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RESUMO

SILVA, Emily Mesquita da. Influéncia da microbiota e dos patéogenos de carrapatos na
acdo de fungos entomopatogénicos. 2023. 72p. Tese (doutorado em Ciéncias Veterindrias),
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Estudos acerca do uso de fungos entomopatogénicos no controle bioldgico de carrapatos
demonstram alta eficacia, no entanto ndo ¢ sabido qual a importincia da microbiota desse
artropode na acdo fingica. Além disso, o papel da presenca de patdgenos transmitidos por
carrapatos no momento do tratamento fungico ainda ¢ desconhecido. Portanto, a presente tese
teve como objetivo: avaliar a influéncia da microbiota de Rhipicephalus microplus para sua
sobrevivéncia sob acdo de Metarhizium anisopliae; avaliar composicdo e diversidade de
bactérias no intestino de R. microplus apds tratamento com M. anisopliae; além de analisar se
a administragdo de antibidtico ¢ compativel com uso de fungos entomopatogénicos. Além
disso, utilizando o modelo de Ixodes scapularis e Borrelia burgdorferi fez-se como objetivo
comparar a sobrevivéncia e ingurgitamento de I scapularis infectado ou ndo com B.
burgdorferi ap0Os tratamento com M. anisopliae; analisar a respostas imune dos grupos citados
anteriormente pela expressdo da molécula adaptadora Myd88 em receptores “Toll-like”;
avaliar a colonizagdo de B. burgdorferi em carrapatos tratados ou ndo com M. anisopliae
através da expressao do gene flaB; investigar a influéncia da coinfec¢do de B. burgdorferi e M.
anisopliae na microiota de I. scapularis pela expressdo do gene /6S. Para os testes com R.
microplus, fémeas parcialmente ingurgitadas foram retiradas do corpo de um bezerro e
alimentadas artificialmente com sangue do mesmo animal. A administragdo de tetraciclina foi
realizada adicionando o antibidtico ao sangue na alimentagdo, formando assim quatro grupos:
fémeas alimentadas apenas com sangue bovino puro (C) e sangue + tetraciclina (T); e dois
outros grupos que receberam a mesma dieta, apenas sangue ou sanguettetraciclina, porém
cada um destes grupos foi tratado topicamente com M. anisopliae LCM S04 (F e T+F,
respectivamente). Para os estudos com [. scapularis, ninfas infectadas ou ndo com B.
burgdorferi foram inoculadas com M. anisopliae ARSEF 549. Os primeiros ensaios foram
realizados avaliando a sobrevivéncia das ninfas ap6s exposi¢do ao fungo; nos ensaios
seguintes as ninfas estiveram em contato com camundongos para se alimentarem ad libitum.
As ninfas alimentadas foram pesadas e dissecadas, ¢ o RNA dos intestinos foi extraido e
transformado em cDNA para andlise dos genes. A administragdo de tetraciclina em fémeas de
R. microplus ndo alterou a sobrevivéncia dos carrapatos. Ainda, a alteragdo na microbiota e o
uso de antibidtico ndo prejudicaram a agdo fungica, e ambos os grupos tratados com M.
anisopliae apresentaram curvas de sobrevivéncia similares. O grupo (T+F) teve a composi¢ao
bacteriana com maior diversidade. A inocula¢dao de M anisopliae em I. scapularis infectados
ou ndo com B. burgdorferi ndo foi diferente entre si; o ingurgitamento das ninfas de 1
scapularis ndo foi afetado pelo tratamento fingico em carrapatos infectados ou ndo com B.
burgdorferi. A expressao relativa do gene flaB associado a colonizacao de B. burgdorferi nas
ninfas se manteve similar com ou sem tratamento fingico, ainda entre os mesmos grupos, o
nimero de bactérias através da expressdo relativa do gene /6S ndo foi alterada apos
tratamento com M. anisopliae; contudo as ninfas infectadas com B. burgdorferi apresentaram
maior expressao relativa do gene Myd88. Assim, os resultados demonstrados aqui reiteram a
necessidade de mais estudos relacionados as multiplas interagdes entre carrapatos, 0s
patogenos transmitidos por eles e fungos entomopatogénicos, com o objetivo de entender a
complexidade para pensar em programas de controle bioldgico eficientes.

Palavras-chave: controle bioldgico; microbiota intestinal; patdgenos transmitidos por
carrapatos



ABSTRACT

SILVA, Emily Mesquita da. Influence of Tick Microbiota and Tick Pathogens on the
Action of Entomopathogenic Fungi 2023. 72p. Tese (doutorado em Ciéncias Veterinarias),
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Reports on the use of entomopathogenic fungi in the biological control of ticks have shown
good efficacy, however the importance of tick’s microbiota, including tick-borne pathogens,
during fungal infection remains largely unexplored. Therefore, this thesis aimed to evaluate
the influence of the microbiota of Rhipicephalus microplus on its survival under the action of
Metarhizium anisopliae; evaluate composition and diversity of bacteria in the gut of R.
microplus after treatment with M. anisopliae; in addition, to analyze whether the
administration of antibiotics is compatible with the use of entomopathogenic fungi. Moreover,
using the model of Ixodes scapularis and Borrelia burgdorferi, the objective was to compare
the survival and engorgement of /. scapularis infected or not with B. burgdorferi after
treatment with M. anisopliae; to analyze the immune response of the groups mentioned above
by the expression of the Myd88 daptor molecule in “Toll-like” receptors; evaluate the
colonization of B. burgdorferi in ticks treated or not with M. anisopliae through expression of
the flaB gene; to investigate the influence of co-infection of B. burgdorferi and M. anisopliae
in the microbiota of I scapularis by the expression of the /6S gene. For tests with R.
microplus, partially engorged females were removed from the body of a calf and artificially
fed with blood from the same animal. Tetracycline administration was performed by adding
the antibiotic into the blood by the time of feeding, thus forming four groups: females fed
only with pure bovine blood (C) and blood+tetracycline (T); and two other groups that
received the same diet, only blood or blood + tetracycline, but each of these groups was
topically treated with M. anisopliae LCM S04 (F and T+F, respectively). For the studies with
L. scapularis, nymphs infected or not with B. burgdorferi were inoculated with M. anisopliae
ARSEF 549. The first assays were carried out to evaluate the survival of nymphs after
exposure to the fungus; in the following tests, the nymphs were in contact with mice to feed
ad libitum. The fed nymphs were weighed on the and dissected and the RNA from the guts
was extracted and transformed into cDNA for gene expression analysis. Administration of
tetracycline to R. microplus females did not alter tick survival. Furthermore, the disruption of
tick microbiota and the use of antibiotics, did not impair fungal action, and both groups
treated with M. anisopliae showed similar survival curves. The group T+F had the bacterial
composition with the highest diversity. Inoculation of M anisopliae in I. scapularis infected
or not with B. burgdorferi was not different; engorgement of /. scapularis nymphs was not
affected by fungal treatment in ticks infected or not with B. burgdorferi. The relative
expression of the flaB gene associated with the colonization of B. burgdorferi in nymphs
remained similar with or without fungal treatment. Still among the same groups, the number
of bacteria through the relative expression of the /65 gene was not altered after treatment with
M. anisopliae; however, nymphs infected with B. burgdorferi, and fungus treated showed a
higher relative expression of the Myd88 gene. Thus, the results shown here reiterate the need
for further studies related to the multiple interactions between ticks, tick pathogens and
entomopathogenic fungi, with the aim of understanding the complexity and to design efficient
biological control programs.

Keywords: Biological control; gut microbiota; tick-borne pathogens



LISTA DE TABELAS

CAPITULO I
Tabela 1:Rhipicephalus microplus fémeas ingurgitadas usadas para andlise de sobrevivéncia.
Peso da fémea parcialmente e ingurgitada (g), antes (B.F) e apds alimentacdo (P.F)

Tabela 2: Métricas de rede das comunidades bacterianas no intestino de carrapatos € no
SANGUE PUr0 de DEZEITO. ... o.uiti ittt e e 28

CAPITULO IT
Tabela 1: Primers dos genes alvo usados em reacdes de andlise de amplificacdo quantitativa
de transcri¢do reversa (RT-qPCR).........cooii i 39



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

Figura 1: Representagdo esquematica do conceito de Patobioma (VAYSSIER-TAUSSAT et al., 2015)
................................................................................................................................................... 9

Figura 2: Distribui¢do da microbiota em um artropode sob agdo de um fungo entomopatogénico
(BOUCTAS €t al., 2018).....iiuirienieiieiieiirieieteeetest sttt ettt ettt ettt sttt sbe e 10
CAPITULO I

Figura 1: Esquema demonstrando os quatro grupos estabelecidos para andlises de sobrevivéncia e
molecular usando fémeas de Rhipicephalus microplus alimentadas artificialmente................. 19

Figura 2: Associacdo de Metarhizium anisopliae e tetraciclina. (A) Sobrevivéncia de fémeas de
Rhipicephalus microplus apds alimentacdo artificial com sangue, com ou sem tratamento com
tetraciclina e Metarhizium anisopliae (média e erro padrdo). (B) Associacdo de M. anisopliae com
tetraciclina em meio de aveia com 21 dias de crescimento. Tratamentos: ctrl — carrapatos nao tratados
com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados
com fungos previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo
previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue mais tetraciclina. O asterisco indica uma diferencga estatistica entre ctrl ¢ T+F
(P<0,05) pelo teste de Log-HankK...........cceerieiieiiieniiieie ettt 2121
Figura 3: Estrutura e diversidade alfa de comunidades bacterianas em intestinos de Rhipicephalus
microplus e sangue de bezerro. (A) Analise de diversidade beta da comunidade baseada em PCA, com
base na matriz ponderada de distdncia UniFrac para ASVs, mostrando as diferengas entre os grupos;
(B) Contagem de ASVs tnicos; (C) indice de diversidade de Shannon, (D) indice de diversidade de
Simpson; (E) Coeficiente de igualdade de Pileou. Os pontos indicam a localizagdo exata dos meios. (B
a E) Os tratamentos com médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas sobrescritas ndo diferem
entre si pelo teste Tukey HSD ao nivel de significdncia de 5%. Tratamentos: B — amostra de sangue
puro do bezerro; ctrl — carrapatos ndo tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro
(grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com fungos previamente alimentados com sangue mais
tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro; T+F —
carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue mais tetraciclina. ........ 23
Figura 4: Composicdo de (A) familias bacterianas e¢ (B) géneros predominantes nos intestinos dos
carrapatos e no sangue puro do bezerro. As amostras foram agrupadas em dendrogramas de acordo
com a distancia calculada pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. Tratamentos: B — amostra de
sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos ndo tratados com fungo previamente alimentados com
sangue puro (grupo controle); T — carrapatos nao tratados com fungos previamente alimentados com
sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro;
T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue mais tetraciclina24
Figura 5: Participag@o relativa da classe bacteriana em cada nicho na rede de acordo com o Método de
Classificagdo Multinomial de Espécies (CLAM). Os valores percentuais dentro das caixas foram
calculados em uma escala ASV bruta para cada nicho. As comparagdes dos tratamentos T (A), T+F (B)
e B (C) com o controle foram destacadas devido aos maiores contrastes. As porcentagens baseadas na
transformacao de log (ASV+1) estdo no eixo vertical entre parénteses. Tratamentos: ctrl - carrapatos
ndo tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); F — carrapatos
tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo
previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; B - amostra de sangue puro do bezerro.
................................................................................................................................................. 26
Flgura 6: Método de classificagdo multinomial de espécies (CLAM) para o teste de ocupacdo de
nicho. Os géneros bacterianos foram mostrados apenas em circulos que se destacaram
significativamente em cada habitat. Os generalistas (brancos), especialistas (laranja, azul, verde, rosa e
roxo) e raros (cinza) sdo indicados com seus respectivos percentuais. Os valores percentuais
representam a contagem direta de ASV unico em cada nicho. (A) T versus ctrl; (B) F versus ctrl; (C)
T+F versus ctrl; (D) sangue versus ctrl. Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl —
carrapatos nao tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T —
carrapatos ndo tratados com fungos previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F —



carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados
com fungo previamente alimentados com sangue mais tetracicling.. ........c.ccoeeeeeeveeiierieeeeennee. 27

Figura 7: Analise de co-ocorréncia de rede das comunidades bacterianas nos intestinos de
Rhipicephalus microplus tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae com base no gene 16S rRNA.
Ctrl - carrapatos nao tratados com fungos previamente alimentados com sangue puro (grupo controle);
Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos ndo tratados com fungo
previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com fungos
previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com
SANZUE MAIS LEITACICIINA. 11euveeevieiieiieiieteete et ete e eteereebeebeeebeeebeesbessbessseesseassessseassenssenssensns 29

CAPITULO I

Figura 1: Ixodes scapularis alimentando-se em camundongos C3H e coleta de carrapatos em
experimentos com Metarhizium anisopliae. (A) Ninfas ndo alimentadas em [ scapularis (setas
vermelhas) para se fixarem no camundongo; (B) Gaiola equipada durante o experimento para coleta de
carrapatos; (C) Ninfas de /. scapularis alimentadas apos o ingurgitamento (setas vermelhas).39

Figura 2: Diagrama de procedimentos experimentais de Ixodes scapularis. 1-Microinjecdo de ninfas
ndo alimentadas com suspensdo de M. anisopliae ou solugdo aquosa tween para andlise de
sobrevivéncia, alimentagdo e expressdo génica (Bb e ninfas limpas); 2- Experimento de alimentagdo
para avaliar o peso de ingurgitamento de ninfas microinjetadas (Bb e ninfas limpas); 3-Analise de
expressdo génica de ninfas microinjetadas infectadas com B. burgdorferi apds a alimentacdo (ninfas
Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia e erro padrao de ninfas de Ixodes scapularis tratadas ou ndo
com Metarhizium anisopliae. (A) Carrapatos limpos (ndo infectados com Borrelia burgdorferi) ¢ (B)
carrapatos Bb (infectados por B. burgdorferi). Ctr clean- Ninfas de I. scapularis ndo infectadas com B.
burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01% (grupo controle limpo); Met 108 clean -Ninfas
de I. scapularis nao infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a
1x10% conidios mL!; Met 10° clean - Ninfas de I scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi
inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios mL"'; Ctr Bb- Ninfas de 1. scapularis
infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01% (grupo controle de B.
burgdorferi); Met 10° Bb - Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M.
anisopliae a 1x10° conidios mL-!. O asterisco indica uma diferenga estatistica entre ctrl clean ¢ Met
10° clean (P<0,05) pelo teste de Log-HanK. ...........coc.cveveuiriererereiieeereieeceeieieeeeeseseveeee e 42

Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia e erro padrdo de ninfas de Ixodes scapularis infectadas ou
ndo, com Borrelia burgdorferi e tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae. Ctr clean- ninfas de 1.
scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solu¢do de Tween a 0,01%; Met clean-
ninfas de I. scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M. anisopliae
a 1x10% conidios mL™'; Ctr Bb- Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de
Tween a 0,01; Met Bb- Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M.
anisopliae a 1x108 conidios ML . ..........coovoviiiiieiiriiieeeece et 43

Figura 5: Peso do ingurgitamento apods alimentag@o de ninfas de Ixodes scapularis infectadas ou nao
com Borrelia burgdorferi e tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae. Ctr clean- ninfas de I
scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solu¢do de Tween a 0,01%; Met 10°
clean- Ninfas de 1. scapularis nao infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensao de M.
anisopliae a 1x10° conidios mL™'; Ctr Bb- Ninfas de I. scapularis infectadas com B. burgdorferi
inoculadas com solugéo de Tween a 0,01%. Cada ponto de dados representa um carrapato; Met 10° Bb
- Ninfas de 1. scapularis infectadas com B. burgdorferi e inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a
IX108CONIAIOs ML .....iiiiiiiiceiicece ettt es e e 44

Figure 6: Expressdo relativa dos genes /6S ¥rRNA (A), flab (B) e MyDS88 (C) apds inoculacdo de
Metarhizium anisopliae em ninfas de Ixodes scapularis infectados com Borrelia burgdorferi apos
alimentacdo sanguinea e queda. Ctr Bb- Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugao
de Tween a 0,01%; Met 10° Bb - ninfas de I. scapularis infectadas com B. burgdorferi e inoculadas
com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios mL™'; Cada ponto de dados representa um pool de
intestino de 2-3 carrapatos. Os asteriscos indicam uma diferenga estatistica entre ctrl Bb e Met 10° Bb
(P<0,05) pelo teste de Mann-Whithey. ..........cccceeceerierienienienie ettt e e 45



SUMARIO

LINTRODUGCAQ .....oueeerererreenenesesesssssesesessssssssessssssssssessssssssssesssssssssssessssssssssesssssese 1
2.REVISAO DE LITERATURA .....cvvuinsimcnninsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 2

2.1 A impotancia de Carrapatos para a Saude Publica € Animal..........c.cceevvieiieniiieniienieeinns 2
2.2 RIIDICEPNATUS TICFOPIUS ......oo.veeeieeeiieeee ettt ettt et esbee e saee e snaeeenneeas 2
2.3 IXOAES SCAPULATTS ........eeeeeeeeee e et e e et e e te e e taee e abeeesaeesasaeessseeesaseeennseeans 3
2.4 Fungos Entomopatogénicos no Controle de Carrapatos..........ccccveeveerueeeveenieeriveeneenveennens 4
2.5 Microbioma de CaITAPALOS .....c..eeeuvieriieirieiieeteerieeeteettesteeteeesseesseessseeseessseenseessseenseessseenns 6
2.6 Microbioma de Artropodes ¢ Fungos Entomopatogenicos ..............c.o.veveueerverersrersnenns 10
2.6.1 CULICUIA ...ttt ettt b et ettt e b et esaeennea 10
2.6.2 TIEESTINO .ottt ettt ettt e bt et e et e et eeat et e entesae e bt sasesbeenbeentesaeensesneen 11
CAPITULO Laouuennieneeneenseensesssessssesssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssess 12
RESUMO.... cuuiiiuiceisensnissnnsesssisssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 13

F N 3 1 27 N 14
LINTRODUQCAQ .....cceeeeeeeererenreneresesesssesesssessssesessssssssssessssssssssassssssssssasessssssssssesssssess 15
2.MATERIAL E METODOS .....coseumeumrersnsensscnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 16

2.1 Alimentacao Artificial de Fémeas de Rhipicephalus microplus ..............cccoeeveecvvenveennn. 16
2.2 Suspensao Fungica de Metarhizium anisopliae ..................cccccoeveeveeeiienieniieiieeieeseeae 16
2.3 Bioensaios de Infec¢do por Rhipicephalus microplus com o Fungo Entomopatogénico M.
ANISOPIIAC ...ttt e et e et e e s ae e e s stae e sbeeessaeesseesssseesssaeessseeesaseeenssenans 17
2.4 Disseccgao de Rhipicephalus microplus ¢ Extragao do DNA Intestinal............cccccccvveneeen. 19
2.5 Preparagao de Biblioteca e Sequenciamento de rRNA 16S..........cccooeviviiiiviiiiniiciieeee, 19
2.6 ANAliSEe das SEQUENCIAS .....eevueiiiiiiieetieiie ettt et ettt e et e s ate et e st e ebeesateebeesanas 19
2.7 Analises de Bioinformatica € EStatiStiCas ........c.ccecvveeeriiieiiiieeiiieciiecciee e 20
3. RESULTADOS ..uuouiiuiiniiensicssisesssesssnssssssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 21

3.1 O Tratamento com Antibidtico Tetraciclina Nao Afetou a Sobrevivéncia de Rhipicephalus
ez ) 7 K RSP STUS 21
3.2 Estrutura e Diversidade da Comunidade Bacteriana...........c.ccoceeverienenienienenieneeeeene 22
3.3 Composi¢do da Comunidade Bacteriana............cceecueeriieiiieniiiiiienieceeee e 22
3.4 Ocupancia de NICROS .......oouiiiiiiiee ettt st 25
3.5 Anélise de Rede de CO-0COTTENCIA ... eeuiruieiieieitieieeie sttt 28
4. DISCUSSAQ c..ouimnrninnsinscsssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 30
CAPITULO IL.cuceunieneennceneeenseesssensssensssesssssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssessassssssessess 33
RESUMO.... cuuiuiiuicnisensnicsansesssissssssesssisssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 34

D 2 N 35



TINTRODUCAQ ...eeeeeeeverevesesesssssssssssnssssnssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssns 36

2.MATERIAL E METODOS .....cociirmismsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 37

