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RESUMO

CORREA, Thais Almeida. Influéncia da dopamina na resposta imune celular de
Rhipicephalus microplus inoculados com Metarhizium anisopliae 2021. 32p. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Atualmente, o controle de Rhipicephalus microplus é amplamente realizado por meio do uso
de acaricidas quimicos, porém o uso indevido desses produtos contribui para o
desenvolvimento de populacbes de carrapatos resistentes, contaminacdo de produtos de
origem animal e do meio ambiente por seus residuos. Diante dessa situacdo, o controle
biolégico por fungos entomopatogénicos € uma alternativa promissora e que pode ser
utilizada no manejo integrado para o controle de carrapatos. Metarhizium spp. é um dos
fungos utilizados com reconhecida atuacdo no controle biolégico de artrépodes. Em resposta
a infeccdo pelo fungo, os artropodes ativam respostas imunoldgicas dos carrapatos contra
patdégenos. No entanto, é necessario um conhecimento mais aprofundado sobre o papel do
sistema imunoldgico de R. microplus e seus mecanismos de defesa contra uma infeccédo
fangica para avancar no desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes contra o
parasita. A dopamina (DA) é uma monoamina biogénica que interliga os sistemas nervoso e
imunologico, relatada para modular a fagocitose de hemdcitos de insetos O presente estudo
avaliou o efeito da DA na resposta imune celular e sobrevivéncia de R. microplus inoculado
com blastosporos de M. anisopliae. Os seguintes grupos foram formados:: C (grupo néo
tratado), P (carrapatos inoculados com solugdo tampdo de fosfato), D (carrapatos inoculados
com 3uL de 1.025 ng/uLDA), Ma [carrapatos inoculados com M. anisopliae (3pL; 10°
blastosporos/mL)], e DM [carrapatos inoculados com DA (3uL; 1.025 ng/uL) e ap6s 20
minutos, M. anisopliae (3uL; 10° blastosporos/mL)]. E somente C, P e D para o ensaio de
fagocitose. Ao analisar os efeitos da inoculacdo de a DA exdgena: aumentou a sobrevivéncia
das fémeas apds serem inoculadas com dopamina em associacdo ao fungo 72h ap6s o
tratamento; aumentou o nimero de hemacitos circulantes no grupo DA seguida ou ndo da
infecgdo fungica 24h ap6s a inoculacdo; ndo influenciou o indice fagocitico de hemdcitos de
carrapatos desafiados com M. anisopliae; influenciou a atividade da fenoloxidase na
hemolinfa onde carrapatos inoculados com DA e o fungo ou exclusivamente com DA foi
maior do que em carrapatos ndo tratados ou inoculados apenas com o fungo, 72 h apos o
tratamento; foi possivel detecta-la nos hemacitos de carrapatos tratados e ndo tratados com
fungo. A analise da resposta imune de R. microplus desafiada com fungos entomopatogénicos
contribui para o avanco e desenvolvimento de novas estratégias eficazes de controle
bioldgico. Nosso estudo demonstrou pela primeira vez o sistema imune de R. Microplus
sendo modulado pela agcdo da DA exdgena

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos, carrapatos dos bovinos, resposta imune



ABSTRACT

CORREA, Thais Almeida. Influence of dopamine on the cellular immune response of
Rhipicephalus microplus inoculated with Metarhizium anisopliae. 2021. 32p. Dissertation
(Master in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Federal University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2021.

Currently, the control of Rhipicephalus microplus widely performed through the use of
chemical acaricides, but the misuse of these products contributes to the development ticks’
populations more resistant, contamination of animal products, and the environment by their
residues. In this situation, biological control by entomopathogenic fungi is a promising
alternative that can be used in integrated management to control ticks. Metarhizium spp. is
one of the fungi used with recognized performance in the biological control of arthropods. In
response to fungal infection, arthropods activate tick immune responses against pathogens.
However, a greater understanding is needed of the role of the R. microplus immune system
and its defense mechanisms against a fungal infection is needed to advance in the
development of more effective control against the parasite. Dopamine (DA) is a biogenic
monoamine that interconnects the nervous and immune systems, reported to modulate the
phagocytosis of insect hemocytes. The present study evaluated the effect of DA in the cellular
immune response and survival of R. microplus inoculated with M. anisopliae blastospores.
The following groups were formed: C (untreated group), P (ticks inoculated with phosphate
buffer solution), D (ticks inoculated with 3pL of 1.025 ng uL™* DA), M [ticks inoculated with
M. anisopliae (3uL; 10° blastospores mL™)], and DM [ticks inoculated with DA (3uL; 1.025
ng uL™) and after 20 min, M. anisopliae (3uL; 10° blastospores mL™* And only C, P, and D
for the phagocytosis assay. By analyzing the effects of exogenous DA inoculation: it
increased the survival of females after being inoculated with dopamine in association with the
fungus 72h after treatment; increased the number of circulating hemocytes in the group
inoculated with DA followed or not by fungal infection 24h after inoculation; did not
influence the phagocytic index of hemocytes of ticks challenged with M. anisopliae;
influenced the activity of phenoloxidase in hemolymph where ticks inoculated with DA and
the fungus or exclusively with AD was higher than in untreated or only ticks inoculated with
the fungus, 72 h after treatment; it was possible to detect it in hemocytes of ticks treated and
not treated with fungus. The analysis of the immune response of R. microplus challenged with
entomopathogenic fungi contributes to the advancement and development of new effective
biological control strategies. Our study demonstrated for the first time the immune system of
R. Microplus being modulated by the action of exogenous DA

Keywords: Entomopathogenic fungi, bovine tick, immune response
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1 INTRODUCAO

Carrapatos sao ectoparasitas sugadores de sangue que podem transmitir agentes
patogénicos a humanos e animais. Os carrapatos Rhipicephalus microplus sdo considerados
uma grande preocupacdo para os criadores de gado em areas tropicais. Essa espécie de
carrapato causa perdas econémicas estimadas em 3,24 bilhGes de dolares por ano apenas no
Brasil. Essas perdas sdo decorrentes da mortalidade do gado, menor valor de mercado do
couro, reducdo do ganho de peso, producdo de leite e carne. O uso inadequado de acaricidas
quimicos para o controle desse carrapato aumenta a preocupag¢do com 0s riscos a saude
humana e ambiental e a selecdo de populagdes resistentes de carrapatos. Sendo assim, é
interessante procurar novas formas de controle e o uso de manejo integrado de pragas.

O uso de fungos entomopatogénicos como controle bioldgico de carrapatos,
especificamente Metarhizium e Beauveria, tém demonstrado uma boa alternativa. Esses
fungos infectam o artrépode alvo ao entrar em contato com seus propagulos para penetrar
ativamente na cuticula do hospedeiro por meio de atividades enzimaticas e fisicas do fungo.

Quando os artropodes sdo desafiados com patdgenos, sua resposta imunologica é
ativada. Essa resposta pode ser classificada como resposta humoral e celular. A resposta
humoral envolve processos de reconhecimento de moléculas microbianas, modulagéo,
ativacdo de moléculas efetoras (pepitidios antimicrobianos e cascatas de melanizacdo) e
reposicdo de moléculas relacionadas a via Toll e a via Imd.Enquanto a resposta imune celular
envolve hemacitos e reacdes inespecificas, como fagocitose, nodulagdo e encapsulagéo.

Recentemente, foi avaliado o impacto da infeccdo por Metarhizium nos hemécitos de
carrapatos, sugerindo atividade citotdxica e fagocitaria apds a infeccdo. No entanto, ainda
existem lacunas em relacdo ao processo de infec¢do e resposta do carrapato ao desafio OU a
infeccdo por fungos entomopatogénicos.

