias como Micrococcus € a melanizacdo (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2002,
HILLYER et al., 2003). Desta forma, varios mecanismos distintos estdo envolvidos no processo
de fagocitose em insetos.

A presenca de carboidratos nas células é muito importante para fisiologia do artropode,
sendo compostos energeéticos responsaveis por fisiologicamente agir na reparacéo tecidual e na
proliferacdo celular. Desta maneira, quando um artropode € desafiado por um patdgeno, as
células podem ser mobilizadas para a liberacao de carboidratos, diminuindo a concentracdo dos
mesmos no citoplasma dos hemaécitos (CUNHA et al., 2012).

Em relacdo aos lipidios, os hemaocitos de insetos possuem deposicao lipidica em seu
interior, sendo uma glicoproteina denominada mucina a mais importante devido a sua atividade
microbioldgica, agindo na agregacdo e encapsulamento em vertebrados e invertebrados
(NIEUW AMEROGEN; VEERMAN, 2002). Ainda, quando desafiado por patdgenos, a
deposicéo lipidica em insetos pode ser influenciada (GUIMARAES et al., 2014).

O ndmero de hemdcitos circulantes em insetos é variavel de acordo com a espécie e
dentro de um mesmo individuo em momentos fisiologicos diferentes. O sexo, a idade e 0 estagio
de desenvolvimento do artropode podem influenciar no nimero de células a serem observadas.
Ainda, alguns hemdcitos sdo encontrados aderidos em alguns 6rgdos e sdo liberados para a
circulacdo apenas apds determinadas circunstancias como a muda de estagio evolutivo e durante
infeccdes (NATION, 2016). A concentracdo de hemdcitos circulantes em mosquitos adultos
pode diminuir com a idade do inseto, pode aumentar apds o repasto sanguineo e pode aumentar
ou diminuir quando o artropode ¢ desafiado por patdgenos (CASTILLO et al., 2006; HILLYER
et al., 2005; BRAYNER et al., 2007; BRYANT; MICHAEL, 2014; CASTILLO et al., 2011).
Estudos realizados em adultos de Anopheles gambiae demonstraram que estes possuem mais
hemacitos circulantes que A. aegypti em condigdes fisiologicas normais (COGGINS et al.,

2012; CASTILLO et al., 2006). Em carrapatos, a quantidade de hemdcitos circulantes na
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hemolinfa pode variar durante uma infeccdo fungica. Autores como Silva et al. (2006) e Freitas
etal. (2015) demonstraram que ocorre uma reducao do namero de hemdcitos circulantes quando
fémeas ingurgitadas de R. microplus sdo infectadas por B. bassiana, elucidando o papel
imunossupressor que os fungos desempenham. No entanto, o nimero de hemdcitos circulantes,

seja em insetos ou em carrapatos, ainda é muito controverso.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. Localizagédo de Realizacéo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no periodo de Margo/2016 a Julho/2017 nas

instalacGes dos:

e Laboratorio de Controle Microbiano de Artropodes (LCM) localizado na
Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitolégicas Wilhemn Otto Neitz
(EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de
Veterinaria (IV) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
Seropédica - RJ, Brasil;

e Laboratorio de Fisiopatologia do Instituto Butantan, Sdo Paulo — SP, Brasil.

3.2. Obtencéao de Rhipicephalus microplus

A obtencdo de Rhipicephalus microplus foi feita na EPPWON do Departamento de
Parasitologia Animal da UFRRJ. Foram utilizadas fémeas ingurgitadas coletadas do piso das
baias de animais artificialmente infestados e mantidos estabulados (aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA-UFRRJ n°113/2014). Ap6s a coleta, as fémeas ingurgitadas
foram lavadas em agua corrente e imersas por trés minutos em solucéo de hipoclorito de sodio

a 0,5% para a higienizacdo da cuticula, sendo posteriormente secas, identificadas e pesadas.

3.3 Padronizacéo da técnica de separacao dos hemacitos
3.3.1. Coleta da hemolinfa

As fémeas foram divididas em cinco grupos homogéneos contendo 20 fémeas em cada
(sendo realizadas 3 réplicas de cada grupo). A coleta da hemolinfa foi realizada através da
superficie dorsal da cuticula das fémeas, que foi perfurada com auxilio de uma agulha de 0,3
mm, a partir de suave pressao sobre o corpo do carrapato, realizando a coleta com um capilar
de vidro da mesma espessura da agulha acoplado a uma borracha flexivel (ANGELO et al.,

2010). As amostras foram alocadas em microtubos contendo 30 pL de coquetel de inibidores
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de protease (Inhibit® Sigma-Aldrich) e 82 uL. de tampao salina (NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM)

e mantidas no gelo durante toda a coleta.

3.3.2 Centrifugacéo da hemolinfa

Posteriormente & coleta, os microtubos contendo hemolinfa foram submetidos a
diferentes velocidades de rotacdo e tempo ou periodos de sedimentacdo, conforme descrito a
seguir: protocolo 1 - centrifugacdo a 500 x g durante trés minutos a 4 ° C de acordo com
Gillespie et al. (1997), protocolo 2 - centrifugacéo a 300 x g durante 10 min a 4 ° C de acordo
com Fogaca et al, (2004), protocolo 3 - centrifugacdo a 5040 x g durante 10 min a 4 ° C de
acordo com Silva et al. (2006), protocolo 4 - 12 horas de sedimentacéo e protocolo 5 - 24 horas
de sedimentacdo .

Ao término da centrifugacdo ou sedimentacdo, os hemocitos separados do plasma
foram ressuspensos em 20 mL de PBS (tampéo fosfato 0,1M, NaCl 1.5 M, pH 7.4). Ent&o, foi
estimado o nimero de células viaveis com o uso de corante azul de Tripan (Prolab) que cora
apenas células ndo viaveis (KONOPKA et al., 1996). Os hemocitos foram analisados e
quantificados em camara de Neubauer sob microscopia 0ptica em microscéopio binocular ZEISS
042 em magnificacdo de 40x. O volume de hemolinfa foi quantificado e padronizado para 50
mL. Para a avaliacdo das metodologias foi analisado a quantificacao total das células em camera

de Neubauer, a viabilidade celular e a presenca ou ndo de granulos.

3.4. Obtencdo e Manutencéo dos Isolados de Metarhizium spp

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados dois isolados fungicos, o isolado
ARSEF 2575 de Metarhizium robertsii e o isolado ARSEF 549 de Metarhizium anisopliae,
ambos cedidos pelo pesquisador Donald Roberts da Utah State University, EUA (tabela 1),
sendo utilizados os isolados que expressam GFP e sua respectiva cepa selvagem (Wt).GFP
foram utilizados para verificar se a marcacdo molecular interferia na viruléncia do fungo. Os
isolados foram mantidos sob condic6es controladas de temperatura e umidade (cultivado em
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa >80% durante
14 dias). Apds esse periodo, as placas de Petri contendo os isolados foram armazenadas a 4°C

até a realizacdo dos ensaios, sendo 0 armazenamento nao superior a trés meses.
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Tabela 1. Isolados de Metarhizium spp., M. robertsii e M. anisopliae, seus hospedeiros de
isolamento, regides geograficas de origem e ano de isolamento.

Isolado Hospedeiro do isolamento 0”9‘?”.” Ano
Geografica
ARSEF 2575 Coleoptera: Curculionidae Carolina do Sul, EUA 1988
ARSEF 549 Lepidoptera:Galacticidae Brasil

3.5 Preparo das Suspensdes e Viabilidade Fungica

Os conidios de cada isolado fangico foram raspados da superficie do meio de cultura,
suspensos em solucdo de adgua destilada estéril e Tween® 80 a 0,1% (Sigma) (LUZ et al., 1998)
e quantificados com auxilio de caAmara de Neubauer e microscépio Optico, segundo Alves
(1998), na concentragdo de 108 conidios mL™. Posteriormente, foi realizada uma diluicio para
obtencéo de uma suspensdo 107 conidios mL .

Uma aliquota de 10uL da suspensdo contendo 107 conidios/mL de cada isolado de
Metarhizium spp. foi depositada em placa de Petri contendo meio BDA, sendo incubadas sob
temperatura de 25 = 1°C e umidade relativa > 80% durante 24 horas. A determinagdo do

percentual de germinagdo dos conidios foi realizada segundo Alves (1998).