2.1 Suspensao Fungica de Metarhizium anisopliae ..................cccccooeceevoeeeiianiinieesieeieeneeeae 37
2.2 Colonia de Ixodes scapularis e infecgdo experimental com B. burgforferi....................... 37
2.3 Inoculacao de Metarhizium anisopliae e Sobrevivéncia de . scapularis .......................... 38
2.4 Experimento de Alimentagdo de Ixodes SCApularis .............ccceeeeueeeecueeecceeeecieeecieeecreeene 38
2.5 Experimento de TranSmiSSA0 ........ccviieiireeiiieeiiieeeieeesieeesteeessreeessaeesseeesseeessseeesasesessseeans 38
2.6 Expressao génica e deteccdo de niveis de Borrelia burgdorferi no intestino do carrapato
apos tratamento COM MeEtATRIZIUM ............oeceueeeeerieeeiieeeiieeeieeeeteeesaeeesaaeeeeaaeesaaeesreeeenseeennnes 39
2.7 ANALISES ESTAtISTICAS ..eeveeutiriietieieeiiesteeie ettt sttt sttt ettt be et esaeenees 41
3.RESULTADOS ..uuouiiriiniieisecssisessstsssnssssssesssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 42

3.1 Efeitos da Infec¢ao com Fungo Entomopatogénico na Sobrevivéncia e Ingurgitamento de
IXOACS SCAPUIATES ...ttt e st e et e st esateessteessbeeesaseeennseeen 42
3.2 Expressdo Relativa dos Genes /68, flaB and Myd88 em Ixodes scapularis Infectados com
B. burdorferi Apds Tratamento com M. aniSOPlIQe..............c..ccoueveuveereeecuieseenieeiieeieenieeeeeenn, 45
4. DISCUSSAOQ ...ouuirnirncsnsisnsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssmsssssssssssssssssss 46
S5.CONCLUSOES .....ouiumimcrncisscisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 48
6.CONSIDERACOES FINAIS ....ucuererrrrerererennesesesesssssesesssssssssessssssssssssssssssssssseses 48

TREFERENCIAS ..eeeeveeeeeeevenensesesesssssssssssessnssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnss 49



1. INTRODUCAO

O controle biolégico utilizando fungos entomopatogénicos é considerado atualmente
um método alternativo de controle para diversas pragas agricolas; no entanto, o conhecimento
sobre as relagdes entre patogenos, microbiota e fungos ainda precisa ser estabelecido. Nesse
cenario, o entendimento dessas interacdes para carrapatos ¢ muito limitado, uma vez que o
desenvolvimento de um produto comercial voltado para carrapatos ainda ndo ¢ uma realidade
na industria. Os estudos sobre carrapatos e sua microbiota demonstraram a importancia desses
microrganismos simbioticos, uma vez que sdo responsaveis pela sintese de nutrientes e
funcdes cruciais na fisiologia dos carrapatos. A microbiota do carrapato também est4 ligada a
modulagdo de patdogenos em relagdo a reproducdo, transmissdao e colonizagdo. No entanto, o
papel desses microrganismos na acdo de fungos entomopatogénicos € como 0s
entomopatogenos moldam a microbiota dos carrapatos ndo ¢ explorado.

Os carrapatos sdo uma das maiores preocupacdes em saude publica mundial estando
envolvidos em importantes ciclos de zoonoses como Ixodes spp. na doenca de Lyme. Esses
artropodes sdo conhecidos por causar grandes perdas econdmicas, além de serem responsaveis
pela transmissdo de diversos agentes patogénicos de importancia humana e veterinaria. Como
ectoparasitas hematofagos, a transmissdo de patdogenos ocorre durante a alimentacdo
sanguinea, e¢ doengas transmitidas por carrapatos sdo relatadas nas familias Ixodidae
(carrapatos duros) e Argasidae (carrapatos moles). Além disso, a importancia da interagdo
entre patdgenos, artropodes e fungos entomopatogénicos ainda ndo ¢ bem conhecida.
Principalmente, para alguns insetos, a espécie e o isolado do fungo parecem ditar se a acdo do
fungo vai ser positiva ou prejudicar o ciclo de vida do patégeno. Ainda assim, em relagdo ao
tempo da evolugdo parasito-hospedeiro entre patdogenos de artropodes e seu hospedeiro poder
ser um fator crucial, o oposto também pode ser verdadeiro.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo explorar como a infec¢do flngica
entomopatogénica, apos tratamento topico, desencadeou alteragdes na comunidade bacteriana
intestinal em R. microplus ¢ se a interferéncia na comunidade bacteriana intestinal afeta a
suscetibilidade do carrapato a fungos entomopatogénicos; se o tratamento com antibioticos
pode afetar a acdo do fungo. Adicionalmente, foram avaliados a influéncia da inoculacido do
fungo entomopatogénico em Ixodes scapularis infectado com Borrelia burgdorferi em seu
ciclo de vida no que diz respeito a alteracdo da microbiota, resposta imune e biologia do
carrapato.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A impotancia de Carrapatos para a Saude Publica e Animal

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematdfagos obrigatorios considerados um dos mais
importantes artropodes responsaveis pela transmissdo de patdégenos, perdendo apenas para os
mosquitos como vetores (KARASUYAMA et al., 2020). Os carrapatos sdo encontrados em
mamiferos, aves, répteis e anfibios (SONENESHINE; ROE, 2013). Em 2018, Abubakar et al.
reportaram mais de 900 espécies de carrapatos classificadas no mundo, sendo apenas o género
Ixodes compreendendo 217 espécies ja identificadas (HURTADO; GIRALDO-RIOS, 2018).
Para os seres humanos, os patdgenos transmitidos por carrapatos sdo responsaveis por
doengas como a doenga de Lyme, febre maculosa das Montanhas Rochosas, anaplasmose
granulocitica humana e anaplasmose monocitica humana. Na pecudria, exemplos de doencas
sdo babesiose, anaplasmose, teileriose e erliquiose (SONENESHINE; ROE 2013). Além de
serem responsaveis por doengas, esses ectoparasitas também podem causar danos fisicos aos
seus hospedeiros durante a alimentacdo sanguinea. Levando em consideragdo todos esses
fatores, as perdas econdmicas relacionadas aos carrapatos chegam a 18,7 bilhdes de ddlares
nos EUA (ABUBAKAR et al., 2018), e no Brasil, apenas o carrapato bovino (Rhipicephalus
microplus) ja custava mais de 3 bilhdes de dolares anualmente cerca de dez anos atrds (GRISI
et al., 2014).

Os custos relacionados aos carrapatos devem-se principalmente ao controle desses
artropodes, pois muitos deles podem sobreviver por longos periodos em condigdes
desfavordveis. Aspectos da biologia do carrapato como revestimento lipidico na cuticula,
controle dos espiraculos respiratorios e excre¢do de guanina reduzem o desperdicio de agua,
promovendo assim maior tempo de sobrevivéncia (SONENESHINE; ROE, 2013). R.
microplus (Acari: Ixodidae) é considerado o carrapato mais amplamente distribuido em areas
tropicais (BARRE; UILENBERG, 2010), e ¢ a maior preocupagio da pecudria no Brasil como
um dos mais importantes produtores de carne bovina do mundo, com sua economia
diretamente ligada ao bem-estar do gado (ANDREOTTT et al., 2019).

2.2 Rhipicephalus microplus

R. microplus é uma espécie de carrapato de hospedeiro Unico que parasita,
preferencialmente bovinos, mas também pode ocorrer em equinos € ovinos, causando grandes
perdas econdmicas na pecudria, principalmente devido & transmissdo de hemoparasitas
responsdveis pela “tristeza parasitaria bovina”, como Babesia bovis, Babesia bigemina e
Anaplasma marginale (DE LA FUENTE et al., 2008). Esse complexo de doengas causadas
por esses patdgenos ¢ a maior doenga transmitida por carrapatos da industria (SANTOS et al.,
2019). Durante a alimentacdo sanguinea, uma unica fémea do carrapato pode ingerir grande
quantidade de sangue, de 0,5 a 1,0 mL, levando a anemia quando a infestagdo atinge
proporg¢des consideraveis (JONSSON, 2006). Os habitos alimentares do carrapato também
podem resultar em lesdes na pele do gado, o que leva a surtos de miiases. Quando os bovinos
estdo altamente infestados por carrapatos, a probabilidade de miiases por Cochliomia
hominivorax ¢ quatro vezes maior quando comparada com uma parasitemia baixa (RECK; et
al. 2014). Além disso, feridas causadas por carrapatos reduzem o valor do couro animal para
venda (ANDREOTTI et al., 2019). Nesse contexto, as despesas com o controle do carrapato
bovino sdo um caso de interesse.

O controle de R. microplus ¢ feito principalmente com acaricidas sintéticos. A ampla
utilizacdo desses produtos se deve a facilidade de uso, rapido tempo de resposta e baixo custo
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(ABBAS et al., 2014). No entanto, essas caracteristicas também sdo a razao pela qual o uso de
acaricidas tornou-se uma preocupagao. No Brasil, os agricultores tém uma forma acessivel de
compra-los e aplica-los sem a devida fiscalizagdo, levando ao uso indevido e indiscriminado.
Devido a aplicacdo inadequada, agrava-se o surgimento de populacdes de carrapatos
resistentes aos acaricidas sintéticos. Atualmente, existem relatos de cepas de carrapatos de
diferentes estados do Brasil simultancamente resistentes a todas as principais classes de
acaricidas disponiveis comercialmente no pais (RECK et al., 2014 VILELA et al., 2020;
VALSONI et al., 2021; DZEMO; THEKISOE; VUDRIKO, 2022). Dzemo et al. (2022)
mostraram que para R. microplus, o desenvolvimento de resisténcia a acaricidas ¢ mais de
60% maior quando comparado a outras espécies.

O ciclo de vida de R. microplus inclui duas fases: uma fora do hospedeiro, como
fémeas ingurgitadas, ovos e larvas ndo alimentadas; e uma fase parasitaria com adultos, larvas
e ninfas. Seu ciclo comumente termina em aproximadamente oito semanas se as condi¢des de
umidade e temperatura forem altas o suficiente nos tropicos, com a fase ndo parasitaria em
torno de 40 dias (SONENESHINE; ROE, 2013). Esse estilo de vida contribui para uma
disseminagdo e propagacdo mais rapida da populagdo de carrapatos. O controle desses
carrapatos ¢ desafiador principalmente devido ao numero de carrapatos colocados no
ambiente durante o periodo fora do hospedeiro, sendo que a aplicacdo de tratamentos de
controle de carrapatos ¢ basicamente feita nos animais infestados por meio de técnicas de
aspersao (SANTOS et al., 2019). Para aprimorar as metodologias de controle, existem varias
etapas que em conjunto sdo denominadas “controle estratégico”. Essas estratégias
compreendem acdes baseadas na biologia do carrapato, como a influéncia de fatores abidticos
e densidade populacional; raca animal; e manejo de pastagens (ANDREOTTI et al., 2019).
Além disso, além dos métodos convencionais, abordagens alternativas tém sido intensamente
estudadas para complementar e apoiar o controle de carrapatos no manejo integrado de
carrapatos (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2018).