Existem vérias estratégias na resposta imune dos hospedeiros artropodes para prevenir
a morte celular. Uma delas é a conexdo entre o sistema imunol6gico e 0 nervoso. O sistema
nervoso integra as informacdes sensoriais e as envia para outros sistemas, incluindo o sistema
imunoldgico. Ligando os sistemas nervoso e imunoldgico estdo as monoaminas biogénicas,
como a dopamina (DA). A sinalizacdo DA pode contribuir para a ativagdo precoce dos
hemdcitos dos insetos. A DA sintetizado e liberado pelos hemdcitos em insetos pode atuar de
forma autocrina apoiando ou estimulando a atividade fagocitica, aumentando o nimero total

de hemacitos. Outro papel do DA estéa relacionado a secre¢édo salivar dos carrapatos. O DA ¢
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conhecido por ser um potente ativador da salivacdo, atuando por meio de dois receptores
diferentes. Em Ixodes scapularis, a secrecdo salivar desempenha um papel crucial afetando o
sistema imunoldgico do hospedeiro vertebrado.

A atividade da fenoloxidase éum importante processo da resposta imune
dosinvertebrados é mediada pela atividade da fenoloxidase (PO) nos hemdcitos. Em insetos,
a ativacdo da PO desempenha um papel importante na cicatrizacdo de feridas e no
reconhecimento de material estranho durante o encapsulamento e melanizacdo. Além de seu
papel fundamental na resposta imune imediata em insetos, a melanina participa da
esclerotizacéo e pigmentacdo da cuticula. A producdo de melanina pela acéo da PO envolve a
converséo de tirosina em DA. A atividade PO foi estudada em Ornithodoros moubata e em
carrapatos Rhipicephalus sanguineus. A atividade da PO na hemolinfa de carrapatos
ixodideos requer investigacao, principalmente em relacdo ao efeito da dopamina na PO em
carrapatos infectados por fungos entomopatogénicos. Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da inoculagdo da DA em fémeas ingurgitadas de R. microplus,
associada ou ndo, a blastosporos de Metarhizium anisopliae em relacdo a susceptibilidade das
fémeas em relacdo ao propagulo fangico durante 24, 48 e 72hs, analisar a atividade fagocitica
dos hemdcitos 24h apds a inoculacdo, avaliar a atividade da enzima fenoloxidase 24, 48 e
72hs apds a inoculacao e na detecgdoda presenca de dopamina em hemacitos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus Canestrini, 1888 (Acari: Ixodidae) é um artropode
ectoparasita dos bovinos, seu principal hospedeiro. Pertencem a classe Arachnida, subclasse
Acari, ordem Ixodida e familia Ixodidae (PENALVER et al., 2017). Nota-se a ocorréncia
deste carrapato na América do Sul, América Central, Africa e Australia que caracaterizam-se
como sendo regides de clima de clima tropical e subtropical (GONZALES, 2002).

Primeiramente descrita como Boophilus microplus, esta espécie foi submetida a
estudos complementares, onde apds técnicas morfolégicas e sequenciamento genético o
género Boophilus tornou-se subgénero do género Rhipicephalus (MURREL; BARKER,
2003).

Esta espécie de carrapato apresenta um Unico hospedeiro durante sua fase parasitaria,
caracterizando-a como mondxeno (MONTEIRO, 2017). Em contato com o corpo do
hospedeiro, se fixam nas regibes mais quentes e sensiveis do animal. As larvas passam a
ninfas e posteriormente a adultos, macho e fémea. Acontece a cOpula e as fémeas ingerem
sangue até seu completo ingurgitamento, quando se desprendem do hospedeiro e caem ao
solo, neste momento se inicia a fase de vida livre ou ndo parasitaria. Cerca de trés dias apds a
gueda, inicia-se a postura dos ovos, que eclodem dando origem a larvas que migram para o
apice das pastagens a espera de seu hospedeiro. Este fato acontece cerca de 7 a 10 dias apds a
eclosdo (FURLONG; PRATA, 2005).

Desde 2020, o Brasil ocupa papel de destaque com o maior rebanho bovino do mundo,
com 217 milhdes de cabecas, representando 14,3% do rebanho mundial. E também é uma das
principais referéncias mundiais em pecuaria de corte, exportando 2,2 milhdes de toneladas.
(EMBRAPA, 2020). Esses dados ressaltam a importancia do controle parasitario de R.
microplus devido aos prejuizos econémicos estimados por Grisi e colaboradores (2014), como
sendo de 3,24 bilhdes de dolares ao ano apenas no Brasil. A presenca deste artropode afeta
negativamente a produtividade de carne e leite (KLAFKE et al., 2012; KERNIF et al., 2016)
Além disso, devido aos seus habitos hematdfagos predispde 0s animais a danos como
espoliacdo do couro, anemia, estresse, infec¢bes secundarias (RODRIGUEZ-VIVAS;
JONSSON; BHUSHAN, 2017) e transmissdo de patdgenos como 0s hemoparasitas
causadores da Tristeza Parasitaria Bovina, protozoarios do género Babesia spp. (Babesia
bovis e B. bigemina) e Anaplasmose bovina causada por bactérias do género Anaplasma spp
(Anaplasma marginale) (FURLONG; PRATA, 2005).



A principal e mais utilizada forma de controle deste carrapato é realizada através dos
acaricidas de bases quimicas que ocorre desde 1985, com compostos quimicos que incluem
organofosforados, amidinas, piretrdides, fenilpirazois, cimiazol, spinosad (acaricidas de
contato), lactonas macrociclicas, fenilpirazoles (sisttmicos) (HIGA, et al., 2015) e, mais
recentemente, fluazuron (RECK et al., 2014). A resisténcia aos acaricidas se construiu ao
longo de anos. Varios fatores justificam este processo, entre eles: uso prolongado do produto,
aplicacdo inadequada (KLAFKE et al., 2012; 2017; RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON;
BHUSHAN, 2017), auséncia de levantamento epidemiolégico e politicas publicas que
direcionem um apoio técnico ao produtor. E claramente necessario detectar a resisténcia
precocemente e usar acaricidas corretamente, especialmente considerando que esta se
tornando cada vez mais dificil desenvolver novas moléculas capazes de exercer controle
eficiente (HIGA, et al., 2015).

Desta forma a utilizacdo do controle biolégico com fungos entomopatogénicos
apresenta-se como um meétodo de controle de R. microplus promissor (CAMARGO et al.
2014; 2016; FERNANDEZ-SALAS et al. 2017; BERNARDO et al. 2018; MASCARIN et al.,
2019; MARCIANO et al., 2021) devido ao seu expressivo potencial como estratégia de
controle e reducdo da populacdo de artrépodes. E associado a isto, ndo afetam a producéo
animal de carne e leite (GOME"Z-PEREZ et al., 2014), a saude animal e 0 meio ambiente, ao
contrério das diferentes bases quimicas cujos residuos ndo sdo decompostos na natureza
(BANUMATHI et al., 2017).

2.2 Controle Bioldgico Utilizando Fungos Entomopatogénicos

O controle biolégico atua através de inimigos, como predadores e patdgenos, naturais
para controle de populacdes anteriormente elevadas (SILVA et al., 2006). Pode ocorrer de
forma natural, sem a interferéncia humana ou através do seu uso aplicado pela biotecnologia
por intermédio de fungos, bactérias, nematdides e protozoarios (VALICENTE, 2009).

A utilizacdo do controle biologico ndo € uma técnica recente. Desde o século 11l a.C.,
formigas predadoras eram utilizadas pelos chineses para controlar pragas em plantas citricas
(SILVA et al., 2006; FINKLER, 2012), e na Arabia medieval os agricultores transportavam
colbnias dessas mesmas formigas para controle de formigas fitofagas em palmaceas
(CARVALHO, 2006).

Os fungos entomopatogénicos fazem parte de conjunto de micro-organismos que

podem agir em uma gama de hospedeiros desenpenhando um papel vital nas dindmicas das
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populagdes e foram os primeiros bioagentes a serem aplicados no controle microbiano de
insetos (FINKLER, 2012; MAINA et al., 2018). O termo “entomopatogénico” refere-se aos
micro-organismos capazes de reduzir as populacdes de insetos usando-0s como hospedeiros
para desenvolver parte do seu ciclo de vida sem causar danos econémicos as culturas e com
alta capacidade de esporulacdo e sobrevivéncia (DEVOTTO; GERDING; FRANCE, 2000;
SCHOLTE et al., 2004). Estes fungos se diferem, principalmente, por apresentarem grande
diversidade filogenética (PEREZ-GONZALEZ et al., 2004).