3.6 Ensaio biolégico com Fémeas Ingurgitadas

Para o0s bioensaios, foram realizados dois tipos de tratamento, um por imerséo e outro
por inoculacdo da suspensdo conidial. No tratamento por imersdo foram analisados o0s
parametros bioldgicos das fémeas ingurgitadas como o peso inicial das fémeas, peso total da
massa de ovos, percentual de eclosdo das larvas, peso residual das fémeas, indice de producéo
de ovos, indice nutricional, eficiéncia reprodutiva e percentual de controle. Ja para o tratamento
por inoculacdo, a hemolinfa foi coletada para processamento e posterior quantificacdo e

tipificacdo dos hemaocitos de R. microplus.

3.6.1 Tratamento por imersao

Para o bioensaio, as fémeas foram pesadas individualmente e divididas em nove grupos
contendo dez fémeas em cada, baseando se na formula de Yule (SAMPAIO, 2002). Desta
forma, apos a pesagem, as fémeas foram imersas em 1mL, durante trés minutos, nas suspensoes
fungicas ou na solucdo controle (dgua destilada com Tween ® a 0,1%) com as divisdes de grupo

como apresentado na tabela 2. Apds o tratamento, o excesso de suspensdo foi retirado e as
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fémeas foram fixadas em placa de Petri com auxilio de fita adesiva e foram acondicionadas sob
temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa > 80% para a avaliacao dos pardmetros bioldgicos.

Diariamente a postura das fémeas foi pesada e alocada em tubos para a avaliagcdo do
percentual de eclosdo das larvas. Os pardmetros biol6gicos avaliados foram o peso inicial das
fémeas (P.F), peso total da massa de ovos (P.T.M.O), percentual de ecloséo das larvas(%E),
peso residual das fémeas(P.R), indice de producdo de ovos(l.P.O.), indice nutricional(l.N),
eficiéncia reprodutiva(E.R.) e percentual de controle(%C).

O peso inicial das fémeas € o peso da fémea aferido individualmente antes do
tratamento, o peso da postura é o somatorio da postura diaria de cada fémea. O percentual de
eclosdo das larvas é a avaliacdo subjetiva do percentual de larvas eclodidas em relacdo ao total
de ovos. O peso residual das fémeas é o peso individual da fémea trés dias ap6s o término da
postura. O indice de producao de ovos é a razdo entre o0 peso da massa de ovos e 0 peso inicial
da fémea multiplicada por 100 (BENNETT, 1974). O indice nutricional é a razéo entre o peso
da massa de ovos e a subtracédo entre o peso inicial da fémea e seu respectivo peso residual,
sendo a razdo multiplicada por 100 (BENNETT, 1974). A eficiéncia reprodutiva € a razao entre
0 peso da massa de ovos e peso inicial da fémea, sendo a razdo multiplicada pelo percentual de
eclosdo e por 2000 (DRUMMOND, 1971). O percentual de controle é calculado através da
razdo entre a diferenca da média da eficiéncia reprodutiva do grupo controle e do grupo tratado
e a média da eficiéncia reprodutiva do grupo controle, sendo a razdo multiplicada por 100
(DRUMMOND, 1971).
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Tabela 2. Descricdo dos grupos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
estabelecidos para o tratamento por imersdo em suspensdo conidial com os isolados
ARSEF 2575 de Metarhizium robertsii e ARSEF 549 de M. anisopliae marcados com
green fluorescence protein (GFP) ou a cepa selvagem (Wt).

Siglas

Descricdo dos grupos

ARSEF 2575 GFP 10°

ARSEF 2575 GFP 10’

ARSEF 2575 wt 108

ARSEF 2575 wt 10’

ARSEF 549 GFP 10°

ARSEF 549 GFP 10’

ARSEF 549 wt 10°

ARSEF 549 wt 10’

CTR

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentragio de 10°

conidios/mL do isolado ARSEF 2575 marcado com GFP

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentragio de 107

conidios/mL do isolado ARSEF 2575 marcado com GFP

Grupo imerso em suspenséo conidial na concentragio de 10°
conidios/mL do isolado ARSEF 2575 Wt (cepa selvagem)

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentracdo de
conidios/mL do isolado ARSEF 2575 Wt

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentracdo de
conidios/mL do isolado ARSEF 549 marcado com GFP

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentracdo de
conidios/mL do isolado ARSEF 549 marcado com GFP

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentracdo de
conidios/mL do isolado ARSEF 549 Wt (cepa selvagem)

Grupo imerso em suspensdo conidial na concentracdo de
conidios/mL do isolado ARSEF 2575 Wt

Grupo controle imerso apenas a agua destilada estéril com
Tween® a 0,1% (v/v)

107

108

10’

108

107

3.6.2 Tratamento de fémeas ingurgitadas por inoculacao

Para o tratamento por inoculacao, as fémeas foram previamente divididas em dez grupos

contendo vinte fémeas em cada, 0s grupos estdo descritos na tabela 3. Desta forma, as fémeas

foram inoculadas com 5uL de suspensdo fungica no forame localizado entre o capitulo e o

escudo dorsal, com o auxilio de microscopico estereoscopio e seringa de insulina (JOHNS, et
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al., 1998). Os grupos controles foram inoculados com 5uL de uma solugdo de agua destilada e

Tween® a 0,1%. Cada grupo foi realizado em triplicata e repetido duas vezes.

Tabela 3. Descricdo dos grupos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
estabelecidos para o tratamento por inoculacdo com os isolados ARSEF 2575 de
Metarhizium robertsii e ARSEF 549 de M. anisopliae marcados com green fluorescence
protein (GFP) ou a cepa selvagem (Wt).

Siglas Descricdo dos grupos

ARSEF 2575 GFP 24h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 2575 marcado com GFP onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 24 horas ap6s a infeccéo.

ARSEF 2575 wt 24h Grupo ARSEF 2575 Wi (cepa selvagem), onde a coleta de hemolinfa foi
realizada 24 horas ap0s a infeccéo.

ARSEF 549 GFP 24h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 549 marcado com GFP, onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 24 horas apds a infecgao.

ARSEF 549 wt 24h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 549 Wt (cepa selvagem), onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 24 horas ap6s a infecgéo.

CTR 24h Grupo controle de fémeas ingurgitadas que ndo recebeu nenhum
tratamento e onde a coleta de hemolinfa foi realizada 24 horas apds.

ARSEF 2575 GEP 48h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 2575 marcado com GFP onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 48 horas ap6s a infec¢éo.

ARSEF 2575 wt 48h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 2575 Wt (cepa selvagem), onde
a coleta de hemolinfa foi realizada 48 horas ap6s a infeccéo.

ARSEF 549 GFP 48h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 549 marcado com GFP, onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 48 horas ap6s a infeccéo.

ARSEF 549 wt 48h Grupo inoculado com o isolado ARSEF 549 Wt (cepa selvagem), onde a
coleta de hemolinfa foi realizada 48 horas ap6s a infeccéo.

CTR 48h Grupo controle de fémeas ingurgitadas que ndo recebeu nenhum

tratamento e onde a coleta de hemolinfa foi realizada 48 horas apos.
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3.6.2.1 Coleta da hemolinfa

A coleta da hemolinfa foi realizada de acordo com a metodologia de Angelo et al., 2010
no item 3.3.1. Apds a coleta de hemolinfa, esta foi centrifugada a 500 x g durante trés minutos
a 4 °C e os hemdcitos foram separados do plasma e ressuspensos em 20 mL de PBS (tampéo
fosfato 0,1M, NaCl 1.5 M, pH 7.4).

3.6.2.2 Quantificacdo dos hemdcitos totais de fémeas ingurgitadas

A quantificacdo dos hemdcitos foi realizada nos grupos expostos aos fungos e seus
respectivos grupos controle. Apds a sua ressuspensdo em 20 uL de tampao fosfato pH 7,4 com
auxilio de Camara de Neubauer e microscopio éptico, adaptando a metologia empregada por
Alves (1998).

3.6.2.3 Identificacao dos tipos celulares por microscopia de luz convencional

Para a identificacdo dos hemacitos foi utilizada a hemolinfa das mesmas fémeas da
contagem total do nimero de hemdcitos. Tal identificacao foi realizada através de um esfregaco
a partir da sec¢éo da regido distal do tarso de uma ou mais patas e da leve presséo sobre o corpo,
com auxilio de tesoura e pin¢a oftalmica (BURGDORFER, 1970) e através de esfregaco entre
lamina e laminula. Apos a coleta em laminas, a gota de hemolinfa foi seca ao ar, fixada em
alcool metilico (P.A.), por 3 minutos e deixada em corante de Giemsa (proporcédo de 1:9 de
solucdo Tampdo Sorensem, pH 7,2) por 30 minutos. Apos este periodo, as laminas foram
lavadas em agua corrente para a retirada do excesso de corante, secas ao ar e avaliadas sob
microscopio 6ptico 40 x (SILVA, 2006). Também foi realizada a coloragio por Acido Periodico
de Schiff (PAS) para melhor diferenciacdo dos tipos celulares. Para a identificacdo foram

utilizadas 5 laminas por grupo.