2.3 Ixodes scapularis

Ixodes scapularis (Acari: Ixodidae) ¢ um importante vetor de patdgenos humanos e
animais. A espécie 1. scapularis é conhecida como responsavel pela transmissdo de Borrelia
burgdoferi, bactéria responsavel por aproximadamente 300.000 casos nos EUA
(ROSENBERG et al., 2018). Além de B. burgdorferi, os carrapatos 1. scapularis também
podem transmitir outras espécies de Borrelia, Babesia sp., Ehrlichia sp. e Anaplasma sp.
(KUROKAWA et al., 2020). Preocupacao crescente com a saude publica, 1. scapularis esta se
espalhando por diferentes localizagdes geograficas dos EUA. De 1998 a 2016, Ixodes spp.
ampliou em 44% o nimero de municipios onde foram encontrados (EISEN et al., 2016).

Como um carrapato de trés hospedeiros, /. scapularis faz uma refeicdo de sangue por
estagio, que inclui ovo, larva, ninfa e adultos, e deixa o hospedeiro apoés cada refeicdo. Seu
ciclo de vida pode durar de 2 a 4 anos (YUVAL; SPIELMAN, 1990; KUROKAWA et al.,
2020). Os hospedeiros desse carrapato podem variar entre os estdgios; enquanto as larvas e
ninfas se alimentam principalmente de pequenos animais, como roedores e passaros, 0s
adultos s3o encontrados principalmente em grandes mamiferos, como veados (EISEN; EISEN,
2018; RADOLF et al., 2012). De acordo com o ciclo de vida de . scapularis no curso da
doenca de Lyme, apds as larvas se alimentarem de um hospedeiro reservatério infectado por B.
burgdorferi, as bactérias sdo transmitidas transestadialmente. Dessa forma, ap6s a muda,
quando uma ninfa infectada vai para o repasto sanguineo, B. burgdorferi ¢ disseminada para
outro potencial hospedeiro reservatorio, mantendo o ciclo, pois permite que outra geragao de
carrapatos se alimente e seja infectada por Borrelia (RADOLF et al., 2012). Apds a muda das
ninfas, os adultos irdo se alimentar e acasalar em um cervo, que desempenha esta importante
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parte do ciclo, porém, ndo é um hospedeiro competente para B. burgdorferi (RADOLF et al.,
2012). A doenga de Lyme tem sido o principal problema quando se trata de 1. scapularis. B.
burgdorferi ¢ transmitida ao homem também por meio da picada de carrapato infectado, mas
como hospedeiro acidental (RADOLF et al., 2012). Em seguida, as espiroquetas se replicam
na pele humana e ap6s um periodo que pode variar de dias a semanas, B. burgdorferi passa do
local da picada para outros tecidos como coragdo, articulagdo ou sistema nervoso pela
corrente sanguinea ou sistema linfatico (HYDE, 2017). As manifestagdes da doengca demoram
meses a anos para se manifestar, e os pacientes podem ter neuroborreliose, cardite de Lyme e
artrite (HYDE, 2017).

Até o momento, as preocupagdes em torno de /. scapularis incluem a incidéncia de
carrapatos coinfectados, uma vez que o carrapato “black legged” aumentou sua distribuicao
geografica, conforme mencionado acima. /. scapularis esta relacionado a quatro doengas de
notificacdo obrigatoria: a conhecida doenga de Lyme, anaplasmose, babesiose e doenca do
virus Powassan (EISEN; EISEN, 2018). Entre elas, foram relatadas coinfec¢des com B.
burgdorferi e Babesia microti (DIUK-WASSER et al., 2016). Ainda, de acordo com este
levantamento, o surgimento da babesiose esta correlacionado com areas endémicas para a
doenca de Lyme. Apesar disso, parece que B. burgdorferi diminui a chance de
estabelecimento de B. microti e, além disso, B. microti exibe uma baixa aptiddo por
demonstrar uma transmissao ruim do hospedeiro para carrapato e transestadial entre larvas
para ninfas (MATHER et al., 1990).

Com o objetivo de reduzir o nimero de carrapatos e doencas transmitidas por
carrapatos, varias abordagens para o manejo integrado de carrapatos foram investigadas e
aplicadas ao longo dos ultimos anos (STAFFORD et al., 2017). Segundo os autores, as
principais estratégias se baseiam em a) medidas de protecdo individual (verificagdo de
carrapatos e remoc¢ao imediata; uso de repelentes); b) manejo da paisagem/vegetacdo; c)
aplicagdo de acaricidas sintéticos e bioldgicos no ambiente visando carrapatos em busca de
hospedeiro; d) abordagens direcionadas a roedores e veados (acaricidas topicos; e) regulador
oral de crescimento de carrapatos; e f) reducao de veados.

2.4 Fungos Entomopatogénicos no Controle de Carrapatos

Na ciéncia basica e aplicada, o controle bioldégico ¢ uma das alternativas mais
estudadas para o controle de artrépodes-praga. Segundo o “Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento” (MAPA), somente no Brasil foram registrados cerca de 100
produtos bioldgicos nos ultimos dois anos. Em 2019, 60% dos bioprodutos registrados eram a
base de fungos (MASCARIN et al., 2019). O modo de a¢do dos fungos entomopatogénicos €
a principal razao pela qual esses microrganismos sdo intensamente explorados. Enquanto a
maioria dos agentes entomopatogénicos, como bactérias, virus e a maioria dos nematdides
devem ser ingeridos, os fungos sdo capazes de penetrar através da cuticula dos artropodes. A
principio, os conidios se fixam na superficie do hospedeiro e depois germinam. Ao final do
tubo de germinacdo, ocorre formagdo de apressorios e uma estrutura chama de “peg” de
penetracdo serd responsavel pela entrada do fungo na hemocele do artrépode, via produgdo de
enzimas (proteases, quitinases e lipases) e agdo mecanica (ZIMMERMANN, 2007). Uma vez
dentro do corpo do hospedeiro, os fungos vao crescer e germinar na forma de blastosporos
(corpos de hifais), usando o préprio corpo do hospedeiro como fonte de nutrientes, e junto
com uma série de substancias produzidas como toxinas ¢ metabolitos secundarios, levando a
morte do artropode (ZIMMERMANN, 2007).

O controle biolégico de carrapatos utilizando fungos entomopatogé€nicos tem se
mostrado um método eficiente em estudos de laboratério, semicampo e de campo
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(BEYS-DA-SILVA et al., 2020; MASCARIN et al., 2019). Em 2010 Ojeda-Chi et al.
demonstraram controle de 100% das fémeas ingurgitadas de R. microplus 12 dias
pos-tratamento em condi¢gdes de laboratorio. O controle de surtos de larvas também foi
relatado em experimentos de semi-campo por um isolado nativo de M. anisopliae, usando
6leo como adjuvante (MESQUITA et al., 2020) e por uma formulacdo granular de propagulos
de Metarhizium (MARCIANO et al. 2021). Além disso, também foi testado o tratamento com
fungos em animais naturalmente infestados em um estudo de campo (CAMARGO et al.,
2016). Até hoje, ndo ha nenhum produto a base de fungo entomopatogénico registrado para
controle de carrapatos no Brasil. Porém, resultados positivos foram encontrados com
Rhipicephalus sanguineus (ALVES et al., 2017) e R. microplus (CAMARGO et al. 2014;
2016) utilizando um produto comercializado inicialmente para a cigarrinha Mahanarva
fimbriolata a base de Metarhizium sp. O principal entrave para controle de carrapatos com
fungos ¢ a tolerancia desses microrganismos a fatores abioticos. Estudos utilizando diferentes
tipos de formulacdo sdo impulsionados pela necessidade de melhorar a vida de prateleira de
bioprodutos futuros e a persisténcia no meio ambiente (CAMARGO et al., 2016;
MARCIANO et al. 2021; MESQUITA et al., 2020). Camargo et al. (2016) demonstraram que
ao utilizar um produto comercial a base de Metarhizium, o grupo 6leo (sem fungo) apresentou
resultado semelhante quando comparado ao Metarhizium formulado a o6leo. Esses autores
destacam o efeito deletério de diferentes 6leos sobre carrapatos, o que leva a necessidade de
maiores investigagdes quanto as formulagdes. O género Metarhizium é considerado o grupo
mais importante, estudado e bem caracterizado de inseticidas (ZIMMERMANN, 2007;
LOVETT; ST. LEGER, 2015). Por esta razdo, o género concentra um grande numero de
relatos. Metarhizium brunneum cepa F52 foi testada contra 1. scapularis com trés diferentes
métodos de exposicdo, demonstrando uma atividade patogénica para este carrapato
(BHARADWAJ; STAFFORD, 2012). Lorenz et al. (2020) utilizaram uma formulagdo
baseada em encapsulamento de alginato de célcio para Metarhizium spp. e dentro de 10 dias
apos a exposicdo, Metarhizium pemphigi matou 100% das mifas de I ricinus. Em uma
abordagem de manejo integrado de carrapatos, o uso de Met F52 (M. anisopliae) ¢ uma
armadilha de fipronil para roedores para a remocdo de carrapatos reduziram em 90% as
chances de coletar /. ricinus infectado de camundongos (Peromyscus leucopus) (LITTLE et
al., 2020).

Sugere-se que a suscetibilidade de insetos e carrapatos a fungos entomopatogénicos
seja diferente de acordo com o isolado fingico e espécie de artropode (LEEMON; JONSSON
2012), sendo essa diferenga também detectada entre espécies de carrapatos (MENT et al.,
2020). Varias razdes poderiam explicar essa variacdo intrinseca ao hospedeiro artropode,
como resposta imune (CORREA et al.,, 2021; FIOROTTI et al., 2022), composi¢do da
microbiota e caracteristicas da cuticula. (KIRKLAND; WESTWOOD; KEYHANI, 2004;
MENT et al., 2010).