As pesquisas com fungos entomopatogénicos no Brasil iniciaram em 1923, quando
foram identificadas duas espécies de cigarrinhas infectadas pelo fungo Metarhizium
anisopliae. O fungo foi utilizado para combater a cigarrinha das raizes (Tomaspis liturata), no
primeiro trabalho de pulverizacdo realizada no pais (ALVES; FARIA, 2010). Na década de
40, os fungos entomopatogénicos voltaram a ser objeto de estudo em Sergipe, na busca pelo
controle de cigarrinhas na cana-de-agucar, Mahanarva fimbriolata (DALZOTO; UHRY,
2009). De Faria e Wraight (2007), identificaram 171 produtos baseados em fungos usados
como agentes de biocontrole desde 1960, a maioria deles com Beauveria bassiana, Beauveria
brongniartii, M. anisopliae e Isaria fumosorosea.

Acaros e carrapatos também sdo suscetiveis a fungos entomopatogénicos
(CHANDLER et al., 2000). M. anisopliae sensu lato (s.l.) e B. bassiana sdo os fungos mais
comumente investigados como agentes bioldgicos de controle de carrapatos (FERNANDES et
al., 2012).

O fungo entomopatogénico Metarhizium spp. (Hypocreales: Clavicipitaceae) é um
patdégeno que tem predilecdo natural por mais de 300 espécies de insetos integrantes de
diferentes ordens (DEVOTTO et al., 2000). Este género caracteriza-se microscopicamente por
apresentar conidioforos com manchas compactas ou individuais, células conidiogénicas
geralmente tém um é&pice arredondado a conico, densamente ramificado ou densamente
entrelacado; os conidios sdo asseptados, cilindricos ou ovoides formando cadeias, podem ser
hialinos ou pigmentados de verde oliva (HUMBER, 2012). As espécies deste género sao
consideradas como saprofitos do solo e estabelecem uma relacdo ecolégica com as plantas
presentes, sendo assim caracterizado como fungo endofitico e rizosfera-competente (ST.
LEGER, 2008). Além disso, estudos sugerem que esses fungos podem formar associagdes
com as raizes das plantas (HU; ST; LEGER, 2002).

O processo de infecc¢do, segundo VEGA et al. (2012), ocorre a partir da adesdo dos

esporos na cuticula do hospedeiro, onde a inoculacdo ocorre por contato direto entre



cadaveres infecciosos e hospedeiros suscetiveis, ou indiretamente atraves de esporos no ar ou
esporos depositados sobre a vegetacdo ou particulas de solo (HESKETH et al., 2010). Em
segundo lugar, a germinacdo ocorre quando o conidio encontra condi¢cdes favoraveis de
umidade, temperatura, fatores fisicos e quimicos e exigéncias nutricionais na cuticula
podendo produzir estruturas de penetracdo como tubos germinativos e apressorios ou uma
substancia mucilaginosa que prende para iniciar a formacdo do tubo germinativo que penetra
através dos poros ou as camadas mais externas da epicuticula (SHAH; PELL, 2003). Em
seguida, as células fangicas realizam a penetracdo na hemocele, onde a maioria dos fungos
realiza transicdo dimorfica de micélio a levedura (Entomophthorales), em outros termos
muitas vezes precindem da formacdo de parede celular e se desenvolvem (blastosporos),
evitando o reconhecimento por hemacitos circulantes na hemocele. As vantagens desta forma
celular sdo 0 aumento das taxas de aquisicdo de nutrientes, além de que as células fungicas
podem-se multiplicar na hemocele, sem ser detectadas pelo sistema imunoldgico do artropode
que utiliza epitopos de parede celular como detectores.

Uma vez dentro do carrapato, os fungos tém que lidar com os mecanismos de resposta
do sistema imune para a qual se desenvolveram estratégias defensivas e imunossupressoras.
Como a producdo de proteases que degradam o sistema imune humoral, producdo de
depsipeptideos ciclicos como as destruxinas que causam paralisia pela sua capacidade de abrir
os canais de calcio, assim como outras toxinas que danificam o sistema muscular e tabulos de
Malpighi, afetando a excrecdo e dificultando sua capacidade de mover-se ou também por
alteracdes estruturais na parede celular (PAL; ST LEGER; WU, 2007).

Finalmente, quando as condicGes de temperatura e umidade sdo favoraveis, as hifas
conseguem atravessar o tegumento do inseto ocorrendo emergéncia do fungo em direcdo ao
exterior, onde podem permanecer na fase vegetativa e comecar o processo de esporulacao
(fase reprodutiva) dentro de 24 a 48h, dependendo da umidade relativa e sintese de
antibiodticos para evitar o crescimento de organismos oportunistas (DEVOTTO et al., 2000).
As hifas formam conidioforos dando origem a esporos assexuais (conidios) que sdo unidades
infectivas com funcgéo de disseminacdo (SHAH; PELL, 2003).

A fim de aumentar a eficécia da utilizacdo de agentes fungicos no controle bioldgico
de carrapatos em condi¢Ges naturais é necessario considerar a selecdo de isolados eficazes
(alta viruléncia, tolerancia a altas temperaturas, radiacdo ultravioleta e dessecacdo)
(FERNANDES; BITTENCOURT; ROBERTS, 2012). Aliado a estes fatores, também é

importante a implementacdo de tecnologias de producdo em massa e uma estratégia de
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formulacdo eficaz contribuem para o uso efetivo dos microorganismos em programas de
controle de insetos praga (MARCIANO et al., 2021). Existem disponiveis no mercado
produtos que usam como base 0s fungos entomopatogénicos e na ultima avaliacdo feita em
2007_eles representam 1-2% de todos os pesticidas vendidos em uma escala mundial
(MARRONE, 2007).

2.3 Sistema Imune de Artropodes

O sistema imune de invertebrados responde contra invasdo de microorganismos de
diversas formas como: as barreiras fisico-quimicas, sistema imune inato (MARMARAS;
LAMPROPOULOQOU, 2009) e outras estratégias de defesa, que podem incluir a manutencéo da
imunidade da coldnia por meio de alteracdes comportamentais. A maior parte do nosso
conhecimento sobre sistema imune de artropodes vem de estudos sobre insetos dipteros, por
exemplo, Drosophila melanogaster e os mosquitos Aedes spp. e Anopheles spp., que séo
utilizados como modelo para elucidar os mecanismos de defesa frente o ataque dos patégenos
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; PAL; ST LEGER; WU, 2007; FOGACA et al., 2021).

A primeira linha de defesa é composta por barreiras fisico-quimicas que incluem a
cuticula e o tecido epitelial do intestino e ovério (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). A
cuticula é a primeira linha de defesa, considera-se que tem uma fungdo ativa a partir da
epiderme através da secrecdo de moléculas que agem especificamente inibindo os
mecanismos de infec¢do dos entomopatdgenos, através da producdo de proteases, peptidases
antifangicas e inibidores de proteases flngicas que podem desempenhar um papel importante
durante a infeccdo, além da presenca de acidos graxos de cadeia curta e lipidios de cuticula
que inibem a germinacdo de esporos fungicos (ORTIZ-URQUIZA; KEYHANI, 2013). As
complexas interacdes celulares e humorais ocorrem quando 0s patdgenos superam essas
barreiras (FEITOSA et al.,2015).

Alem disso, ha trabalhos que descrevem uma resposta imune conhecida como priming
immune, que seria analoga a resposta de memaria dos vertebrados, em insetos (RODRIGUES
et al., 2010). Até o momento ha apenas um relato relacionado a resposta de memdria em
carratapos. Os autores mostraram que 0 priming imunoldgico conseguiu proteger Ixodis
scapularis contra a infeccdo por Anaplasma phagocytophilum e Dermacentor andersoni
contra a infecgdo por Anaplasma marginale (SHAW et al., 2017).



Devido a necessidade de uma resposta imune mais qualificada, os artropodes possuem
um sistema inato bem desenvolvido reagindo de forma réapida e geral (DE PAULO et al.,

2018). A resposta imune inata € compreendida em sistema imune celular e humoral.