3.6.2.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

Para a microscopia eletrénica de transmissdo foi escolhido apenas um isolado flungico
(ARSEF 2575-cepa selvagem, ja que a marcacdo molecular ndo influenciou na viruléncia dos
fungos e o isolado 2575 € utilizado como um padrdo para diversos testes) e um grupo controle
que foi inoculado apenas com agua destilada e Tween® a 0,1% (v/v). Cada grupo era composto

por 20 fémeas e 0 experimento foi realizado em duplicata.
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As células foram ressuspendidas em fixador glutaraldeido a 2% (Sigma-Aldrich, EUA)
em tampdo cacodilato 0,1 M (Sigma-Aldrich, EUA), pH 7.2, overnight (BRAYNER et al.,
2005). As células em suspensdo foram lavadas em solucdo de sucrose em 0,2 M tampéo
cacodilato pH 7.2 e pos-fixadas com tetroxido de 6smio a 1% (Sigma-Aldrich, EUA) em
tampao cacodilato. Depois realizou-se a desidratacdo, com solugfes de acetona a 30%, 50%,
70%, 90% e trés séries de 100%. As amostras foram embebidas em resina EPON e 0s cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila (Sigma), e identificados por microscopio
eletronico de transmisséo Jeol 100 CX II.

Em condicbes fisiologicas normais ou quando desafiados por patdgenos é dificil
encontrar um solido e confiavel critério de classificacdo para os hemdcitos de R. microplus.
Seguem abaixo as caracteristicas usadas como critério para classificacdo dos tipos de
hemacitos.

1- Granulos: a presenca ou auséncia, tamanho, formato e a estrutura dos granulos foram as
caracteristicas mais evidentes nos hemacitos. Foram identificadas trés variacOes
granulares (1) granulos eletrondensos, em sua maioria de formato circular, (2) pequenos
granulos eletronluscentes e (3) granulo de formato tubular.

2- Formato da célula: as células variaram de um formato circular a um formato ovalado.

3- Pseudopodes: Extensdes proeminentes da membrana plasmatica foram observadas nas
superficies de alguns tipos celulares. O nimero de projec¢des, o tamanho e o formato
dessas foram usados para distinguir os tipos de hemdcitos.

4- Nucleo: foram analisados o formato e localizagdo do nucleo assim como a relacdo de
tamanho entre o ndcleo e o citoplasma.

5- Atividade endocitica: a atividade endocitica foi determinada em alguns hemaocitos
através de lisossomos primarios e secundarios.

6- Outras organelas celulares: as células também se diferenciam pela presenca ou auséncia
de reticulo endoplasmatico rugoso.

7- Homogeneidade do citoplasma.
Para melhor vizualizacdo dos hemdcitos de Rhipicephalus microplus, foram

desenvolvidos desenhos esquematicos utilizando o programa CoreIDRAW Graphics Suite
2017.
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3.7An4lise Estatistica

A estatistica dos parametros bioldgicos e a contagem de hemdcitos foi realizada a partir
do programa BioEstat 5.3 (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua —Tefé — AM),.
Foi realizado um teste de normalidade (Shapiro-Wilk), sendo os dados ndo paramétricos
avaliados pelo teste de Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (SNK) (comparacao

entre as ordenagdes médias) com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 RESULTADOS
4.2. Padronizacao da técnica de separacdo dos hemacitos

Para a padronizacdo da técnica, cinco protocolos diferentes foram testados. Neste
experimento foi observado que a velocidade e o tempo de centrifugacdo bem como a
temperatura, influenciaram na deposicao celular das amostras no fundo do microtubo (Figura
1). Dois protocolos foram considerados as melhores opcfes para a coleta de hemdcitos de
Rhipicephalus microplus, foram: protocolo 1 (centrifugacdo de 500 x g por 3 minutos a 4 ° C)
e protocolo 5 (sedimentacdo a 8 ° C durante 24 horas). No protocolo 1, um sedimento leve foi
formado no microtubo (Figura 1A) e poucos granulos devido ao rompimento celular foram
observados (Figura 2A). Como segunda possibilidade, a sedimentacdo das amostras durante
24h a 8°C resultou em um sedimento mais suave (Figura 1E) com ressuspenséo facil e pequena
degranulagéo celular (Figura 2E).

Os outros protocolos apresentaram algumas limitacGes, quando as amostras foram
centrifugadas. No protocolo 2, o sedimento formado foi espesso (Figura 1B), mais condensado
e de dificil ressuspenssao, mostrando muitos granulos (Figura 2B). Quando a velocidade foi
aumentada no protocolo 3, o sedimento era ainda espesso (Figura 1C) e a ressuspensdo no
tampao PBS s0 era possivel usando uma ponta de pipeta, causando uma ruptura intensiva das
células (alta degranulacdo) e, consequentemente, levando a um nimero de células reduzidas
(Figura 2C). O protocolo 4 ndo foi suficiente para a formacdo do sedimento (Figura 1D),
tornando impossivel a quantificacdo e a analise dos hemdcitos (Figura 2D).

Os protocols 1 e 4 foram considerados os mais efetivos, apresentando mais células
intactas (Figura 3) e menor degranulacao celular, mesmo que a centrifugacao a 500 x g por trés
minutos a 4 ° C tenha apresentado um niimero maior de células ( média de 6,3 x 10° hemdcitos/
pL ) na contagem em camara de Neubauer (Figura 4).

A concentracdo de hemocitos variou de 1,8 (protocolo 2) a 6,3 x 10® hemdcitos/mL
(protocolo 1) (Figura 4). Além de resultar em poucas células ndo integras, a centrifugacéo a 500
x g durante 3 min a 4 ° C gerou uma maior concentragio de células (6,3 x 10° hemdcitos/mL).
Embora a sedimentacdo em 24hs também tenha mostrado alta concentracdo de células (5,8 x
10% hemocitos mL-1), as amostras ressuspensas ficaram turvas, sugerindo contaminagdo

bacteriana.
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A porcentagem de células ndo viaveis apds a impregnacao com azul de Tripan (Prolab)
foi menor para o protocolo 1 (5,6%), seguido de sedimentagédo por 24hs (10%) (Figura 3). Como
esperado, nos protocolos 2 (23,8%) e 3 (16%), o tempo de centrifugacdo mais longo e as
diferentes forcas de centrifugacao (300 ou 5040 x g) resultou em um maior nimero de células

ndo viaveis e possivelmente um maior aumento de degranulacéo celular.
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Figura 1. Amostras de hemolinfa de Rhipicephalus microplus ap6s diferentes protocolos de
centrifugacdo / sedimentacéo. (A) Protocolo 1: centrifugacédo a 500 x g durante 3 min
a4 ° C (B) Protocolo 2: centrifugacao a 300 x g durante 10 min a4 ° C; (C) Protocolo
3: centrifugacdo a 5040 x g durante 10 minutosa 4 ° C; (D) Protocolo 4: sedimentagéo
por 12h a 8°C e, (E) Protocolo 5: sedimentagdo por 24h a 8°C. A sedimentagdo celular
esta indicada pela seta preta.

Figura 2. Hemacitos de Rhipicephalus microplus visualizados em camara de Neubauer (20
x) obtidos a partir de diferentes protocolos de centrifugacdo da hemolinfa. (A)
centrifugacao a 500 x g durante 3 minutos a4 °C. (B) centrifugacdo a 300 x g durante
10 minutos a 4 °C. (C) centrifugacdo a 5040 x g durante 10 minutes a 4 °C. (D)
sedimentacdo durante 24 horas a 8 °C. Hemocitos estdo identificados pela seta
vermelha e granulos representados pela seta amarela.
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Figura 3. Percentual de hemocitos de Rhipicephalus microplus nao viavels apos cada
protocolo. As células impregnadas com azul de Tripan foram consideradas nédo
viaveis. Os valores médios (x DP) seguidos para a mesma letra ndo diferem
estatisticamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05). (-) Ndo houve
visualizagdo do sedimento. Um total de 300 celulas foram contadas em cada
protocolo. Os experimentos foram repetidos trés vezes.
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Figura 4. Concentracdo de hemdcitos de Rhipicephalus microplus obtida apds ressuspensédo
em tampéo fosfato. Os valores médios (x DP) seguidos para a mesma letra ndo
diferem estatisticamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05). (-) A
sedimentacdo ndo ocorreu apds o processamento.Os experimentos foram repetidos
trés vezes.
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4.1 Bioensaio com fémeas ingurgitadas