Em diversos artropodes, a ag¢do contra fungos patogénicos ocorre por meio de
respostas imunes celular e humoral (FIOROTTI et al., 2021b). Além disso, microrganismos
patogénicos podem manipular o pH da cuticula do hospedeiro e a hemolinfa no momento da
penetragdo (BOUCIAS et al., 2018) e exibir algumas estratégias para superar a defesa do
hospedeiro. M. anisopliae pode evadir o sistema imunoldgico do inseto Manduca sexta
codificando um revestimento protetor em suas células (WANG; St LEGER, 2006). Ainda
assim, estudos sobre imunidade de carrapatos contra infec¢des flngicas sdo limitados. A via
JAK/STAT em Drosophila é desencadeada apods desafio bacteriano ou fungico. No entanto,
esta via € pouco conhecida em carrapatos, embora seja funcional (FOGACA et al., 2021). O
reconhecimento fungico ¢ ativado pela via Toll em Drosophila, bem como pelo
reconhecimento da parede celular (FOGACA et al., 2021). Assim, ambas as vias sao
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consideradas evolutivamente conservadas em artropodes (ROSA et al., 2016). Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) também desempenham um papel na resposta do carrapato aos fungos.
A AMP Microplusin foi isolada de R. microplus (ESTEVES et al., 2009) e tem demonstrado
acdo contra Cryptococcus neoformans (SILVA et al., 2011). Em carrapatos, as respostas a
fungos entomopatogénicos tém sido atribuidas a mediagdo celular via hemocitos (FIOROTTI
et al., 2019; 2022). Fiorotti et al. (2019) descreveram um efeito citotoxico em hemdocitos de R.
microplus ap6s infec¢do por Metarhizium robertsii. Rosa e cols. (2016) observaram padrdes
de expressdo distintos de componentes da via de sinalizagdo imune de carrapatos em células
embriondrias de carrapatos ao comparar a resposta de diferentes microganismos.

A cuticula pode conter substincias que desempenham um papel crucial para o
reconhecimento fingico, como aminodcidos livres, peptideos e/ou compostos antifingicos
que podem influenciar a adesdo e a germinagdo (ZIMMERMANN, 2007; MENT et al., 2012).
As propriedades fisico-quimicas das cuticulas do hospedeiro tém sido relatadas como um
fator importante para os carrapatos suprimirem fungos entomopatogénicos (GRIZANOVA et
al., 2019). O estudo entre dois tipos de Galleria mellonella (melanico ou nao melanico)
revelou que o aumento da quantidade de melanina na cuticula do hospedeiro prejudicou a
fixagdo conidial e a germinacdo de Metarhizium brunneum (GRISANOVA et al., 2019). Além
disso, diferentes estagios de desenvolvimento do fungo podem ser prejudicados pelas defesas
do hospedeiro. Para Dermacentor variabilis, uma baixa taxa de mortalidade foi demonstrada
apos o tratamento fungico (KIRKLAND; WESTWOOD; KEYHANI, 2004). No entanto, a
adesdo de conidios, germinacgdo e crescimento micelial foram exibidos na superficie cuticular
do carrapato, sugerindo inibicdo no desenvolvimento final do fungo. As primeiras
investigacdes da cuticula de R. microplus relataram uma epicuticula mais complexa do que
em outros artropodes (FILSHIE, 1976). Acredita-se que a resposta fiingica a cada composto
cuticular artrépode-hospedeiro seja distinta, impactando assim na suscetibilidade do
hospedeiro (MENT et al., 2010; 2012; RIBEIRO-SILVA, C.S. et al, 2022). Isso também ¢
corroborado pelo fato de que os carrapatos ixodideos passam parte de seu ciclo de vida presos
a seus hospedeiros (principalmente mamiferos) e, provavelmente durante esse periodo, estao
em contato com os compostos da pele do hospedeiro vertebrado.

2.5 Microbioma de Carrapatos

O trabalho de Cowdry em 1925 identificou diferentes bactérias em 6rgaos distintos de
carrapatos, incluindo células epiteliais intestinais de larvas nao alimentadas. Além disso, ele
também encontrou bactérias distintas em apenas uma célula (ndo correlacionadas), sem causar
nenhum dano a célula. Juntos a esses resultados, e a medida que as tecnologias moleculares
melhoraram e a tecnologia de sequenciamento de alto rendimento foi aplicada em varios
estudos, um resultado intrigante foi demonstrado quando os estudos de carrapatos mostraram
um microbioma complexo. Um microbioma estd relacionado aos microrganismos € seus
genes associados, enquanto a mencdo a composicdo do tdxon ¢ chamada de microbiota
(CABEZAS-CRUZ et al., 2018). Segundo Cabezas-Cruz et al. (2018) os pesquisadores
acreditavam que a dieta baseada em sangue de carrapatos abrigava uma microbiota menos
diversa quando comparada a insetos como Drosophila melanogaster, uma vez que essas
moscas tém uma fonte maior de alimento. Os autores sugerem que esse resultado esteja
associado ao complexo ciclo de vida dos carrapatos e a deficiéncia nutricional como
hematofago obrigatorio.

As plataformas de sequenciamento de proxima geragdo (NGS) executam o
sequenciamento em larga escala e permitem que uma amostra de um material genético seja
sequenciada como diferentes fragmentos em paralelo (GRADA; WEINBRECHT, 2013). Essa
abordagem tornou possivel sequenciar um genoma em um dia, sendo chamado de
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sequenciamento de alto rendimento. Quando comparado ao sequenciamento Sanger
tradicional, o NGS tem um custo-beneficio mais elevado. Os estudos de tecnologia de
sequenciamento de alto rendimento usam principalmente o DNA do gene 16S ribosomal RNA
(16S rRNA) com base no conhecimento da comunidade bacteriana. Segundo Janda e Abbott
(2007), esse fato ¢ atribuido a caracteristicas relacionadas a esse gene, como: a) muito bem
conservado entre as bactérias, b) regides de variabilidade, ¢) fun¢do génica conservadora ao
longo do tempo, e d) gene adequado comprimento para analise. O gene 16S rRNA conta com
nove regides hipervariaveis para estudos, V1-V9 (CABEZAS-CRUZ et al., 2018; WOESE E
FOX, 1977), onde V1-V3 foram as mais aplicadas para 454 pirosequenciamentos. Esta
plataforma de sequenciamento da Roche estava no inicio dos estudos NGS, mas
descontinuada em 2016 D'Amore et al. (2016). Mais recentemente, a plataforma Illumina
Miseq vem liderando as pesquisas de NGS devido a um maior nimero de sequéncias
alcangadas, e dentro desta ferramenta sdo utilizadas principalmente as regides V3-V6
(CABEZAS-CRUZ et al., 2018). Para carrapatos, V1-V4 sdo os mais comuns (GREAY et al.,
2018).

O microbioma dos carrapatos inclui membros de bactérias, fungos, virus, Archea e
protozodrios (NARASIMHAN; FIKRIG, 2015). Sua composicao pode ser afetada por fatores
externos, como condi¢gdes abioticas (ou seja, temperatura, umidade), regides geograficas e
caracteristicas do carrapato (ou seja, sexo e estdgio) (AGUILAR-DIAZ et al., 2021). E
relatado que carrapatos adultos possuem apenas 50% da riqueza larval (NARASIMHAN et al.,
2021). Um estudo de Hawlena et al. (2013) relatou o fato de que, para os carrapatos
Dermacentor variabilis e Ixodes scapularis, as espécies de artropodes tém mais influéncia na
formagdo da microbiota do carrapato do que seu hospedeiro e o ambiente que esta inserido.
Além disso, além da transmissdo transovariana, a copula e a fertilizagdo do ovo podem
aumentar as bactérias do carrapato, devido ao esperma “infectado” e microrganismos
associados no trato genital feminino (AFZELIUS et al., 1989; ANDREOTTI et al., 2011). A
carga bacteriana dos carrapatos também pode ser influenciada diretamente pelo
comportamento relacionado ao seu “estilo de vida”, sejam eles com um ou mais hospedeiros.
Quando os carrapatos t€ém mais de um hospedeiro durante seu ciclo biologico, eles passam
mais tempo no solo durante o periodo de busca. Além disso, eles estdo em contato com
diferentes microbiotas do hospedeiro durante a alimentacdo sanguinea. Alguns estudos
corroboram esse fato mostrando um aumento na diversidade do microbioma apds alimentacao
sanguinea em [ scapularis (MORENO et al.,, 2006; NARASIMHAN et al., 2014),
Amblyomma americanum (HEISE et al., 2010) e R. microplus (GUIZZO et al., 2020), porém,
para Ixodes ricinus o contrario foi reportado. A pele do hospedeiro do carrapato também pode
contribuir como fonte de comunidade bacteriana do carrapato (que ¢ abrigada durante a
alimentacdo sanguinea), conforme relatado por estudos com bactérias da pele do hospedeiro
em orgaos do carrapato (ANDREOTTI et al., 2011; BONNET et al. 2017).

Para entender o papel do microbioma intestinal na biologia de carrapatos e doencgas
transmitidas por carrapatos, tratamentos com antibidticos t€ém sido usados em hospedeiros
vertebrados ou administrados diretamente em carrapatos por meio de alimentacao artificial ou
injecdo (ZHONG; JASINSKAS; BARBOUR, 2007; NARASIMHAN et al., 2014; GUIZZO
et al., 2017). Uma estrutura de microbioma atipica com diferentes composi¢des taxondmicas e
fungdes metagendmicas pode ser chamada de disbiose (LEVY et al., 2017). Essa mudanga ¢
desencadeada por condigdes ambientais ¢ do hospedeiro que podem perturbar o ecossistema
microbiano. Modelos de estudos tém contribuido para o conhecimento das principais fungdes
derivadas de endossimbiontes em favor de carrapatos. Em 4. americanum, a administragao de
tetraciclina ou rifampicina reduziu o niumero de Coxiella sp. e Rickettsia sp e por isso as
fémeas de carrapato diminuiram seus “fitness” (ZHONG; JASINSKAS; BARBOUR, 2007).

7



Os autores relataram maior tempo até a oviposi¢cdo ¢ menor nimero de larvas eclodidas e de
larvas vidveis apos a eclosdo, sugerindo um papel dessas bactérias no ciclo desse carrapato.
No entanto, de acordo com Guizzo et al., (2017), a administracao de tetraciclina e a reducao
nos niveis de bactérias semelhantes a Coxiella em fémeas de R. microplus ndo afetaram a
postura dos ovos ou a eclosao das larvas. Contudo, ovos de fémeas previamente tratadas com
o antibiodtico ndo se desenvolveram apos o estagio de metaninfa, indicando uma contribui¢ao
deste endossimbionte para o crescimento do carrapato. Para Ornithodoros moubata, a
eliminagdo de bactérias Francisella-like usando rifampicina impactou a formacdo do
carrapato e reduziu a taxa de emergéncia de adultos; no entanto, apds a administragdo de
vitamina B, esses danos foram restaurados (DURON et al.,, 2018). Dessa forma,
comprovou-se que esta bactéria € responsavel pela suplementacio nutricional em O. moubata.