2.4 Sistema Imune Celular

A resposta celular consiste em uma resposta mediada por meio de hemacitos, essas
células mediam os processos de fagocitose, formacao de nédulos e encapsulamento (STERBA
etal., 2011; TAN et al., 2013).

Na hemlinfa, além de aminodcidos e horménios, h4 os hemdcitos (STERBA et al.,
2011), séo responsaveis por varias respostas imunoldgicas. Sdo encontrados na hemolinfa e
também em ligacdo com o corpo gorduroso, nefrocitos e glandulas salivares (FEITOSA et al.,
2018; DE PAULO et al., 2018). O numero de hemacitos circulantes varia de acordo com a
espécie do invertebrado e principalmente com o momento fisioldgico. Esta quantidade é
influenciada pelo sexo, idade e o estdgio de desenvolvimento (NATION et al., 2016) e
também pode variar quando for desafiado por agentes patogénicos (DE PAULO et al., 2018).
Silva et al., (2006), Freitas et al., (2015), Fiorotti et al., (2019a) relataram a variacdo na
quantidade de hemdcito durante a infeccdo fingica denotando o papel imunossupressor e
toxico dos fungos entomopatogénicos.

Cinco tipos celulares distintos de hemacitos foram descritos em R. microplus: pro-
hemdcitos, plasmacitos, granuldcitos, esferuldcitos e oenocitdides (FIOROTTI et al., 2019b).
O trabalho também mostrou que apds a infeccdo fungica, ndo foram vizualizados pro-
hemocitos e as populagdes de hemdcitos mais observadas foram os granuldcitos e
plasmatocitos. As respostas imunes mais importantes dos hemdcitos de artropodes s&o
fagocitose, encapsulacdo, nodulacdo (que envolve a melanizacdo pela cascata de
profenoloxidase - PPO), coagulacdo e producdo de moléculas relacionadas ao sistema
imunolodgico (FOGACA et al., 2021).

Os hemdcitos podem fagocitar uma variedade de patdgenos, incluindo, bactérias,
leveduras, espiroquetas e particulas estranhas (PEREIRA et al. 2001; URBANOVA et al.
2015; 2017). Suas a¢des baseiam-se em englobamento e destruicdo intracelular dos patdgenos
invasores e envolve varios tipos de receptores de proteinas. Na maioria dos artropodes, 0s
plasmatécitos e os granuldcitos séo as principais células fagociticas, que ao receberem sinais
da presenca do patogeno, migram rapidamente para o local da infecgdo e, eventualmente,

fagocitam e destroem os invasores (FEITOSA et al., 2021). Em concentra¢des mais elevadas,
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eles formam agregados chamados nodulos a fim de imobiliza-los e remové-los da circulacgéo
(STANLEY et al., 2009). Em contraste aos estudos sobre fagocitose, pesquisas sobre
encapsulacdo e nodulacéo ainda sdo escassas, por isso pouco se sabe sobre os mecanismos de
encapsulacdo e nodulacdo em carrapatos, existindo na literatura apenas estudos com
Dermacentor variabilis (EGGENBERGER et al., 1990).

2.5 Sistema Imune Humoral

A resposta humoral inclui sintese de peptideos antimicrobianos e atividade da
fenoloxidase (PO). Essas respostas podem ser ativadas por vias importantes que estéo
envolvidas na ativacdo da resposta imune em artropodes, sendo elas a via Toll, a via IMD,
ativador de transcricdo (JAK/STAT), por moléculas sinalizadoras como ROS e RNS
(KOPACEK et al., 2010; FOGACA et al, 2021) e proteinas de reconhecimento. A via Toll é
ativada na presenca de bactérias, virus e fungos, a via de imunodeficiéncia é ativada apenas na
presenca de bactérias gram-negativas e a via JAK é semelhante a via de sinalizacdo de
citocinas em mamiferos (SHUAI, et al., 1993, LIU et al., 2011).

Insetos e crustaceos estdo entre o0s invertebrados cujos hemdcitos possuem
reconhecidos componentes da resposta de melanizacdo, mediada pela atividade da PO
(CERENIUS; LEE; SODERHALL, 2008; BALI; KAUR, 2013). Esse processo pode ser
ativado localmente por lesdo da cuticula ou desencadeado sistemicamente por invasdo
microbiana da hemocele que resulta na deposicdo de melanina ao redor do tecido danificado
ou do corpo estranho que ocorre durante o processo de encapsulamento (GILLESPIE et al.,
2000; NAPOLITANO; DI DONATO; PROTA, 2000). Este processo complexo ocorre
durante a ocorréncia da melanogénese, em que a melanina é formada a partir do aminoacido
fenilalanina, que é primeiro hidroxilado para fenilalanina hidroxilase por tirosina. A tirosina €
entdo hidroxilada pela PO para produzir dopamina. A DA oxida-se entdo a dopaquinona a
qual é imediatamente convertida a dopacromo por uma reacdo espontanea nao enzimatica
(NAPPI; CHRISTENSEN, 2005). Na sequéncia ocorre um rearranjo ndo-enzimatico
estrutural de dopacromo, seguido pela descarboxilagdo, que produz 5-6 dihidroxi (DHI). O
dihidroxi é oxidado pelo PO para formar 5-6 indolquinonas. Finalmente, sdo polimerizadas
para eumelanina (NAPPI; CHRISTENSEN, 2005) que produz uma cor castanho-escuro ou
enegrecido ajudando na pigmentacdo da cuticula, além do seu papel fundamental na resposta
imune. Uma vez na hemolinfa, a PO livre (a proteinase ativadora de profenoloxidase (PAP)

converte a PPO em PO) tende a se ligar a superficies estranhas, como microrganismos



invasores, lesdes teciduais, além das superficies dos préprios hemécitos (LING; YU, 2005).
Os compostos intermediérios gerados no processo de melanizagdo como semiquinonas, ROS
e a propria melanina séo toxicos aos microrganismos (CERENIUS; et al., 2008).

A atividade da enzima fenoloxidase é mais estudada em insetos, Rhodnius prolixus
infectado com Trypanosoma rangeli (MELO et al. 1995), Spodoptera litura infectado com o
fungo B. bassiana (BALI, KAUR, 2013) e em crusticeos, Pacifastacus leniusculus (LIU et
al., 2007).

Pouco é conhecido sobre o sistema PPO-PO em aracnideos. Zhioua et al. (1997) nao
detectaram atividade da PO nos carrapatos Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis
e Ixodes scapularis, sugerindo que poderia ser em decorréncia de fatores inibitorios. Mais
tarde, 21 anos depois, dois estudos relataram atividade semelhante a PO usando L-DOPA
como substrato no carrapato R. sanguineus (FEITOSA et al., 2018) e no carrapato
Ornithodoros moubata (KADOTA et al.,2002). No entanto, as enzimas responsaveis por tal

atividade em carrapatos ainda ndo foram identificadas.

2.6 Monoamina Biogénica — Dopamina

As conexdes entre os sistemas imunoldgico e nervoso sdo conhecidas em vertebrados
e previnem a morte celular (FOGACA et al., 2021). O sistema imunol6gico responde de
forma adaptativa a partir das informagGes que recebe sobre o ambiente, e 0 sistema nervoso
retne e integra as informacdes sensoriais e as envia para outros sistemas, incluindo o sistema
imunoldgico (ADAMO, 2016). Atuando como ponte entre 0 sistema nervoso e 0s 6rgados
imunolégicos estdo as monoaminas biogénicas. Trés aminas biogénicas sdo alvos de
pesquisas sobre a modulagdo que exercem no sistema imune de vertebrados e invertebrados:
dopamina (DA), octopamina (OA) e serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) (KONG et al.,
2018).