Todas as suspensdes flungicas utilizadas no tratamento das fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus apresentaram conidios viaveis (ou seja, > 98% de germinacdo dos
conidios) 24 horas apds a inoculagdo em BDA em condi¢des controladas (27 © C, RH > 80%).
Todos os parametros bioldgicos analisados sdo relatados na Tabela 4. A exposicdo das fémeas
por imersdo usando isolados da cepa selvagem de ARSEF 2575 e ARSEF 549 na concentracéao
de 108 foi efetiva para controlar as fémeas de R. microplus, reduzindo a o peso da massa total
de ovos em aproximadamente 22 e 28%, respectivamente, em compara¢do com 0 grupo
controle (ndo exposto a fungos) (Tabela 1). O isolado de ARSEF 2575 GFP em 102 conidios /
mL reduziu o periodo de incubacdo dos ovos de fémeas expostas em quase 23% em relagcédo ao
grupo controle e foi estatisticamente semelhante a cepa de tipo selvagem do mesmo isolado
fungico. Quanto a porcentagem de controle das fémeas, a cepa selvagem do isolado ARSEF
2575 também obteve melhores resultados, atingindo aproximadamente 38% (Tabela 1).

A cepa selvagem de ARSEF 2575 na concentracdo de 108 conidios/mL foi capaz de
reduzir 22% do indice de producdo de ovos e a cepa selvagem de ARSEF 549 na mesma
concentracdo reduziu este indice em 28% em comparacdo com o grupo controle. O indice
nutricional também foi reduzido em 22% e 29% quando ARSEF 2575 Wt e ARSEF 549 Wt
foram utilizados, respectivamente. Consequentemente, os resultados de ARSEF 2575 Wt e GFP
e ARSEF 549 Wt e GFP nas mesmas concentracbes foram muito semelhantes entre si,
demonstrando que a marcacdo molecular GFP ndo influenciou na acdo dos fungos contra R.
microplus quando os parametros bioldgicos sdo avaliados. A eficacia de exposicao in vitro dos

isolados testados foi considerada fraca devido as menores porcentagens de controle (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito sobre os parametros bioldgicos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apos imersdo em suspensdes de Metarhizium
spp ou 0,1% Tween® 80. Peso Inicial da Fémea (P. I. F.), Peso Total da Massa de Ovos (P. T. M. O.), Percentual de Ecloséo (PE), Indice
de Producéo de Ovos (I. P. O.), Indice Nutricional (1. N.) e Percentual de Controle (% Controle).

Grupo P.1.F.(9) P.T.M. 0.(9) P.E I.P. O. I. N. % Controle
CTR 0.2167+ 0.0183a 0.1319+ 0.0154a 96.50+1.93a 60.75+ 3.06a 74.98+ 5.46a -
ARSEF 2575 GFP 10° 0.2158+ 0.0180a 0.1027+ 0.0250bc 74.37+17.92a 47.42+ 10.96bc 58.30+ 12.03bc 38.74
ARSEF 2575 GFP 10’ 0.2177+£0.0171a 0.1217+ 0.0080ac 89.25+9.02a 56.16+ 4.76ac 64.02+ 5.08b 14.20
ARSEF 2575 WT 108 0.2180+£ 0.0183a 0.1115+ 0.0176bc 80.62+25.54a 51.39+ 8.27bc 58.90+ 8.84bc 30.00
ARSEF 2575 WT 10’ 0.2171+ 0.0176a 0.1205+ 0.0137ac 84.12+15.04a 55.61+ 5.64ac 63.08+ 5.59b 19.64
ARSEF 549 GFP 108 0.2168+ 0.0181a 0.0943+ 0.0201b 85.62+14.88a 43.60+ 8.43b 52.68+ 8.22¢ 35.40
ARSEF 549 GFP 10’ 0.2222+ 0.0192a 0.1129+ 0.0109bc 91.66+5.52a 50.99+ 4.71bc 63.71+5.80b 20.02
ARSEF 549 WT 10° 0.2158+ 0.0188a 0.1097+ 0.0143bc 93.37%6.14a 50.78+ 4.25bc 59.87+3.42bc 18.83
ARSEF 549 WT 10’ 0.2153+ 0.0202a 0.1187+ 0.0124ac 86.71+£16.97a 55.31+ 5.11ac 65.16+8.54b 17.11

(*) Detalhes sobre os tratamentos / grupos estao descritos no texto. Os experimentos foram conduzidos a 27 ° C e umidade relativa > 80%. Médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si (P>0,05). Os resultados foram avaliados usando Kruskal-wallis seguido
de SNK para dados ndo-paramétricos. O ensaio bioldgico foi repetido duas vezes.
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4.3 Tratamento de fémeas ingurgitadas por inoculagio
4.3.1. Quantificacdo dos hemdcitos

A quantificacdo dos hemdcitos foi realizada em cadmara de Neubauer e foi possivel
observar que apds 24 horas de tratamento, os isolados fungicos usados foram capazes de reduzir
a concentracdo do nimero de hemdcitos em até 86% quando comparados com 0 grupo controle.
Ainda, foi possivel observar que ndo houve divergéncia entre as cepas selvagens e as cepas com
marcacdo molecular, demonstrando que esta modificacdo genética ndo atrapalha na
performance do fungo. Apds 48 horas ndo foi possivel coletar a hemolinfa das fémeas
ingurgitadas inoculadas com Metarhizium spp, pois estas ja se encontravam hemolisadas,

contaminando assim as amostras de hemolinfa.
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Figura 5. Concentracdo de hemocitos de Rhipicephalus microplus 24 horas apés a
inoculacdo de Metarhizium spp. Os valores médios seguidos para a mesma letra ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05).

4.3.2 ldentificacdo dos tipos celulares

Através de microscopia de luz, foi possivel observar 5 tipos celulares (pro-hemacitos,
esferuldcitos, granuldcitos, plasmatocitos e oenocitoides) em fémeas ingurgitadas de R.
microplus em condicdes fisiologicas normais. Através de coloracdo por Giemsa foi
demonstrado a disposicdo do corante no nicleo e no citoplasma, todas as células apresentavam
0 nucleo basofilo e apresentaram as seguintes caracteristicas: os granuldcitos como células
circulares e se apresentavam de duas maneiras diferentes, uma com o nicleo mais central
(Figura 6B) e outra com o nacleo mais excéntrico (Figura 6C). Os plasmatocitos se

apresentaram com formato variado, com nulcleo deslocado da regido central e alguns
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apresentavam pseudopodes (Figura 6D). Os oenocitoides foram células encontradas de um
tamanho maior, com nucleo deslocado (6E) e os pro-hemaocitos foram células relativamente
pequenas, com o nucleo bem desenvolvido em relacdo ao citoplasma (Figura 6A). Em relacéo
a coloracdo por PAS, também foi possivel observar dois tipos de granulécitos, um com nicleo
mais central e outro com nucleo excéntrico (Figura 7A e 7B). Os plasmatécitos apresentaram
formato irregular, citoplasma com algumas vesiculas e possivelmente material granular corado
com coloragdo magenta (Figura 7C e 7D). Os oenocitdides eram células grandes, com nicleo
deslocado do centro (Figura 7E). Os pro-hemdcitos ndo foram visualizados nesta coloracao e
os esferulécitos sdo células de formato circular a oval com esferas de coloracdo rdsea no
citoplasma (Figura 7F), foram vizualizados apenas na coloracdo de PAS, em Giemsa as
caracteisticas foram muito semelhantes as apresentadas pelos granuldcitos, o que deixou a

caracterizacdo mais dificil.

Figura 6. Representacdo de alguns dos tipos celulares encontrados na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus. microplus, em condigdes fisiolégicas normais, atraves de
coloracdo por Giemsa. (A) Pré-hemdcito, (B e C) Granulécito, (D) Plasmatdcito
apresentando pseuddpode e (E) Oenocitdide.
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Figura 7. Tipos celulares encontrados na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus, em condicdes fisioldgicas normais, através de coloracdo por Periodic
acid-Schiff (PAS). (A,B) Granuldcitos, (C,D) plasmatdcitos, (E) oenocitoide e (F)
esferulécito. Barras (A-E) : 30 ume (F): 10 pm.