Um dos endossimbiontes de carrapatos mais freqiientemente encontrados € o
Coxiella-like transmitido “maternalmente”. Nakao et al., (2013). relataram um estudo com
sete espécies de carrapatos Amblyomma variegatum, Amblyomma testudinarium, Ixodes
ovatus, Ixodes persulcatus, 1. ricinus, Haemaphysalis formosensis e Haemaphysalis
longicornis para caracterizar seu microbioma, e Coxiella sp. foi detectado em todas as
espécies de carrapatos. Apesar da diversidade de genétipos de Coxiella ja detectados em
carrapatos, até hoje, existem apenas duas espécies identificadas (DURON et al., 2015;
ELLIMAN; OWENS, 2020). Duron et al. (2015) investigaram Coxiella sp. em 58 espécies de
carrapatos (916 espécimes), incluindo Ornithodoros spp., € teve resultado positivo para 70%
deles. Os autores também indicam que esses endossimbiontes semelhantes a Coxiella foram
provavelmente os ancestrais do patogeno Coxiella burnetti, o agente responsavel pela febre Q.
Para outras bactérias associadas a carrapatos, ainda ha muito a ser revelado, pois podemos
encontrar relagdes de linhagem com patogenos transmitidos por carrapatos também em
endossimbiontes semelhantes a Francisella e semelhantes a Rickettsia no microbioma dos
carrapatos (NARASIMHAN; FIKRIG, 2015). Alguns autores acreditam que esses tdxons
podem ter sido patdgenos em primeiro lugar e evoluiram em linhas diferentes posteriormente
para se tornar um simbionte. (NODA; MUNDERLOH; KURTTI, 1997; BRENNER et al.,
2021). Por outro lado, também existe a possibilidade de um endossimbionte evoluir para um
patogeno (WELLER et al., 1998; NARASIMHAN; FIKRIG, 2015).

Em 2014, Vayssier-Taussat et al. cunhou o termo “Patobioma” (Figura 1) para
descrever as interacdes microbianas entre o patdégeno e seu ambiente bidtico. Segundo os
autores, um dos principais objetivos do estudo do patobioma ¢ entender a influéncia da
microbiota no progresso dos agentes patogénicos. Nesse sentido, sugere-se que um papel
funcional no microbioma ndo seja totalmente dependente de um grupo taxondmico, mas
diferentes grupos de bactérias podem ter o mesmo papel para um conjunto definido de
fungdes (ESTRADA-PENA; CABEZAS-CRUZ; OBREGON, 2020), mesmo respondendo a
um patogeno transmitido por carrapatos.

Além disso, investigar o papel dos fungos entomopatogénicos e as possiveis
implicagdes de sua agdo na transmissdo e colonizagdo de patdogenos por carrapatos € de
grande relevancia. Nao ha registro da influéncia direta de entomopatdogenos em doencas
transmitidas por carrapatos, no entanto, estudos sobre tdxons de insetos mostram alguns
achados interessantes. Relatorios de Glossina fuscipes fuscipes (WAMITI et al., 2018),
Anopheles stephensi (BLANDFORD et al. 2005), Anopheles gambiae (FANG et al. 2011) e
Aedes aegypti (DONG et al., 2012) demonstraram uma deficiéncia no ciclo de vida de
patoégenos apos exposi¢cdo a fungos entomopatogénicos. Por outro lado, quando o triatomineo
Meccus pallidipennis foi infectado com Trypanosoma cruzi e tratado com M. anisopliae, a
sobrevivéncia do inseto foi maior quando comparada as duas infec¢des separadamente
(FLORES-VILLEGAS et al., 2019). Dessa forma, as interagdes entre fungos
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entomopatogénicos € um carrapato infectado por patdégeno, e outros artropodes importantes
em saude publica precisam ser examinados, uma vez que a resposta do hospedeiro a ambos os
patdgenos parece ser especifica.

Figura 1: Representacdo esquematica do conceito de Patobioma
(VAYSSIER-TAUSSAT et al., 2015)



2.6 Microbioma de Artrépodes e Fungos Entomopatogénicos

O interesse continuo no microbioma dos artropodes, seja por caracteristicas funcionais
ou pelo papel nas doengas transmitidas por carrapatos, suscitou a possivel influéncia de
endossimbiontes no  desenvolvimento de fungos entomopatogénicos.  Fungos
entomopatogénicos entram em contato com microrganismos de artropodes na cuticula, no
trato intestinal e com endossimbiontes intracelulares (BOUCIAS et al., 2018) (Figura 2).
Estudos sobre infecgdes flingicas visam principalmente a agdo do fungo e interacdes com o
hospedeiro. Ainda assim, a maioria dos relatos publicados foca apenas a comunidade
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Figura 2: Distribuicdo da microbiota em um artropode sob acdo de um fungo
entomopatogénico (BOUCIAS et al., 2018).

bacteriana.

2.6.1 Cuticula

A cuticula ¢ a primeira barreira fisica em um artropode, uma vez que os fungos
entomopatogénicos precisam se ligar a epicuticula dos hospedeiros. A epicuticula é uma
camada hidrofobica e esclerotizada e, na maioria dos insetos, abriga um niimero menor de
microrganismos do que no intestino (BOUCIAS et al., 2018). Além dos compostos
antifungicos liberados na cuticula, microrganismos presentes no ambiente onde os artropodes
estdo, como solo, plantas e hospedeiros, também podem competir com entomopatdgenos
atuando como antagonistas (BOUCIAS et al., 2018). No entanto, a epicuticula pode abrigar
alguns microrganismos endossimbiontes ¢ esta populagdo de microrganismos ja estabelecida
na cuticula pode ser uma defesa adicional para o hospedeiro combater patégenos. Relagdes
simbidticas contra patégenos de artrépodes sdo facilmente demonstradas com o besouro
Dendroctonus frontalis (SCOTT et al., 2008). Esse inseto abriga uma cepa bacteriana
epicuticular, Streptomyces thermosacchari, que protege D. frontalis do fungo antagonista
Ophiostoma minus por meio da secre¢do de uma molécula antifingica denominada
micangimicina (perdxido de polieno). No entanto, esta molécula ndo inibe o fungo simbidtico
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do besouro Entomocorticium sp. (SCOTT et al., 2008). Estudos com diferentes espécies de
insetos t€ém demonstrado o antagonismo de bactérias cuticulares e fungos. Compostos de
actinobactérias isolados da formiga Acromyrmex subterraneus subterraneus causam a
inibi¢do do crescimento de M. anisopliae (MATTOSO et al., 2012). Consequentemente, a
remocdo do biofilme bacteriano aumentou a suscetibilidade das formigas a fungos
entomopatogénicos. Na mariposa oriental Grapholita molesta, verificou-se que a bactéria
cuticular dominante Pantoea sp. teve um efeito inibitdrio sobre Beauveria bassiana (WANG
et al., 2022). Os autores atribuem os mecanismos de Pantoea sp. a fatores como a) aspecto
fisico, pois os conidios podem ser impedidos de aderir; b) competi¢do por nutrientes entre
microganismos; e ¢) degradacdo de toxinas de B. bassiana por metabdlitos de Pantoea sp.. A
supressao de B. bassiana também ocorreu por bactérias da cuticula, principalmente Bacillus,
isolado da cigarrinha do milho, Dalbulus maidis e da cigarrinha Delphacodes kucheli
(TOLEDO et al., 2011). Embora esses estudos sejam de grande importincia para o
entendimento da resisténcia de algumas espécies de artropodes a fungos entomopatogénicos, €
fundamental observar que o nicho ecologico onde ocorre a interacdo artropode-fungo e a
interagdo entre espécies desempenha um papel fundamental para indicar se um antagonismo
esta ocorrendo (BOUCIAS et al., 2018).

2.6.2 Intestino

A literatura sobre as interagdes microbioma-fungo do artropode hospedeiro ¢ baseada
em insetos, e o resultado dessa interface, seja positiva ou negativa a acao do fungo, parece ser
dependente do hospedeiro. A atividade antifungica que afetou o desenvolvimento de
Beauveria bassiana foi relatada por uma cepa de Stenotrophomonas maltiphilia isolada de
larvas da mosca dos estabulos Stomoxys calcitrans (MORAES et al., 2014). Investigacdes do
microbioma intestinal com extratos fecais do cupim (Coptotermes formosanus) demonstraram
o comprometimento do desenvolvimento fingico devido a presenga de um Streptomyces sp.
(CHOUVENC et al, 2013). Fungos entomopatogénicos também sdo sugeridos para
desencadear alteragcdes no corpo do hospedeiro. Aedes aegypti teve a carga bacteriana do
intestino médio aumentada apds infec¢ao por Beauveria spp., mas o estudo nao indicou
diferenga na composi¢ao microbiana (RAMIREZ et al., 2018). Wei et al. (2017) relataram que
os danos causados por B. bassiana no intestino de Anopheles stephensi podem ter alterado a
fisiologia do inseto levando a disbiose e, portanto, induzindo a translocacdo de
microrganismos intestinais para a hemocele. Esses autores mostraram que B. bassiana teve
um desempenho melhor quando a microbiota intestinal normal de 4. stephensi foi preservada
do que em mosquitos axénicos. Esse resultado também foi encontrado com o besouro
Dendroctonus valens, onde as larvas de besouros ndo axénicos morreram mais rapidamente
apds o tratamento com B. bassiana (XU et al., 2019). Por outro lado, quando a barata,
Blattella germanica, om microbiota presente foi tratada com M. anisopliae, a mortalidade foi
maior que a convencional (ZHANG et al., 2019). Da mesma forma, Zhou et al. (2021)
relataram o impacto negativo da microbiota de Delia antiqua quando bactérias isoladas dessa
mosca foram capazes de inibir a germinacdo de conidios de B. bassiana. Numa abordagem
integrada, Chao et al. (2020) observaram como o intestino médio da barata B. germanica se
moldava quando em contato com o inseticida Hydramethylnon e M. anisopliae. Tanto o
Hydramethylnon sozinho quanto a combinagdo do fungo com inseticida alteraram
significativamente a abundancia relativa de taxons bacterianos quando comparados ao
controle. No entanto, M. anisopliae sozinho teve apenas uma leve modificagdo. Embora seja
possivel encontrar vdarios relatos sobre interacdes entre fungos entomopatogénicos e
microbiota de insetos, ndo ha pesquisas sobre interagdes entre microbiota de carrapatos e
entomopatdgenos.
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CAPITULO 1