Em insetos, um dos primeiros reconhecimentos da atuagdo da DA na ocorreu em 2008
por Sideri e colaboladores em hemdcitos de Ceratitis capitata através de um silenciamento de
um gene de codificacdo que converte a DOPA em DA ocorrendo o bloqueio da atividade de
fagocitose. N,este trabalho ndo houve relatos da influéncia na quantidade de hemdcitos
circulantes. Genes para receptores de amina biogénica também foram expressos no sistema
imunologico do grilo do Texas, Gryllus texensis (ADAMO, 2010). Wu et al. (2015)
promoveram a inibi¢do da sintese de DA com cloridrato de éster metilico de a-metil-DL-

tirosina e o bloqueio do receptor DOP1 com o seu antagonista e observaram a diminuic¢éo da
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atividade fagocitica dos hemacitos de Chilo suppressalis. Além disso, 0s autores testaram a
aplicacdo topica de DA ap6s o desafio com o fungo patogénico para insetos, B. bassiana. Em
2018, Kong e colaboradores compararam a atividade de profilaxia dependente da densidade
em M. separata a modulacdo imunologica através da OA e DA através de modulacdo na
contagem total de hemdcitos e na atividade da PO nas larvas aglomeradas. Diante destes
dados e outros estudos com insetos, os resultados sugerem que ha acdo das aminas biogénicas
e que provavelmente esta ligada a funcdo imunolodgica dos insetos, como fungbes fagociticas,
atividade da PO e do numero de hemdcitos circulantes (WU et al., 2015; KONG et al., 2018).

A DA ¢é um neurotransmissor que elicia seus efeitos por meio da ativacdo de
receptores de dopamina estimuladores ou inibidores, que por sua vez regulam a sintese de
AMP ciclico (cAMP) pela enzima adenilil ciclase (EJENDAL et al., 2011; IVERSEN;
IVERSEN, 2007). Em vertebrados, existem cinco receptores diferentes de DA, 0s receptores
estimuladores do tipo D1 (D1 e D5) e os inibidores do tipo D2 (D2, D3 e D4) (Figura 1A),
enquanto Mustard e colaboradores (2005) relataram dois receptores para os artropodes, sendo
um estimulatorio e outro inibitdrio.

Wu et al. (2015) explicaram que os insetos expressam trés classes distintas de
receptores DA. Um ¢ o grupo “DOP1”, mais intimamente relacionado aos receptores D1-like
de vertebrados; eles ativam a adenilato ciclase para aumentar AMP ciclico (CAMP), os
segundo sdo os receptores D, que aumentam os niveis de CAMP intracelular e acoplam-se
com a resposta de Ca®* intracelular e o terceiro grupo, os receptores de invertebrados
semelhantes a D2, que diminuem no niveis CAMP intracelular (Figura 1B). Os hemacitos
expressam constitutivamente um receptor DA da membrana plasmatica, CsDOP1, indicando
que podem responder ao DA liberado por eles préprios ou pelos hemdcitos vizinhos.

Estudos feitos por Ejendal e colaboradores (2012) exploraram os receptores de DA em
glandula salivar de I. scapularis. O estudo foi feito através de um ensaio de triagem para
antagonistas do receptor de DA a fim de obter mais informacgdes dos dois receptores de
dopamina tipo D1-like (Isdopl e Isdop2) (Figura 1C). Da mesma forma, por meio de trabalho
com Aedes aegypti também foi possivel identificar antagonistas do receptor de dopamina
através de uma triagem de biblioteca quimica. Os antagonistas dos receptores exibiram
toxicidade para larvas de mosquito de uma maneira dependente da concentracdo (MEYER et
al., 2012). Este trabalho é o primeiro registro de triagem de biblioteca quimica para
antagonistas de um carrapato GPCR a fim de viabilizar novas opg¢des quimicas para serem
exploradas em pesquisas futuras de descoberta de acaricidas.

11



Vertebrados Insetos Carrapato

D1 - Estunnlat onos D1 ks
D1 L

\MP)mtraceld s

DI D2 | D3 | D4 D= DOF1 D D2

Isdopl Isdop 2
D2 —lmbstonos l ;

D2 - Bubstonos J

Figura 1: Esquema de receptores estimulatérios e inibitorios de dopamina (DA). (A)
Receptores de DA em vertebrados (B) Receptores de DA em insetos que regulam o AMP
ciclico intracelular (C) Receptores de dopamina em glandula salivar de Ixodes scapularis.

Em carrapatos, além dos estudos feitos por Ejendal et al. (2012), estudos anteriores de
Kim e colaboradores (2011), identificaram o receptor D1 do carrapato ativado pela dopamina,
como um potente indutor do processo dinamico que envolve a secrecao salivar dos carrapatos.
Através de imunohistoquimica e reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢do reversa foi
possivel analisar que a dopamina produzida nas células basais dos &cinos da glandula salivar é
secretada no limen e ativa os receptores D1 na superficie luminal das células que revestem os
acinos. Os autores sugeriram uma funcdo paracrina da dopamina que € mediada pelo receptor
D1 na glandula salivar em uma fase inicial da alimentacdo. J4 na fase final, ocorreram
aumento e mudancas nos padrfes de coloracdo do receptor D1. Demonstrando dessa forma
que a dopamina tem papéis dindmicos no sistema neuronal durante as fases de alimentagdo do
carrapato (BOWMAN; SAUER, 2004; SIMO et al., 2011). Apesar desse estudo, ainda temos
lacunas a serem preenchidas a respeito da compreensdo das funcdes da DA na fisiologia do

carrapato.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1. Localizagéo e Realizagdo dos Experimentos

Os experimentos foram realizados no periodo de marco/2019 a junho/2021 nas
instalacbes do Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes (LCM) localizado na
Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas 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;

3.2 Obtencao de Rhipicephalus microplus

Os carrapatos utilizados no presente estudo foram obtidos artificialmente [CEUA /
Instituto Veterinario, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) - protocolo n°
9714220419]. As fémeas de R. microplus totalmente ingurgitadas foram coletadas do chao de
baias, lavadas em agua corrente e imersas em solucéo de hipoclorito de sédio 0,05% por trés

minutos, depois secas e identificadas para serem utilizadas nos ensaios.

3.3 Fungo Entomopatogénico

Metarhizium anisopliae LCM S04 (MESQUITA et al., 2020) foi cultivado em meio
de aveia sob condi¢des controladas [25 + 1 © C; umidade relativa (UR) > 80%] por 14 dias.
Para a producdo de blastosporos, 3 mL de suspensdes aquosas de 1,0 x 10° conideos/mL
foram inoculados em 42 mL de meio de Adamek e incubados a 25 ° C por 72h. Os propagulos
foram lavados com solucédo de agua destilada estéril Tween® 80 0,01% (vol / vol) de acordo
com o protocolo adaptado descrito por Bitencourt et al. (2020). As culturas foram incubadas a
25 ° C e os propagulos foram lavados com solucéo de agua destilada estéril Tween® 80 a
0,01% (vol/vol). Os blastosporos foram quantificados e ajustados para 1,0 x 10°
blastosporos/mL. Antes dos bioensaios, 10 pL de suspensdes aquosas de blastosporos foram
transferidos para placas contendo agar batata dextrose (BDA) e incubados a25+1°Ce
UR>80% para avaliar a viabilidade do fungo (ALVES, 1998). A germinacdo dos propagulos
foi determinada 24h apos a incubacdo. Como o presente estudo acessou 0 patrimonio genético
brasileiro, a pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e

Conhecimento Tradicional Associado (Sisgen) sob o codigo AA47CB6.
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3.4 Efeito da Dopamina na Sobrevivéncia de Carrapatos Tratados com M. anisopliae
Fémeas de R. microplus completamente ingurgitadas foram divididas em cinco grupos
homogéneos com 15 carrapatos cada: C (grupo néo tratado), P (carrapatos inoculados com
3uL solucdo tampéo de fosfato), D (carrapatos inoculados com 3pL de 1.025 ng/uL DA
(Sigma-Aldrich®) (WU et al., 2015), M [carrapatos inoculados com M. anisopliae (3pL; 10°
blastosporos/mL)], e DM [carrapatos inoculados com DA (3uL; 1.025 ng/uL) e apds 20
minutos, M. anisopliae (3uL; 10° blastosporos/mL)]. Ap6s a inoculacio, entre o capitulo e o
escudo dorsal (ANGELO et al., 2010), as fémeas foram incubadas a 27 £ 1 ° C ¢ UR > 80%.
A mortalidade das fémeas foi analisada 24h, 48h e 72h ap6s a inoculagdo. O experimento foi

repetido duas vezes.