3.5 Microscopia Eletronica de Transmissao

De acordo com as especificacdes da presenca ou auséncia de granulos, formato da
celula, presenca ou auséncia de pseudopodes, disposi¢cdo do nucleo, atividade endocitica,
reticulo endoplasmatico e homogeneidade do citoplasma; as células puderam ser classificadas
da seguinte maneira:

Esferulécitos: células grandes (medindo aproximadamente 12-15 um), apresentando
esférulas ocupando praticamente todo o citoplasma e com eletrondensidades homogéneas
(Figura 8 A e 8B)

Pro-hemacitos: células pequenas ( variando de 6 a 7 um), de formato circular ou até
mesmo ovalado, com o nucleo ocupando grande parte da célula. O citoplasma € homogéneo,
rico em mitocondrias e poucas inclusdes granulares (Figura 9 A e 9B). As células tambem
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foram demonstradas em cortes semi-finos de microscopia eletronica (Figura 12), também sendo
demonstrado a presenca de um nlcleo ocupando grande parte do citoplasma da célula (Figura
13 F).

Granuldcitos: células circulares, medindo aproximadamente 9 um, podem apresentar
pontos de invaginacdo na membrana plasmaética, possuem poucos vactolos ou nenhum,
apresentam grande quantidade de granulos (Figura 13B e 13C) eletrondensos, o nucleo
levemente deslocado ou excéntrico ou podem também apresentar nacleo central (Figura 9C,
9D, 10 A,10B,10C e 10D).

Plasmatocitos: células fagociticas, possuem grande quantidade de lisossomos, sdo
células grandes ( aproximadamente 11 um), geralmente ndo apresentam inclusGes granulares,
mas algumas células foram observadas com uma leve granulacdo no citoplasma. Possuem
vaclolos em tamanho moderado (Figura 11 A, 11B, 11C e 11D) e podem apresentar
pseudopodes (Figura 10C, 12D e 12E).

Os oenocitoides foram visualizados apenas nos cortes semifinos de microscopia
eletronica, ja que sdo células pouco abundantes. Aparentemente sdo células muito grandes e
apresentam grandes vacuolizacbes em seu citoplasma, sdo diferente dos granuldcitos por
apresentarem células em formato de morula com grandes inclusdes acidofificas ou basofilicas
(Figura 13 A).
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Figura 8. Eletromicrografias de esferul6cios de Rhipicephalus microplus (A, B),
apresentando esférulas de diversos formatos e tamanhos (e) e apresentando nucleo
(nu). Barra =5 pum (A) e barra = 2 um (B).
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Figura 9. Eletromicrografias de (A,B) pré- hemaocitos de Rhipicephalus microplus e (C,D)
granuldcitos; pré-hemdcitos apresentando citoplasma homogéneo, nucleo (nu),
algumas mitocondrias (m) e pouco ou nenhum granulo eletrondenso (gd);
Granulécitos apresentando nucleo (nu), granulos eletrondensos (gd), granulos
eletronluscentes (gl), algumas mitocondrias (m) e projecGes da membrana plasmatica
(seta preta). Barra= 2 um.
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Figura 10. Eletromicrografias de granulocitos de Rhipicephalus microplus (A, B, C, D);
Granulécitos apresentando nucleo (nu), granulos eletrondensos (gd), algumas
mitocéndrias (m) e projeces da membrana plasmatica (seta preta) e granulos
eletronluscentes (gl). Barra = 2 um.
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plasmatdcitos apresentando nucleo (nu), alguns apresentando poucos granulos
eletrondensos (gd) e eletronluscentes(gl), numerosas mitocondrias (m), vacuolos (v)
e pseuddpodes (seta preta). Barra = 2 pum.
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Figura 12. Corte semi-finos de microscopia eletrénica de transmissdo de hemadcitos de
Rhipicephalus microplus corados com azul de Toluidina. Barra = 10 pm.
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Figura 13. Desenho esquematico das células de Rhipicephalus microplus. (A) Oenocitoide,
(B,C) granuldcito, (D,E) plasmatocito, (F) pro-hemdcito. v= vacuolo, g= granulo e
p=pseuddpode.

Algumas mudancas morfologicas foram encontradas em hemdcitos de R. microplus
apos a infeccdo fungica. Primeiramente, ndo foram observados pré-hemacitos; os granulécitos
se apresentavam com perda do contorno celular, menor quantidade de grénulos e presenca de
lisossomos secundarios (Figura 14A, 18D e 29 E). Essas células também apresentavam grande
quantidade de reticulo endoplasmatico (Figura 16 B) e granulos de formato diferente (Figura
17 A e 17C). Os plasmatdcitos se apresentavam como células com grande presenca de vacuolos
(Figura 18A — C e 19 A- D) e lisossomos secundarios (Figura 14B, 14C,16 A e 17B), também
possuiam grande quantidade de mitocondrias em proximidade com os lisossomos tardios
(Figura 14D). Alguns plasmatécitos apresentavam a heterocromatina do nucleo condensada
(Figura 15A) e mais granulos que os plasmatocitos em condicdes fisioldgicas (16 C e 16 D).
Ainda, nos plasmatdcitos foram observadas estruturas fangicas com dupla membrana (Figura
15B e 15C) no citoplasma da célula, em fagossomo, sugerindo um processo de fagocitose
(Figura 15 D e 15 E) e processos nao identificados que podem ser sugestivos de autofagia (16E
e 17D).
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Figura 14. Eletromicrografia de granuldcito e plasmatocitos de Rhipicephalus microplus
apos a infeccdo por Metarhizium spp. (A) Granuldcito apresentando ndcleo (nu),
algumas mitocondrias (m), granulos eletrodensos(gd) e deformag&o em seu contorno
celular; (B,C) plasmatdcitos apresentando nucleo (nu), lisossomos secundarios (Is),
mitocéndrias(m) e reticulo endoplasmatico rugoso (rr); (D)plasmatocitos
apresentando nucleo (nu), lisossomos secundarios (Is), vactolos (v)e a presenga de
mitocdndrias (m) em proximidade com os lisossomos. Barras = 2 pm.
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Figura 15. Eletromicrografia de plasmatocitos de Rhipicephalus microplus apds a infeccéo
e estruturas fungicas de Metarhizium spp. (A) Plasmatdcito apresentando ndcleo (nu),
granulos eletrodensos (gd) e eletroluscentes (gl), vacuolos, invaginacGes da
membrana plasmatica, possivel fagossomo com a estrutura fangica (Fu), processo
ndo identificado (pa) barra = 2um; (B) estrutura fungica apresentando dupla
membrana, uma parede primaria do esporo (ppe) e uma parede secundaria do esporo
(pse) e mitocénddria (m), barra = 500nm; (C) Estrutura fungica apresentando parede
dupla e nacleo (nu), barra = 500nm; (D) Plasmatocito apresentando nucleo (nu),
granulos eletrodensos(gd) e eletroluscentes (gl), lisossomos secundario (Is) e
vacuolos(v), barra = 2um; (E) Plasmatécito apresentando lisossomos secundarios
(Is), mitocdndrias(m), vacuolos (v) e possivel fagossomo com estrutura fungica
germinada (Fu), barra = 2um.

41



Figura 16. Eletromicrografias de granuldcitos e plasmatocito de Rhipicephalus microplus
apos a infeccdo e estruturas fungicas de Metarhizium spp. (A)Plasmatocito
apresentando nucleo (nu), reticulo endoplasmatico (rr), mitocondrias (m) e
lisossomos secundarios (Is) barra = 2um; (B)Granulocito apresentando nucleo (nu),
granulos eletrodensos (gd) e eletroluscentes (gl), mitocondrias (m) e reticulo
endoplasmatico(rr), barra = 2 um; (C) Plasmatdcito apresentando nucleo (nu),
mitocéndrias(m), reticulo endoplasmatico (rr), barra= 2 um; (D) Plasmatdcito
apresentando pseudopodes (seta preta), mitocondrias(m) e lisossomos secundarios
(Is), barra = 2 um; (E)estrutura fangica apresentando uma parede primaria do esporo
(ppe) e uma parede secundaria do esporo (pse), nucleo (nu), mitocondria (m),
processo ndo identificado (pa) barra = 1um.
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Figura 17. Eletromicrografias de granuldcitos e plasmatécitos de Rhipicephalus microplus
apos a infeccdo por Metarhizium spp. (A) Granulécito apresentando nucleo (nu),
algumas mitocéndrias (m), granulos eletrodensos(gd) e nacleo (nu), barra = 5um; (B)
Plasmatocito apresentando ndcleo (nu), lisossomos secundarios (lIs), vacuolos (v),
barra representando 2 um; (C) Granuldcito apresentando nucleo (nu), mitocéndrias
(m), granulos eletrodensos (gd) e eletroluscentes(gl) e granulos de aspecto tubular
(gt), barra = 5 um; (D) Plasmatdcito apresentando nacleo (nu), lisossomos
secundarios (Is), vacuolos (v), processo nao identificado (pa). Barra = 5um.
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Figura 18. Corte semi-fino de microscopia eletrbnica de transmissdo de hemdcitos de
Rhipicephalus microplus tratados com Metarhizium spp. e corados com azul de
Toluidina. Barra = 10 pm.
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Figura 19. Representacdo esquematica de cortes semi-finos de microscopia eletrdnica de
transmissdo de hemacitos de Rhipicephalus microplus tratados com Metarhizium spp. (A, B,
C, D e E) Plasmatécitos apresentando vacuolizacdo no citoplasma (v), (F) granulécito

apresentando granulos(g).
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5 DISCUSSAO