TRATAMENTO COM Metarhizium anisopliae MODIFICA A
DIVERSIDADE BACTERIANA DO INTESTINO DO CARRAPTO
Rhipicephalus microplus
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RESUMO

Os carrapatos sdo parasitos hematofagos obrigatorios responsdveis por grandes perdas
econOmicas além de preocupag¢des com a saude humana e animal, principalmente devido a
transmissdo de patégenos. Fungos entomopatogénicos tém sido intensamente estudados como
alternativa e possivel aliado aos acaricidas sintéticos no controle integrado de carrapatos. O
presente estudo teve como objetivo investigar como a comunidade bacteriana e possiveis
patégenos de Rhipicephalus microplus s3o influenciados pelo tratamento com fungo
Metarhizium anisopliae; a susceptibilidade do carrapato ao fungo apds alteracdo na
microbiota bacteriana intestinal ¢ a compatibilidade de M. anisopliae com tetraciclina. Fémeas
de R. microplus parcialmente ingurgitadas foram alimentadas artificialmente com sangue
bovino puro (Ctrl); sangue mais tetraciclina (T); sangue bovino puro + tratamento topico com
M. anisopliae (F) sangue com tetraciclina+ tratamento topico com M. anisopliae (T+F); o
tratamento fungico foi realizado topicamente com M. anisopliae. Os intestinos de R microplus
foram dissecados, o DNA gendmico foi extraido trés dias apds o tratamento fingico e a regiao
variavel V3-V4 do gene /65 rRNA bacteriano foi amplificada. O intestino dos carrapatos que
ndo receberam o antibidtico e foram tratados com M. anisopliae (F) apresentou metade da
diversidade bacteriana quando comparada com o ctrl e maior ocorréncia de Coxiella spp. O
indice de diversidade de Simpson e o coeficiente de equabilidade de Pileou foram maiores na
comunidade bacteriana do intestino de R. microplus que foram alimentados com tetraciclina e
tratados com fungo (T+F). Os carrapatos dos grupos tratados com fungo (com ou sem
tetraciclina) apresentaram taxa de sobrevivéncia de 2% enquanto para fémeas ndo tratadas foi
85%. A alimentacdo prévia dos carrapatos com o antibiotico ndo alterou sua suscetibilidade
ao fungo, sugerindo que a agdo micoacaricida ndo serd afetada se o bezerro estiver sob
antibioticoterapia. Ehrlichia spp. foi detectada apenas no intestino do grupo ctrl, apoiando a
hipotese de que a mudanca na microbiota desse carrapato pelo tratamento com fungos
entomopatogénicos ou antibidticos podem afetar o ciclo de vida de patégenos transmitidos
por carrapatos. Este ¢ o primeiro relato do efeito de um fungo entomopatogénico na
microbiota intestinal do carrapato.

Palavras-chave: controle biologico, comunidade bacteriana, Metarhizium anisopliae, 16S
rRNA.
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ABSTRACT

Ticks are obligate blood-sucking parasites responsible for significant economic losses and
concerns with human and animal health, mainly due to the transmission of pathogens.
Entomopathogenic fungi have been intensively studied as an alternative and possible ally to
synthetic acaricides in the integrated control of ticks. The present study investigated how the
gut bacterial community and potencial pathogens of Rhipicephalus microplus are shaped after
Metarhizium anisopliae treatment; the tick susceptibility to the fungus following disruption of
the gut microbiota and M. anisopliae viability witj tetracycline. Partially engorged R.
microplus females were artificially fed with pure bovine blood (Ctrl), or blood plus
tetracycline (T) pure bovine blood + M. anisopliae topically treatment (F) blood with
tetracycline + M. anmisopliae topically treatment (T+F). The guts of R. microplus were
dissected, the genomic DNA was extracted three days after the treatment and the V3-V4
variable region of the bacterial /6S rRNA gene was amplified. The gut of ticks that did not
receive the antibiotic and were treated with M. anisopliae (F) exhibited half the bacterial
diversity when compared to ctrl and a higher occurrence of Coxiella spp. Simpson diversity
index and Pileou equability coefficient were higher in the bacterial community of the guts
when R. microplus were fed with tetracycline and fungus treated. Ticks from fungus-treated
groups (with or without tetracycline) exhibited survival rate of 2% while for untreated females
it was 85%. Feeding ticks previously with the antibiotic did not change their susceptibility to
the fungus, suggesting that the mycoacaricide action will not be impacted if the calf is under
antibiotic therapy. Ehrlichia spp. was only detected in the gut of ctrl group, supporting the
hypothesis tick microbiota disruption-by entomopathogenic fungi or antibiotic treatment- can
affect the life cycle of tick-borne pathogens. This is the first report of the entomopathogenic
fungus effect on the tick-gut microbiota.

Keywords: biological control, bacterial community, Metarhizium anisopliae, 16S rRNA.
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1. INTRODUCAO

As relagdes entre carrapatos e seus microrganismos endossimbiontes tém sido alvo de
diversos grupos de pesquisa (GALL et al., 2016; SWEI et al., 2017). Esses microrganismos
simbiontes sdo revelados como fontes valiosas de nutrientes e desempenham fungdes criticas
no ciclo de vida do carrapato. Ainda assim, eles também estdo ligados a capacidade vetorial
do carrapato. O carrapato do boi, Rhipicephalus microplus, ¢ uma espécie de carrapato de
hospedeiro tnico que parasita preferencialmente bovinos e ¢ capaz de transmitir espécies de
Babesia, Anaplasma, Ehrlichia e Theileria na pecuaria ¢ pode ser encontrado em areas de
clima tropical (DELA FUENTE et al., 2008). Além disso, os habitos alimentares do carrapato
resultam em feridas na pele levando a preocupagdes secundarias, como moscas da bicheira
(GRISI et al., 2014).

Até hoje, o controle do carrapato ¢ baseado em acaricidas sintéticos, mas o uso
inadequado desses produtos ocasiona diversos problemas como a selecdo de populagdes de
carrapatos resistentes, intoxicagdo para humanos e animais e¢ contaminagdo de alimentos
através de residuos (FULAR et al., 2018; RODRIGUEZ-VIVAS; JONSSON; BHUSHAN,
2017). Assim, até o momento, a maioria das classes quimicas disponiveis comercialmente no
Brasil apresentam relatos de resisténcia. O fungo entomopatogénico Metarhizium ¢ um dos
bioinseticidas mais explorados e consolidados na agricultura, com potencial para ser utilizado
comercialmente no controle de carrapatos. Dessa forma, com base no sucesso da abordagem
de controle biologico na agricultura, diversos estudos vém demonstrando resultados
avangados para o controle de carrapatos utilizando fungos entomopatogénicos ja em
aplicagoes de campo (CAMARGO, et al., 2014; 2016; MESQUITA et al., 2020;
BERNARDO et al., 2018; FIOROTTI et al., 2018). No entanto, sugere-se que os carrapatos
sejam menos suscetiveis a fungos entomopatogénicos do que os insetos, uma vez que estes
requerem menores concentragdes de fungos para serem mortos. As razdes para essa diferenca
podem estar ligadas as caracteristicas do hospedeiro como composi¢do da cuticula, resposta
imune e a influéncia da microbiota do artropode.

Sabe-se que comunidade de microrganismos estabelecida, principalmente no nivel
bacteriano, estd possivelmente ligada a eficiéncia da acdo fungica entomopatogénica
(BOUCIAS et al., 2018). A interferéncia na comunidade bacteriana em diferentes espécies
mostrou esse padrdo para varios insetos. Microrganismos simbiontes podem ser encontrados
na cuticula dos artrépodes, no interior do corpo através dos o6rgdos e dentro das células.
Alguns taxons bacterianos podem sintetizar compostos antifungicos que podem prejudicar o
desenvolvimento flngico, seja na primeira etapa da infeccdo fungica da cuticula ou
posteriormente, quando o entomopatdégeno ja estiver dentro da hemocele. Embora as
pesquisas sobre microbiota de insetos e patdgenos fingicos estejam avangando continuamente,
a literatura relacionada a carrapatos ¢ inexplorada. Por exemplo, o que se sabe sobre as
interagdes do microbioma de carrapatos esta relacionado principalmente a sua fisiologia e aos
impactos na biologia das doengas transmitidas por carrapatos, portanto, muito resta a ser
examinado.

Este capitulo teve como objetivo explorar como o tratamento topico de M. anisopliae
provoca modificagdo dgqa comunidade bacteriana intestinal em R. microplus e se a
interferéncia na estrutura bacteriana intestinal usando o antibidtico tetraciclina afeta a
suscetibilidade do carrapato a fungos entomopatogénicos, a sobrevivéncia do carrapato e agao
fingica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Alimentacao Artificial de Fémeas de Rhipicephalus microplus

Um bezerro foi infestado artificialmente com larvas de Rhipicephalus microplus e
mantido na Estacdo de Pesquisa Parasitolégica Wilhemn Otto Daniel Neitz (W.O. Neitz) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Departamento de Parasitologia
Animal, Brasil (CEUA / Instituto Veterinario, UFRRIJ - protocolo n® 9714220419). Analises e
experimentos adicionais foram realizados no Laboratorio de Controle Microbiano na Estacdo
para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz.