3.5 Quantificacdo de Hemacitos apds Infeccdo por M. anisopliae

Fémeas de R. microplus totalmente ingurgitadas foram divididas em grupos
homogéneos de 60 carrapatos cada. Os grupos foram C, P, D, M e DM. Os carrapatos foram
inoculados conforme descrito no item 3.4. A coleta da hemolinfa foi realizada 24h apds o
tratamento de acordo com De Paulo et al. (2018). Os hemécitos foram quantificados em
camara de Neubauer com auxilio de um microscopio dptico. O experimento foi realizado em

triplicata e repetido duas vezes.

3.6 Ensaio Fagocitico in vitro

O indice fagocitico foi calculado com base nos hemdcitos coletados de fémeas
submetidas a diferentes tratamentos e posteriormente expostas a M. anisopliae ou Zymosan A
(Saccharomyces cerevisiae) (Sigma-Aldrich®). Grupos homogeneamente pesados com 30
carrapatos cada foram inoculados com DA (3 pL; 1.025 ng/uL DA) ou PBS (3 pL) (P), os
carrapatos no grupo controle (C) ndo tiveram tratamento/inoculacdo. A inoculacdo foi
realizada de acordo com De Paulo et al. (2018) e apds 24h da inoculagdo, a hemolinfa foi
coletada (ANGELO et al., 2010) em 500 pL de meio L-15 Leibovitz Gibco®. O ensaio de
fagocitose seguiu o protocolo estabelecido por KUKLINSKI et al. (2010). Os hemdcitos
foram quantificados em camara de Neubauer com auxilio de um microscépico épico. Um
total de 2 x 10* células foram alocadas em laminulas circulares e colocadas em uma placa de
cultura de 24 pocos (Kasvi®). As placas foram incubadas a 32 ° C durante 10 min para

formacdo de monocamada de hemdcitos. Blastosporos de M. anisopliae (20uL; 10°
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blastosporos/mL) ou Zymosan A (20uL; 10° leveduras/mL) foram incubados com os
hemécitos, e o volume final (250uL) ajustado com meio L-15 Leibovitz Gibco®. As placas
foram incubadas a 32 °C durante duas horas. As células foram fixadas com metanol (Sigma-
Aldrich®) por trés minutos e coradas com Giemsa Sigma-Aldrich® (BRAYNER et al., 2005).
Hemacitos com propéagulos flngicos internalizados foram contados usando um microscopio
optico. O nimero de hemdcitos que realizaram a fagocitose foi obtido pela contagem de 100
hemacitos, em pelo menos seis laminas. Todo o experimento foi realizado em triplicata e

repetido trés vezes.

3.7 Atividade Fenoloxidase na Hemolinfa de R. microplus Inoculados com M. anisopliae

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram divididas em grupos com 27 carrapatos
distribuidos em grupos de peso homogéneo: C, P, D, M e DM. As fémeas foram inoculadas
entre o0 capitulo e o escudo dorsal com auxilio de um microscopico estereoscopio e
microinjetor Drummond®, seguindo a dose e metodologia descrita no item 3.4. Aliquotas de
dois pL de hemolinfa foram coletadas (ANGELO et al., 2010) de cada carrapato 24h, 48h e
72h apos a inoculacdo do fungo e incubadas por 10 min com 28 uL de tampao cacodilato 0,01
M com 0,5 mM de CaCl, pH 7,0, em placas de 96 pocos de fundo plano (Kasvi®). Dez
microlitros de solugédo saturada de L-DOPA (Sigma-Aldrich, EUA) a quatro mg/mL foram
adicionados a mistura por 20 min em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida num
leitor de placas ELISA (Thermo Fisher®) a 490 nm. O tampéo cacodilato na mesma
concentracdo do utilizado na incubacdo com as amostras, foi usado como a solu¢do em branco
de acordo com FEITOSA et al. (2018). O experiemento foi repetido duas vezes e as amostras
foram lidas em triplicata.

3.8 Deteccdo de Dopamina em Hemdcitos de R. microplus Tratados com M. anisopliae
Quatro grupos experimentais com 25 carrapatos cada foram avaliados: C, D, M e DM.
As fémeas foram inoculadas como descrito no item 3.4. Vinte quatro horas apos o tratamento,
a hemolinfa foi coletada (ANGELO et al., 2010) em 500 ul de meio L-15 Leibovitz Gibco®.
Os hemocitos foram quantificados em camara de Neubauer com auxilio de um microscépico
6ptico e a concentragdo foi ajustada para 2 x 10* células em cada laminula circular e
colocados em placa de cultura de 24 pocos (Kasvi®). Os hemécitos foram fixados com
paraformaldeido 4% por 30 min e lavados em PBS trés vezes. Os hemdcitos foram incubados

com anticorpo primario anti-dopamina (ab6427; Abcam, Cambridge, Reino Unido) por 72h,
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seguido pelo anticorpo secundario [Goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 (vermelho)] durante uma
hora & temperatura ambiente. Os ndcleos dos hemacitos foram corados com DAPI (azul) em
temperatura ambiente. As imagens dos hemaocitos marcados para dopamina foram obtidas
com auxilio do microscépio de fluorescéncia BX 51 (Olympus®) de acordo com o protocolo

adaptado descrito por WU et al. (2015). O experimento foi realizado duas vezes.

3.9 Andlise Estatistica

Exceto para as andalises de sobrevivéncia, os dados foram verificados quanto a
normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk. Os dados de atividade de PO foram
transformados em raiz quadrada antes da andlise para melhor atender aos pressupostos de
normalidade e homogeneidade de variancia. A quantificacdo dos hemacitos foi analisada por
one-way ANOVA seguida do teste de Tukey (P <0,05), o indice fagocitico foi analisado pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (P <0,05) e a atividade PO foi analisada por
two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P <0,05). A sobrevivéncia do carrapato foi
analisada usando o teste Log-rank. Todos os dados foram analisados por meio do GraphPad

Prism versdo 8.4.2 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da Dopamina na Sobrevivéncia de Carrapatos Tratados com M. anisopliae

O grupo controle, carrapatos néo tratados (C) e os carrapatos tratados com PBS (P) ou
DA (D) tiveram 100% de sobrevivéncia. Para determinar a mortalidade das fémeas os
carrapatos foram analisados quanto aos aspecto e foi verificado se realizavam algum tipo de
movimentacdo. A sobrevivéncia do carrapato no grupo inoculado exclusivamente com o
fungo (M) atingiu 17 + 7% de sobrevivéncia 72h apés a inoculacdo, enquanto os carrapatos
inoculados com DA e M. anisopliae (DM) exibiram 67 + 13% de sobrevivéncia 72h apos a
inoculagéo (Figura 2).
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Figura 2: Efeito da dopamina nasobrevivéncia de Rhipicephalus microplus inoculados com
Metarhizium anisopliae. Porcentagem da média de sobrevivéncia e o erro padrdo de fémeas
de R. microplus inoculadas com blastosporos de M. anisopliae (10° blastosporos/mL) e com
dopamine (1.025 ng/uL) de acordo com o Log-rank (P < 0,0001). Experimento representativo
de duas repeticBes independentes, onde (*) representa a diferenca estatistica entre o grupo
DM e os grupos de controle (P = 0,0012) e (**) a diferenca entre o grupo M e o0s grupos de
controle (P < 0,0001). C: carrapatos ndo tratados; P: carrapatos inoculados com solugéo
tampédo de fosfato; D: carrapatos inoculados com dopamina; M: carrapatos inoculados com
M. anisopliae; DM: carrapatos inoculados com dopamina e o fungo.