Atualmente, o uso de fungos artropodopatogénicos exibe grande vantagem no controle
bioldgico de carrapatos devido ao fato destes serem capazes de penetrar sobre a cuticula do
parasita através de enzimas como proteases, quitinases e lipases, favorecendo assim a
degradacdo da mesma (MADELIN 1967; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Desta forma, o
controle microbiano apresenta maior especificidade e seletividade em compara¢do com o
controle quimico, efeitos secundarios, permite a comercializacdo de alimentos sem a presenca
de residuos quimicos e ainda permite a associagdo com diversas formas de controle até mesmo
com produtos quimicos mais seletivos (ALVES, 1998).

Durante o processo infeccioso, o artropode pode se defender através da imunidade
humoral e a imunidade celular, sendo esta Gltima desenvolvida pelos hemdcitos (STERBA et
al., 2011). Hemdcitos séo células especializadas que circulam na hemolinfa e desempenham
um papel essencial no sistema imunologico de invertebrados, incluindo carrapatos. A coleta e
0 processamento das células do carrapato bovino ainda ndo possuem métodos padronizados,
como as técnicas atualmente descritas na literatura para outras espécies de carrapato e insetos
(GILLESPIE et al., 1997; HABEEB; ABOU EL-HAG, 2008; FEITOSA et al., 2015) nem
sempre preservam a integridade das celulas. Os protocolos utilizados com frequéncia para o
processamento de hemolinfa R. microplus sdo a) 5040 x g durante 10 minutos a 4 ° C ou b) 300
x g durante 10 minutos a 4 °© C (FOGACA et al., 2004; SILVA et al., 2006; FREITAS et al.,
2015). No presente estudo, quando alguns protocolos foram aplicados as amostras de hemolinfa
R. microplus, o sedimento formado no microtubo foi muito compacto, mostrando um volume
celular reduzido, além da presenca de granulos que indicam a ruptura de células granuladas. De
acordo com nossos resultados, quanto mais lenta a forca centrifuga, menor é a ruptura celular.

Estudos anteriores sobre a forca centrifuga e o tempo de centrifugacdo sdo relatados
apenas em células de mamiferos. Estudos na relacdo entre a velocidade da centrifuga e a
viabilidade celular das suspens6es de células do figado em ratos sdo descritos por Klaunig et
al., (1981). Algumas pesquisas sobre glébulos vermelhos demonstraram que menores forca de
centrifugacdo preservam a integridade das plaquetas, enquanto as forcas altas ativam as
plaquetas prematuramente (MARX, 2001; GONSHOR, 2002; DUGRILLON et al., 2002). Um
estudo, porém, relatou maiores concentracdes de células em maiores forcas g (MAIA et al.,

2009), opondo-se aos resultados obtidos com hemdcitos no presente estudo. Ferraz et al., (2007)
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testaram diferentes valores de RCF usando sangue de cées e relataram que altos valores de RCF
danificaram plaquetas, o que foi demonstrado nos resultados com hemdcitos no presente estudo.
Quanto maior o RCF, mais significativa é a deposicao de leucécitos no fundo do tubo, formando
um sedimento que ndo se dissolve prontamente, reduzindo o nimero de leucocitos colhidos.
Nos protocolos com menor forca centrifuga, a recuperacdo de leucdcitos foi maior, como
observado no presente estudo com hemacitos de R. microplus.

No presente estudo, as amostras centrifugadas de acordo com o protocolo 1 ou
sedimentadas durante 24h tiveram resultados estatisticamente similares quando o estudo
avaliou o numero de células recuperadas (Figura 4). Apesar disso, 0 tempo de armazenamento
influenciou diretamente a viabilidade e a contaminagéo das células. Um estudo usando glébulos
vermelhos relatou que alteragdes metabdlicas e fisicas apds o armazenamento das amostras,
como reducdo do pH, concentracbes reduzidas de adenosina 50-trifosfato (ATP) e 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) e acumulacdo de potassio extracelular podem ocorrer. Mudancas
fisicas, incluindo perda de membrana e alteragdes associadas a forma das células também foram
relatadas. Durante o periodo de armazenamento, as perdas de carboidratos, lipidios e proteinas
da membrana podem ocorrer por uma variedade de mecanismos, além de lesdes oxidativas de
proteinas, diminuindo a integridade do citoesqueleto e criando neo-antigenos (PUTTER;
SEGHATCHIAN, 2017). Fazio et al. (2012) demonstraram que o tempo de armazenamento
afetou linfocitos, mondcitos e neutréfilos em amostras tratadas com EDTA, heparina ou citrato
de sddio. Outro estudo também observou as mesmas mudancgas (FAGGIO et al., 2013). As
analises em amostras de sangue humano e equino relataram um aumento no volume de células
armazenadas durante varias horas em temperatura de refrigeracdo (GULATI et al., 2002;
CLARKE et al., 2002). Nos hemdcitos, hd poucos estudos que investigam a viabilidade das
células apos o armazenamento; Cheng e Chen (2000) sugeriram que o pH diminuido ou
aumentado conduz a reducao da concentracdo de hemdcicos e leva a producao de fenoloxidase.
No presente estudo, os niveis de fenoloxidase ndo foram medidos, apesar disso, sugerimos que
guanto maior o tempo de armazenamento das amostras, mais facilmente elas podem ser
contaminadas, o que é um problema sério para a cultura celular.

Alguns fungos entomopatogénicos sdo conhecidos por ter alta viruléncia contra
carrapatos, bem como contra diferentes espécies de insetos (ROBERTS; ST LEGER, 2004;
WANG; ST LEGER, 2006; LEEMON et al., 2008; SAMISH et al., 2014; PERINOTTO et al.,
2017). No presente estudo, as duas espécies de Metarhizium ndo eram altamente virulentas

contra fémeas ingurgitadas de R. microplus ap6s imersdo em suspensdo fungica. Varios fatores
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estdo envolvidos na viruléncia de um isolado flngico em artrépodes, especialmente carrapatos
que sdo muito mais tolerantes em comparacdo com insetos (CARRILLO et al., 2015; ERLER
et al,, 2015, MOHAMMADYANI et al., 2016; ROT et al.,, 2013; ALVES et al., 2017,
FISCHHOFF et al., 2017). Alguns fatores sdo muito importantes para 0 aumento da viruléncia
como a suscetibilidade das populacGes de alguns hospedeiros, suas espécies e estagio de vida
(ou seja, algumas espécies e estagios de vida sdo mais suscetiveis do que outros), e também a
quantidade de propégulos flngicos necessarios para matar o artropode (ALDEN et al., 2001;
MENT et al., 2012). Desta forma, sugere-se que a baixa viruléncia dos isolados ARSEF 2575
e ARSEF 549 para carrapatos, além da alta tolerancia desenvolvida por carrapatos adultos
quando expostos a fungos entomopatogénicos (OJEDA-CHI et al., 2010; CAMARGO et al.,
2012), explica a baixa porcentagem de controle dos carrapatos observada no presente estudo.
Além disso, as cepas de fungos mutantes foram usadas para demonstrar que a mutacéo de GFP
ndo influenciava a viruléncia de fungos contra carrapatos e funcionava bem para a
transformacéo de diversas espécies de Metarhizium, tendo Ment et al., (2012) demonstrando
que ha uma tendéncia de diminuicéo da viruléncia em cepas modificadas (MOON et al., 2008;
MENT et al., 2012).