4.2 Quantificacdo de Hemacitos apds Infeccdo por M. anisopliae
Carrapatos ndo tratados (C) e carrapatos inoculados com PBS (P) exibiram 1,6 + 0,1 x

10% e 1,6 + 0,2 x 10° hemécitos/mL na hemolinfa, respectivamente, 24 h apés a inoculacio. A
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inoculagdo com blastosporos de M. anisopliae (M) ndo reduziu o nimero de hemdcitos em
comparagdo com carrapatos nédo tratados (C). No entanto, a inoculagdo de DA, seguida ou néo
do fungo entomopatogénico (ou seja, D ou DM) aumentou o numero de hemaocitos em

comparacéo ao grupo controle (P = 0,003 e P < 0,0001 respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3: Contagemde hemdcitos de Rhipicephalus microplus ap6s inoculacdo de dopamina e
Metarhizium anisopliae. Nimero médio e erro padrdo de hemdcitos/mL de hemolinfa de
fémeas de Rhipicephalus microplus 24h apds inoculagcdo com blastosporos de M. anisopliae
(10° blastosporos/mL) e com dopamina (1.025 ng/uL). Barras com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente de acordo com one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey (P<0,05).
Experimento representativo de duas repeticdes independentes, totalizado n de 120 carrapatos.
C: carrapatos ndo tratados; P: carrapatos inoculados com solucdo tampao de fosfato; D:
carrapatos inoculados com dopamina; M: carrapatos inoculados com M. anisopliae; DM:
carrapatos inoculados com dopamina e o fungo.

4.3 Ensaio Fagocitico in vitro

O indice fagocitico foi determinado duas horas ap6s a incuba¢do como uma razao de
hemacitos fagociticos e ndo fagociticos com blastosporos de M. anisopliae ou S. cerevisiae
(Zymozan A®) variou de 24 + 0,8% (P M. anisopliae) a 29 + 1,4% (D M. anisopliae) duas
horas apés a incubacdo. Os indices fagociticos foram estatisticamente semelhantes para todos
0s grupos testados (Fs12,=5; P =0,101) (Figura 4).
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Figura 4: indice fagocitico de hemdcitos de Rhipicephalus microplus apds incubagio com
blastosporos de Metarhizium anisopliae ou Saccharomyces cervisiae (Zymozan A®). Os
hemacitos foram coletados de fémeas de carrapatos ndo tratadas (C), carrapatos previamente
inoculados com tampdo fosfato (P) ou (D) dopamine (1.025 ng/uL). Os dados foram
apresentados em média e erro padrdo. O indice fagocitico foi determinado com o nimero de
hemdcitos exibindo fagocitose por 100 hemdcitos representativos de trés repeticdes
independentes e triplicate, totalizando 90 carrapatos. Barras seguidas da mesma letra nédo
difrem estatisticamente seguidos pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (P <
0,05).

4.4 Atividade Fenoloxidase na Hemolinfa de R. microplus inoculados com M. anisopliae
A atividade PO na hemolinfa de fémeas totalmente ingurgitadas de R. microplus foi
avaliada 24h, 48h e 72h apds a inoculacdo de DA exogena e M. anisopliae. As analises
estatisticas compararam diferentes tratamentos ao mesmo tempo (24 h, 48 h ou 72 h). Todos
0s grupos (C, P, D, M e DM) exibiram atividade PO semelhante 24 h apés a inoculacéo (P >
0,05) (ou seja, C = 0,052 + 0,007 U; P = 0,045 £ 0,010 U; D = 0,056 + 0,007 U ; M = 0,034 +
0,002; DM = 0,033 £ 0,003 U). 48 h apds a inoculacdo, a maior atividade PO (0,057 £ 0,010
U) foi observada na hemolinfa de carrapatos inoculados com PBS (P). Sua atividade foi
estatisticamente semelhante a C (0,043 + 0,006 U), D (0,044 + 0,007 U) e DM (0,049 + 0,004
U), mas diferente de carrapatos inoculados com M. anisopliae (0,029 + 0,002 U) (P = 0,037)
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(Figura 5A). 72 h ap6s a inoculagdo, a atividade PO de carrapatos inoculados com DA
exogena e M. anisopliae (DM) (0,041 + 0,019 U) foi maior do que a atividade exibida pelo
grupo controle (C) (0,009 £ 0,002 U) (P = 0,001) e o grupo inoculado exclusivamente com M.
anisopliae (M) (0,012 + 0,002 U) (P = 0,001) (Figura 5B). O mesmo foi observado para o
grupo inoculado exclusivamente com DA exdgena (D) (0,032 £ 0,006 U) em comparacao
com (C) (P =0,002) e (M) (P =0,035) (Figura 5B).
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Figura 5: Atividade da fenoloxidase (U) na hemolinfa de Rhipicephalus microplus em
diferentes tempos de inoculacdo de dopamina e Metarhizium anisopliae. Os dados foram
representados como média e erro padrdo de atividade de fenoloxidase de hemolinfa de
carrapatos 24, 48 e 72h ap6s inoculagdo com blastosporos de M. anisopliae (10°
blastosporos/mL) e com dopamina (1.025 ng/uL). Dados representativos de duas repeticdes
independentes e triplicata, totalizado n de 54 carrapatos. Barras com a mesma letra ndo
diferiram estatisticamente apds two-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P < 0,05). C:
carrapatos ndo tratados; P: carrapatos inoculados com solu¢do tampdo de fosfato; D:
carrapatos inoculados com dopamine (1.025 ng/Ml); M: carrapatos inoculados com M.
anisopliae (10° blastospores/mL); DM: carrapatos inoculados com dopamina e o fungo.
4.5 Deteccao de dopamina em hemdcitos de R. microplus tratados com M. anisopliae

Os hemacitos de Rhipicephalus microplus foram imunomarcados com anticorpo
contra dopamina e um anticorpo secundario (Alexa Fluor 594; vermelho) e seus nucleos
foram contrastados com DAPI (azul). Como resultado, a figura 6 mostra os granulos DA
marcados (vermelho) no citosol dos hemdcitos, permitindo uma analise da presenca de
dopamina nas células. Os hemdcitos de todos os grupos (incluindo carrapatos nao tratados)
exibiram marcados com DA. Os hemdcitos de carrapatos inoculados exclusivamente com DA

exibiram marcagao aparentemente mais evidente (Figura 6B).
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Figura 6: Presenca de dopamina nos hemdcitos de fémeas do carrapato Rhipicephalus
microplus apds 24h de inoculacdo de dopamina e Metarhizium anisopliae. A dopamina foi
visualizada em microscépio de fluorescéncia BX 51 (Olympus®) nos hemécitos (Alexa Fluor
594; vermelho). Os nucleos foram contrastados com DAPI (azul). (A) carrapatos ndo tratados
(CTR); (B) carrapatos inoculados com dopamina (DA); (C) carrapatos inoculados com
blastosporos de Metarhizium anisopliae (Ma); (D) carrapatos inoculados com dopamina e
blastosporos de M. anisopliae (DA+Ma). A barra de escala representa 10 um. Foram

analisados hemacitos da hemolinfa de 25 carrapatos em cada tratamento. Barra de escala= 10
pm.
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5 DISCUSSAO

Fungos entomopatogénicos foram o0s primeiros agentes aplicados no controle
microbiano de insetos (MAINA et al., 2018). Normalmente, os fungos entomopatogénicos
agem infectando seus alvos por meio de esporos especializados (conidios) que se fixam,
germinam e penetram na cuticula do hospedeiro artrépode. Uma vez infectado, o patdégeno
pode desafiar a imunidade humoral e cellular do artropode. Monoaminas biogénicas, como
DA, sdo considerados o principal elo entre os sistemas nervoso e imunoldgico em insetos.
Apesar disso, até onde sabemos, ndo existem estudos sobre a acdo da dopamina no sistema
imunolégico de carrapatos desafiados com entomopatdgenos.

No presente estudo, foi avaliado o efeito da dopamina na sobrevivéncia de R.
microplus inoculado por M. anisopliae. O isolado fungico utilizado neste estudo é
considerado virulento para carrapatos R. microplus (MESQUITA et al, 2020). Os blastosporos
sdo células vegetativas semelhantes a leveduras produzidas in vitro e ndo idénticas, mas
analogas as produzidas na hemocele do hospedeiro durante a infec¢éo fungica (BERNARDO
et al., 2020). Com base em nossos resultados, a DA exdgena aumentou quase quatro vezes a
sobrevivéncia de R. microplus ao fungo 72h apds o tratamento (Figura 2). Resultados
semelhantes foram relatados em um estudo com C. suppressalis (Crambidae: Lepidoptera),
onde as larvas foram inoculadas com DA e imersas em suspenséo de B. bassiana (WU et al.,
2015). Seus resultados mostraram que a DA aumentou 1,2 vezes a sobrevivéncia larval cinco
a 10 dias apds o tratamento com o fungo. WU e colaboradores (2015) sugeriram que, em
insetos, a DA pode atuar em um mecanismo autdcrino, ou talvez paracrino, para potencializar
as reacgOes de defesa celular a infecgéo.

Em relacéo a resposta celular, o nimero de hemdcitos circulantes nos artrépodes pode
variar de acordo com a ativacdo do sistema imunoldgico. Em carrapatos, o ndmero de
hemdcitos circulantes na hemolinfa aumenta com uma infeccédo fangica (DE PAULO et al.,
2018). No presente estudo, a infeccdo por M. anisopliae com blastosporos ndo reduziu a
concentracdo de hemocitos. Isso pode ser devido ao numero e tipo de propagulos de
Metarhizium usados por esses autores. O nimero de propagulos inoculados em seu estudo foi
quase 17 vezes maior (ou seja, 5 x 10 conidios) do que no presente estudo (3 x 10°
blastosporos). De acordo com nossos resultados, a inoculagdo de DA exdgena, seguida ou ndo
da inoculagdo do fungo, aumentou o nimero de hemacitos circulantes 24h apos a inoculagéo.
Isso sugere que DA desempenha um papel importante na resposta imune celular de carrapatos

R. microplus. Por outro lado, em outros invertebrados, o tratamento com DA reduziu ou nédo
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afetou o numero de hemdcitos circulantes (KONG et al., 2018; CHANG et al., 2007). Esse
contraste pode estar relacionado a diferencas fisioldgicas entre esses organismos, dose de DA
e tempo de andlise apds o tratamento.

Os hemocitos de artropodes atuam na fagocitose, encapsulacdo, nodulacgéo,
melanizacdo, coagulacdo e producdo de moléculas relacionadas ao sistema imunoldgico
(FOGACA et al., 2021). A acdo fagocitica dos hemdcitos contra bactérias, fungos e outras
particulas estranhas desempenha um papel significativo na resposta imunoldgica dos
carrapatos ap6s a infeccdo (LOOSOVA; JINDRAK; KOPACEK, 2001, PEREIRA et al.,
2001; BURESOVA et al., 2009; URBANOVA et al., 2014; 2017; FEITOSA et al., 2018). A
inibicdo da sintese de DA em hemdcitos de inseto prejudicou sua fagocitose e a incubagéo de
DA exogena com hemocitos aumentou a sua fagocitose (WU et al., 2015). Esses autores
apoiaram a hipotese de que DA é responsavel por mediar a fagocitose por hemacitos de
insetos. No presente estudo, apesar de a DA exdgena ser sugerida por contribuir para a
sobrevivéncia dos carrapatos e aumentar o niumero hemolinfatico de hemdcitos, seu indice
fagocitico ndo foi estimulado pela inoculacédo prévia da DA exogena (Figura 4).

Até onde sabemos, nosso estudo é o primeiro relato de atividade PO na hemolinfa de
R. microplus. Aqui, inesperadamente, a atividade PO de fémeas inoculadas com M. anisopliae
foi estatisticamente semelhante a carrapatos nédo tratados 72h apos a inoculacéo (Figura 5B),
sugerindo que o fungo entomopatogénico ndo desencadeou uma resposta imune relacionada a
atividade PO que teria aumentado seus niveis basais. Por outro lado, a inoculacdo de DA
exogena (isolada ou seguida de inoculacdo de M. anisopliae) aumentou a atividade PO
hemolinfatica em R. microplus e também o nimero de hemdcitos. PO é uma proteina presente
na hemolinfa livre de células de invertebrados e, de acordo com a literatura, é ativada por
clivagem proteolitica especifica em resposta a feridas ou infeccBes patogénicas (CERENIUS;
SODERHALL, 2004). A atividade PO é amplamente estudada em insetos como R. prolixus
(MELLO et al., 1995; CASTRO et al., 2012), S. litura (BALI; KAUR, 2013) e Mythimna
separata (KONG et al., 2018), e esta envolvida com melanizagéo, fagocitose e nodulacéo de
patdgenos (CERENIUS et al., 2008). Em aracnideos, sua atividade foi detectada em Polybetes
pythagoricus (Sparassidae: Aranae) (LAINO et al., 2015), Ornithodoros moubata (Argasidae:
Ixodida) (KADOTA eta al., 2002) e Rhipicephalus sanguineus (Ixodidae: Ixodida) (FEITOSA
et al., 2018). Feitosa et al., (2018) relataram um aumento da atividade PO na hemolinfa de
carrapatos infectados por Leishmania infantum (Trypanosomatidae: Trypanosomatida) 5 dias

apos a inoculagdo, mas ndo 24h ou 48h apos a infecgdo. O aumento da atividade PO tem sido
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associado a lise dos hemdcitos por serem a fonte da profenoloxidase (CERENIUS;
SODERHALL, 2004; FEITOSA et al., 2018 ). Apesar disso, os resultados do presente estudo
sugeriram que o aumento da atividade PO em inoculado com DA ndo estd necessariamente
ligado a ruptura dos hemacitos.

No presente estudo, as analises de microscopia de fluorescéncia detectaram a presenca
de dopamina nos hemdcitos de carrapatos R. microplus mesmo em condigdes fisioldgicas,
sugerindo que essas células podem produzir DA naturalmente. Em outro estudo recente, a
imunohistoquimica DA revelou granulos imunorreativos nas células basais dos &cinos na
glandula salivar apenas durante a fase inicial de alimentaco, de 24 a 48 horas apds o inicio
da alimentacdo, em uma espécie diferente de carrapato duro, 1. scapularis (SIMO et al, 2011).
Este é o primeiro relato de deteccdo de DA em hemdcitos de carrapatos. Este resultado
suporta os achados de WU et al. (2015) que também detectaram DA em hemacitos de C.
suppressalis. Seu estudo relatou a capacidade dos hemocitos de insetos de expressar
constitutivamente um receptor DA em sua membrana plasmatica, indicando que os hemacitos
estdo equipados individualmente para responder ao DA liberado por eles préprios ou por
hemacitos vizinhos. Nosso estudo demonstrou pela primeira vez a modulacdo da DA exdgena
na resposta imune celular e na sobrevivéncia de R. microplus inoculado com M. anisopliae.
A andlise da resposta imune de R. microplus desafiada com fungos entomopatogénicos
contribui para o avanco do conhecimento da integragdo do fungo com os carrapatos e pode

colaborar com o desenvolvimento de novas estratégias eficazes de controle bioldgico.
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6 CONCLUSOES

Pela primeira vez foi demonstrado o papel da dopamina no centro germinativo: a sua agao

constitui uma vantagem na diferenciacéo dos linfcitos B nas células que produzem os anticorpos e,

potencialmente este mecanismo pode ser modulado no decurso de uma doenca. As avaliacbes do

presente estudo corroboraram com as hipéteses iniciais do trabalho, exceto pelamodificagdo da

atividade fagocitica dos hemdcitos. Sendo assim foi possivel concluir que a inoculagdo com DA
exdgena:

e Reduz a suscetibilidade de R. microplus a infec¢do por M. anisopliae 72 horas apos a

inoculacéo;

e Pode influenciar o nmero de hemdcitos circulantes de R. microplus;

e Ndo alterou o indice fagocitico de R. microplus nos hemdcitos desafiados com M.

anisopliae;

e Influenciou a atividade da fenoloxidase na hemolinfa de carrapatos inoculados com

DA e o fungo ou exclusivamente com DA 72h apds o tratamento;

e Através da microscopia de fluorescéncia foi possivel detectar a presenca de dopamina

nos hemdcitos de carrapatos R. microplus mesmo em condicdes fisioldgicas;
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