O numero de hemacitos circulantes em insetos varia de acordo com a espécie e dentro
de um Unico espécime em diferentes fases fisiologicas. O sexo, idade e estagio de
desenvolvimento do artrépode podem influenciar no namero de células na hemolinfa (NATION
et al., 2016). Além disso, alguns hemdcitos sdo encontrados aderidos em alguns 6rgaos e sao
lancados em circulacdo somente apds circunstancias oportunas, como ativacdo do sistema
imunologico ou muda (NAPPII, 1974; STOEPLER et al., 2013; NATION, 2016). O nimero de
hemacitos que circulam em mosquitos adultos pode diminuir com a idade do inseto, pode
aumentar ap0s o repasto sanguineo e pode aumentar ou diminuir quando esse artropode é
desafiado por agentes patogénicos (HILLYER et al., 2005; CASTILLO et al., 2006;
BRAYNER et al., 2007; CASTILLO et al., 2011; BRYANT; MICHAEL, 2014). Estudos com
Anopheles gambiae adultos mostraram que eles tém mais hemacitos circulantes do que Aedes
aegypti em condices fisiologicas normais (CASTILLO et al., 2006; COGGINS et al., 2012).
Nos carrapatos, a quantidade de hemdcitos circulantes na hemolinfa pode variar durante uma
infeccdo por fungos; esses estudos relataram uma reducdo no nimero de hemacitos circulantes
quando as fémeas ingurgitadas de R. microplus foram infectadas com Beauveria bassiana,
explicando o papel imunossupressor dos fungos entomopatogénicos (SILVA et al., 2006;

FREITAS et al., 2015), assim como os resultados do presente estudo.
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No carrapato bovino, os estudos envolvendo morfologia celular e ultraestrutura séo
escassos e por esse motivo, a identificacdo através de microscopia 6tica e de transmissdo foi
baseada em outras espécies de carrapatos e outros artropodes (CARNEIRO; DAEMON, 1997;
BOROVICKOVA; HYPSA, 2005, HABEEB; EL-HAG, 2008; FEITOSA, et al., 2015). Em R.
microplus, estudos mais recentes foram desenvolvidos por Silva et al, (2006) que relataram 0s
tipos celulares encontrados através de microscopia 6tica, apresentando-se como pré-hemdcitos,
granulécitos, plasmatdcitos, esferuldcitos, adipohemadcitos e oenocitdides, sendo os Ultimos
dois tipos celulares encontrados em menor abundéancia. No entanto, no presente estudo, em
microscopia 6tica convencional, apenas cinco tipos celulares foram encontrados: pro-
hemdcitos, granulécitos com diferentes morfologias, plasmatécitos, esferulocitos e
oenocitodides, diferindo também dos estudos envolvendo a espécie Rhipicephalus sanguineus
que também apresentaram adipohemdcitos (FEITOSA et al., 2015).

A microscopia eletrénica € muito importante para a classificagdo dos hemdcitos. No
entanto, ndo existe ainda na literatura a descrigéo ultraestrutural das células da hemolinfa de R.
microplus. Desta forma, as descricdes morfologicas foram comparadas com os achados em
outras espécies de carrapato ( BOROVICKOVA; HYPSA, 2005, HABEEB; EL-HAG, 2008;
FEITOSA, et al., 2015).

No presente estudo, os pro-hemdcitos se apresentavam como células de morfologia
semelhante as descritas anteriormente por Habeeb e EIl-Hag (2008) e Feitosa et al. (2015) em
outras especies de carrapatos. Na ultraestrutura, elas contém ribossomos e mitocéndrias, mas
pouco reticulo endoplasmatico e Golgi. As caracteristicas semelhantes desse tipo de hemdcito
em diferentes literaturas podem estar relacionadas com a funcdo da mesma, sendo responsavel
possivelmente pela precursdo de outros tipos de hemocitos (LAVINE; STRAND, 2002,
KAVANAGH; REEVES, 2004). No entanto, ainda é incerta a origem dos outros tipos celulares
(NATION, 2016).

Em relacdo aos plasmatdcitos, essas células eram bem abundantes, polimérficas, nucleo
central ou excéntrico, possuiam vesiculas de diferentes tamanhos, vacuolos pequenos e
mitocondrias (SONENSHINE; ROE, 2014). Esse tipo celular era identificado como célula
agranular anteriormente (KUHN; HAUG, 1994), no entanto, no presente estudo essas células
se apresentavam com projecdes citoplasmaticas e pseudépodes e com citoplasma agranular e
levemente granular, diferente dos achados de Feitosa et al. (2015) que demonstraram que 0S
plasmatdcitos possuiam apenas pequenas granulagdes. Desta forma, sugere se que este tipo

celular esteja fortemente envolvido na resposta imune, sendo responsavel pela remocéo de
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celulas apoptoticas, mas principalmente pelos processos de fagocitose e encapsulamento de
patdgenos, sendo semelhante aos monacitos de vertebrados (TOJO et al., 1999; HI et al., 2015).

Os granuldcitos de insetos sdo células geralmente elipticas e ultraestruturalmente
apresentam atividade de protease e seus compartimentos lisossomais possuem fosfatase acida
(NATION 2016). Para outras espécies de carrapato como O. moubata e I. ricinus, 0s
granulécitos foram descriminados em dois tipos, baseando se na eletrondensidade dos seus
granulos e sua maturacio (BOROVICKOVA; HYPSA, 2005; SONENSHINE; ROE, 2014). Ja
0s autores que investigaram hemdcitos de R. sanguineus afirmaram que as diferencas séo
somente devido a maturagdo celular (FEITOSA et al., 2015). No presente estudo, as células
além de apresentarem granulos de diferentes eletrondensidades e tamanhos, também
apresentaram disposicdo variada em relagdo ao ndcleo, algumas células apresentaram nlcleo
central e outras periférico. No entanto, ndo discriminamos como células diferentes, ja que é
necessario investigar a composicdo dos granulos antes de escalonar essas células em outra
classificagéo.

Os esferulocitos séo células menos abundantes, mas em R. sanguineus aparentemente
elas apresentam maior abundancia (CARNEIRO; DAEMON, 1997 ; FEITOSA et al., 2015).
Séo celulas com esférulas recobrindo quase totalmente o citoplasma e presenca de poucas
organelas, corroborando com os achados neste estudo, assim como outros estudos em insetos
(BRAYNER et al., 2005) e em carrapatos (SONENSHINE; HYNES, 2008). Em insetos, este
tipo celular pode estar envolvido com a renovacao tecidual, transporte de diversas substancias
como hormdnios e até mesmo a producéo de algumas proteinas da hemolinfa (NEGREIRO et
al., 2004).

Adipohemdcitos sdo células encontradas em insetos e algumas espécies de carrapato e
apresentam numerosas goticulas lipidicas de tamanho e forma variadas, que ocupam quase que
totalmente o citoplasma, algumas mitocdndrias e nucleo excéntrico (CUNHA et al., 2009). Em
Aedes aegypti, este tipo celular é consideradado o segundo mais abundante e ainda podem
conter alguns granulos (HILLYER; CHRISTENSEN, 2002). Em carrapatos, ndo tém muitos
estudos envolvendo este tipo celular e em R. sanguineus este tipo celular foi raramente
encontrado na hemolinfa (FEITOSA et al., 2015). No presente estudo, ndo foi encontrado este
tipo celular corroborando com outros estudos envolvendo outros carrapatos
(BOROVICKOVA; HYPSA, 2005; HABEEB; EL-HAG, 2008). Desta forma, o fato desta
célula ndo ser encontrada na hemolinfa de R. microplus possivelmente se deve ao fato da sua

baixa abundancia ou até mesmo devido ao fato de que essas células sdo microscopicamente
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idénticas as células do corpo gorduroso, o que poderia levar a classificacdo errdnea desses
hemdcitos, podendo ser também plasmatdcitos repletos de goticulas lipidicas (GUPTA, 1985;
HILLYER; CHRISTENSEN, 2002; NATION, 2016).

Os oenocitdides sdo células de formato e tamanho variados, ndo apresentam
pseuddpodes e o nucleo é geralmente excéntrico (GUPTA, 1985). Séo células ndo fagociticas,
mas que podem estar envolvidas com o processo de encapsulamento (EGGENBERGER et al.,
1990). Em microscopia de luz, essas células apresentam citoplasma homogéneo ou com
pequenas granulacGes refrateis (CARNEIRO; DAEMON, 1997). Em microscopia eletrnica,
este tipo celular se apresenta como pobre em organelas, mas pode apresentar algumas
mitocdndrias e vesiculas eletronluscentes (GIULIANINI et al., 2003). Em carrapatos, este tipo
de célula é pouco abundante, assim, neste trabalho foram encontradas poucas células e apenas
na microscopia de luz. Desta forma, sugere se que a baixa abundancia dessas células no presente
estudo se deve ao fato delas se romperem facilmente e esse rompimento esta associado com a
mobilizacdo de calcio, ativando principalmente a proteina quinase C e abrindo os canais de
calcio, gerando assim uma pressdo osmotica intracelular e ocasionando o rompimento das
células (SHRESTHA et al., 2015).

O presente estudo demonstrou que o entomopatdgeno Metarhizium spp. além de causar
a morte do artropode por compressdo mecanica ou pela liberacdo de toxinas, também pode
ocasionar letalidade para as células do carrapato R. microplus, possivelmente ocasionando
morte celular. Mas para melhor mimetizacao do processo infeccioso, blastosporos poderiam ser
empregados na avaliacdo de morte celular. Apos a infeccdo fungica, ndo foram vizualizados
pro-hemocitos e as populacbes de hemocitos mais observadas foram os granuldcitos e
plasmatdcitos.

Os granuldcitos dos carrapatos expostos ao fungo se apresentavam aparentemente com
menor quantidade de granulos, os granulos apresentavam eletrondensidades diferentes e até
mesmo formato diferenciados, presenca de vacuolos e lisossomos. Estas células sdo guiadas
para iniciar, mediar e terminar o processo de encapsulamento, formando uma monocamada
sobre o0 agente estranho (SONENSHINE; HYNES, 2008). No entanto, no presente estudo ndo
foi visualizado processos de encapsulamento do fungo Metarhizium spp, devendo se ao fato
dos tempos de tratamento utilizado serem muito longos.

Os plasmatocitos se apresentavam com vacuolizacdo e presenca de lisossomos
secundarios repletos de material de eletrondensidades diferentes. Nos experimentos realizados

neste trabalho, o fungo foi internalizado nas células e aparentemente as células mesmo com a
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presenca de vacuolos e lisossomos, apresentavam mitocondrias em funcionamento normal,
demonstrando que as células estavam viaveis, mesmo quando o fungo estava em processo de
germinacdo. No entanto, mais estudos sdo necessarios para investigar o completo processo de
fagocitose ou internalizacdo fungica e os decorrentes processos autofagicos dos hemacitos.

A ndo visualizacdo de outros tipos celulares como pro-hemdcitos, esferuldcitos e
oenocitéides na hemolinfa apds a infeccdo fungica se deve possivelmente pela reducdo da
concentracdo dessas células , possivelmente ocorrendo porque essas células ndo possuem
funcéo especifica na defesa celular e por essa razao sdo mais vulneraveis a acdo dos patdgenos
(LAVINE; STRAND, 2002; CUNHA et al., 2009). Pro-hemdcitos também podem estar em
menor concentracdo na hemolinfa de artropodes expostos a patdgenos porque estas células
podem ter se diferenciado em granuldcitos e plasmatdcitos (FEITOSA, 2015). Ainda, as
destruxinas, metabolitos secundarios, produzidas por Metarhizium podem promover a apoptose
dos hemdcitos, diminuindo assim o numero de hemocitos circulantes na hemolinfa e
consequentemente reduzindo também a concentracdo de proteinas hemocitarias (WIEGAND et
al., 2000).

Os hemocitos possuem diversas fungdes, principalmente aquelas voltadas para a
protecdo dos artropodes contra patdégenos, producdo e secrecdo de peroxidases, encapsulamento
e fagocitose (NATION, 2016). As interacdes entre fungos e hemdcitos de carrapato ndo séo
bem elucidadas, desta forma, € muito importante a caracterizacdo morfoldgica dessas celulas e
as alteracdes ocasionadas em processos infecciosos para que se investigue a tolerancia que
alguns artrépodes podem desenvolver aos agentes entomopatogénicos através da resposta
imune celular.

A noducdo em insetos é caracterizada pela agregacdo de um grande ndmero de
hemacitos ao redor do patégeno e pode ou nao sofrer o processo de melanizacdo. A formacao
dos nodulos pode ser mediada por lectinas, mas o processo ainda nao foi bem caracterizado
(NATION, 2016).

O encapsulamento de patdgenos ou corpos estranhos é um dos processos mais comuns
de defesa em artrépodes e visam o englobamento de alvos maiores como nematdides. Em
insetos, 0s granuldcitos séo responsaveis por este processo, no qual varias camadas das células
envolvem o patégeno, formando uma cépsula e conseguindo inativa-lo pela producéo de
radicais livres (NAPPI;OTTAVIANI, 2000). Em carrapatos, este processo pode ainda envolver
os plasmatdcitos (KOPACEK et al., 2010).
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O parasitismo por fungos em células de artrépodes tem sido relatado apenas envolvendo
o fungo Microsporidium, que séo eucariotos, parasitas obrigatorios de diversas espécies animais
e que foi considerado um fungo entomopatogénico (POLAR et al., 2008). Além disso, um
grande numero de patdgenos sdo capazes de sobreviver nas células hospedeiras, como por
exemplo o que acontece com o fungo Histoplasma capsulatum que pode ser fagocitado por
macréfagos alveolares e ainda s@o capazes de se multiplicar no interior da célula ( NEWMAN
et al., 2006). Supostamente, a colonizacdo intracelular do fungo pode favovecer este patdégeno,
permitindo algum tipo de laténcia e assim desestabilizar a satde do hospedeiro. Ainda, alguns
fatores como a falta de nutrientes e estresse podem ocasionar um rapido crescimento fangico,
levando a dessecacdo e morte do artropode (KURTII et al., 2008).

Estudos envolvendo o uso de fungos entomopatogénicos para o controle do carrapato,
tem utilizado grandes concentragdes fungicas administradas sobre a cuticula do artropode ou
diretamente inoculado na hemocele (SILVA et al., 2006; FREITAS et al., 2015). Contudo, essas
condicdes nao refletem o que naturalmente ocorre no meio ambiente, ja que as concentragdes
fungicas nunca sdo altas (QUESADA-MORAGA et al., 2007). Além disso, 0 uso de
blastosporos poderia estimular o processo de fagocitose e contribuir na elucidacéo da resposta
imune celular em R. microplus, ja que o conidio tem o poder de penetracdo pela cuticula do
artropode e depois tem sua diferenciacdo celular, aproximando os resultados de fagocitose aqui
encontrados com a realidade.

Quando expostos a patdgenos como virus, bactérias, protozoarios e outros
microrganismos, 0s hemaocitos conseguem responder a infeccdo (NATION, 2016). A populacao
de células aumenta consideravelmente na hemolinfa até que os patdgenos sejam eliminados.
Contudo, quanto mais patogénico € o microrganismo, mais facilmente este levara a morte
celular através de processos autofagicos. Além disso, a via autofagica parece ter um papel
importante durante a interacdo patdgeno-célula hospedeira, favorecendo ou dificultando a
infeccdo. Esta autofagia, consiste no mecanismo de degradacdo de quaisquer componentes
citoplasmaticos através da via lisossomal, de modo seletivo ou ndo seletivo. Este processo
ocorre fisiologicamente durante todo o ciclo celular, mas é exacerbado em condicGes de estresse
como na deprivacdo nutricional. Além disso, a autofagia promove em determinados tipos
celulares a modulacdo do ciclo celular, crescimento, apresentacdo antigénica, producdo de
citocinas e degradagdo de patdgenos intracelulares (MUNZ, 2009). O desequilibrio dessa via

autofagica (aumento ou reducdo) pode provocar morte celular autofagica (KROEMER,;
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LEVINE, 2008). Assim foi demonstrado no presente estudo, onde processos autofagicos
apareceram nos grupos desafiados por Metarhizium.

Desta forma, o estudo aqui desenvolvido demonstra a primeira avaliacdo de hemdcitos
de R. microsplus em microscopia eletronica de transmisséo e tenta elucidar a resposta imune
celular do carrapato bovino para que se possa chegar a uma classificacdo dos hemdcitos de uma
maneira mais correta e assim, poder investigar o papel dessas células na resposta aos fungos

entomopatogénicos.
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6 CONCLUSOES

Apos todas as avaliacbes do presente estudo, foi possivel concluir que:

e O melhor protocolo para a obtencdo de hemdcitos integros para Rhipicephalus

microplus é a de 500 x g durante trés minutos.

e Os isolados de Metarhizium spp., mesmo quando marcados com GFP ndo
apresentaram diferenga em sua viruléncia em comparacdo com as cepas

selvagens em ensaio biologico com fémeas de R. microplus.

e Os hemocitos de R. microplus em condigOes fisiolégicas normais podem ser
classificados em pré-hemdcitos, granuldcitos, plasmatocitos, esferuldcitos e
oenocitoides.

e ApoOs a infeccdo fungica foi possivel identificar que os hemocitos de R.
microplus sdo capazes de fagocitar Metarhizium spp. e podem apresentar

alteracdes em sua morfologia.

e Os hemacitos de R. microplus podem sofrer processos sugestivos de autofagia.
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