A alimentacdo artificial de R. microplus foi adaptada de Valim et al. (2017) e Ribeiro
et al. (2014). Os carrapatos se alimentaram naturalmente no bezerro por 19 ou 20 dias e, em
seguida, as fémeas parcialmente ingurgitadas de aproximadamente 40-70 mg foram
cuidadosamente removidas da pele do hospedeiro (para evitar a ruptura das pecas bucais). As
fémeas foram pesadas, esterilizadas com hipoclorito de sddio (0,05% v/v) por trés minutos,
lavadas e secas com papel toalha. A média + erro padrdo do peso das fémeas parcialmente
ingurgitadas removidas do bezerro foi de 0,059+0,002. O sangue utilizado para alimentar
artificialmente os carrapatos foi coletado diretamente da veia jugular do mesmo bezerro
(CEUA/Instituto Veterindrio, UFRRIJ - protocolo n® 6407270619) onde os carrapatos foram
alimentados naturalmente, através de um sistema de vacuo em um tubo de 3,6 mL contendo
citrato como anticoagulante (Vacuplast, Turquia). As fémeas foram alimentadas
artificialmente com sangue puro ou sangue mais cloridrato de tetraciclina (Merck, Darmstadt,
DE) a 0,05 mg/mL por sete horas usando ponteirs de plastico estéreis. A concentracdo de
tetraciclina foi estabelecida de acordo com um estudo anterior (GUIZZO et al., 2017). As
pontas foram posicionadas nos palpos e queliceras dos carrapatos, em seguida colocadas em
bandeja de isopor e mantidas a 37 + 1°C e > 80% de Umidade Relativa (UR). As ponteiras
foram preenchidas individualmente com sangue (até 50uL) a cada hora, de acordo com a
necessidade e verificadas para remocao de sangue seco. As fémeas parcialmente ingurgitadas
foram oferecidas com uma média de 350 pL de sangue. Os carrapatos foram pesados
individualmente antes e ap0ds a alimentagdo artificial para medir a ingestdo de sangue. Apenas
os carrapatos que dobraram seu peso inicial foram considerados para analise posterior (0,03
ug de tetraciclina mg-1 peso da fémea) (GUIZZO et al., 2017).

2.2 Suspensao Fungica de Metarhizium anisopliae

O isolado fungico Metarhizium anisopliae sensu stricto LCM S04 (MESQUITA et al.,
2020) foi utilizado no presente estudo. LCM S04 ¢ um isolado nativo coletado do solo de
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. As culturas foram cultivadas em meio de aveia sob
condi¢des controladas (25 + 1°C; > 80% UR) por 21 dias. Os conidios foram suspensos em
solugdo de agua destilada estéril com monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80%)
0,01% (v/v) a 1 x 10® conidios mL-1. A viabilidade fungica foi avaliada por plaqueamento de
uma aliquota de 20uL de 1x10° conidios mL' da mesma suspensdo fungica em batata
dextrose agar (PDA). A germinagdo dos conidios foi determinada 24h apos a incubagdo a 25
+ 1°C e UR > 80% usando um microscopio optico (400x) (E200; Nikon, Téquio, Japao). Um
minimo de 300 conidios foi avaliado e a porcentagem de germinacdo foi calculada. As
suspensoes fingicas utilizadas nos experimentos tiveram uma viabilidade de pelo menos 95%.
Como o presente estudo acessou o patrimdnio genético brasileiro, a pesquisa foi registrada no
Sistema Nacional de Gestdao do Patrimdnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado
(Sisgen) sob o codigo AA47CB6. Para garantir a compatibilidade entre M. anisopliae LCM
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S04 e Tetraciclina, foi realizado um teste de viabilidade para verificar a germinagdo dos
conidios conforme descrito acima. Os conidios foram espalhados no PDA mais o antibidtico
(mesma concentragdo do sangue). LCM S04 também foi cultivado em meio de aveia mais
tetraciclina a 25 = 1°C; UR > 80% por 21 dias para avaliar se a morfologia da colonia do
fungo seria alterada.

2.3 Bioensaios de Infecciao por Rhipicephalus microplus com o Fungo
Entomopatogénico M. anisopliae

Carrapatos alimentados artificialmente com sangue puro ou sangue mais tetraciclina
(secdo 2.1) foram tratados topicamente com suspensdo de M. anisopliae. Quatro grupos de
aproximadamente 10 fémeas cada/por experimento foram estabelecidos da seguinte forma:
carrapatos ndo tratados alimentados com sangue puro (grupo controle) (ctrl); carrapatos nao
tratados alimentados com sangue mais tetraciclina (T); carrapatos tratados com fungo
previamente alimentados com sangue puro (F); carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue mais tetraciclina (T+F). As fémeas foram alimentadas e ao final da
alimentacdo artificial, os carrapatos foram lavados em agua corrente para remover sangue
residual, secos e pesados. Em seguida, os carrapatos que dobraram de peso foram tratados
topicamente com 20 pL de 1x10% conidios mL™! (para grupos tratados com fungos) e
incubados a 27 = 1°C; > 80% UR. As fémeas utilizadas em cada grupo sdo apresentadas na
Tabela 1, com peso de 33,2 a 71,2 mg (0,0332g a 0,0712g). O peso das fémeas dos carrapatos
p6s alimentacdo artificial teve distribuicdo homogénea entre todos os grupos. Portanto, a
quantidade de sangue ingerida ndo interferiria em analises posteriores. Apds 72h de
tratamento com o fungo, trés fémeas de cada grupo tiveram seus intestinos dissecados para
extracdo de DNA. Os demais carrapatos tiveram sua sobrevivéncia registrada diariamente
durante 15 dias. Este bioensaio foi realizado trés vezes com novos lotes de conidios e
carrapatos R. microplus.
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Tabela 1:

Rhipicephalus microplus fémeas ingurgitadas usadas para andlise de sobrevivéncia. Peso da fémea
parcialmente e ingurgitada (g), antes (B.F) e apos alimentagao (P.F)

Ctrl Tetraciclina Fungo Fungo + Tetraciclina
Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso Peso
B.F P.F B.F P.F B.F P.F B.F P.F
0,0439 00822  0,0576 01112  0,0387 00797  0,0387 0,0735
0,0568  0,1108  0,0527  0,1013  0,0712  0,1381 0,0535 0,1082
0,0496  0,1247  0,0563 0,115 0,0584  0,1106 0,058 0,1242
0,0469 0,112  0,0525  0,1123  0,0393  0,0783 0,0439 0,0949
0,0447  0,1015  0,0454 01144 00515 01274  0,0502 0,116
0,0539  0,1052  0,0409 00783 90447 01057  0,0477 0,1175
0,0406 0,849 00431 00978 00385 00743 0,0462 0,1057
0,05 0,108 0,0425 0,957  0,0528 0,127 0,0492 0,1013
0,0397 0,074 00511 011173  0,0398  0,0898  0,0478 0,1153
0,0405  0,1313  0,0483  0,1466  0,0405  0,1112  0,0445 0,1142
0,0387 0,733 00448  0,1288 0,056 0,1112  0,0407 0,1129
0,0398  0,1071 0,041 0,1371  0,0461  0,1005 0,0345 0,1012
0,0396 0,958 00567  0,1288  0,0485  0,1276  0,0395 0,0864
0,0643 011257 00521  0,1179  0,0645  0,1428  0,0511 0,1024
0,0551  0,1492 00584 01817  0,0711 0,158 0,0475 0,1163
0,042 0,1 0,0347 00744  0,0538 0,109  0,0349 0,0783
0,0447 0,832 00559  0,1091  0,0502  0,0922 0,035 0,0947
0,0415  0,1151 0,052 0,1046 0,332  0,0723
0,0524  0,1205 0,0334  0,0972
0,0489  0,1362 0,0426  0,0813
0,0475  0,1365
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2.4 Disseccao de Rhipicephalus microplus e Extracao do DNA Intestinal

Os intestinos de fémeas de R. microplus foram dissecados com pingas estéreis e
laminas usando solu¢do salina tampao fosfato estéril (PBS) (pH 7,2). O tecido dos intestinos
foi lavado duas vezes em PBS estéril e posteriormente mantido em RNA Later (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a -80°C at¢ a extragao. O DNA gendmico foi extraido
de um pool de trés intestinos por grupo e depois separado em trés repeticdes, conforme
esquema da Figura 3. Primeiramente, os intestinos dos carrapatos foram congelados em
nitrogénio liquido e maceradas com pistilo estéril. O DNA do homogeneizado intestinal foi
extraido seguindo o protocolo do kit DNeasy Bood and Tissue de acordo com as instrugdes do
fabricante (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) com os seguintes detalhes: (1) duas horas de
incubacdo a 56°C apds adi¢do de proteinase K; (2) 50 pL de Tampao AE para elui¢do de
DNA. O DNA do sangue do bezerro (B) utilizado para a alimentagdo natural e artificial
também foi extraido conforme o mesmo protocolo citado acima.

. controle (ctrl) Sangue- tratamento filngico (F)
Sangue do "1 Sangue do bezerro - puro +
bezerro - puro tratamento topico com 20uL

A de suspensio de M.anisopliae
Trés intestinos em Tyés intesti
pool para DNA: PO

V V v Pﬂﬂlvlgﬂrva D\V\:

Trés réplicas Trés réplicas

Sangue + tetraciclina Sangue+ tetraciclina-tratamento fiingico

(D) (T+F)

i ,Sangue do bezerro - puro ; e
s f Tetraciclina (0.05 mg/mL) +
+ Tetraciclina B
(0.05 mg/mL) tratamento topico com 20uL

de suspensao de M anisopliae

Trés intestinos em

pool para DNA: Trés intestinos em
C VP v v pool para DNA:
Trés réplicas V v v
Trés véplicas

Figura 1: Esquema demonstrando os quatro grupos estabelecidos para analises de
sobrevivéncia e molecular usando fémeas de Rhipicephalus microplus alimentadas
artificialmente.

2.5 Preparacio de Biblioteca e Sequenciamento de rRNA 16S

A regido varidvel V3-V4 do gene 16S rRNA bacteriano foi amplificada para DNA
gendmico de 13 amostras (triplicatas de amostras de intestino combinadas de cada grupo e
uma para controle de sangue (B), usando os primers Bakt 341F (5'-CCT ACG GGN GGC
WGC AG-3') e Bakt 805R (5'-GAC TAC HVG GGT ATC TAA TCC-3') Herlemann et al.
(2011). O Herculase II Fusion DNA polimerase Nextera XT Index V2 Kit (300 pb paired-end
reads) foi usado na plataforma Illumina® MiSeq® com um pico PhiX de 30% na Macrogen
(Seul, Coreia do Sul). O binério de chamadas de base foi convertido no formato FASTQ, as
sequéncias foram desmultiplexadas e os codigos de barras foram removidos pelo pacote
bcl2fastq v2.20 (Illumina Inc, San Diego, CA, EUA).

2.6 Analise das Sequéncias

Os adaptadores foram removidos dos dados brutos (1.250.293 sequéncias diretas e
reversas), que foram entdo filtrados com base em pontuacdes de qualidade e cortados usando
o pipeline 'DADA?2' versao 1.16 (CALLAHAN et al., 2016) em R versdo 4.1.1 (R Core Team,
2022) em conjunto com RStudio 1.4.1717 (RStudio Team, 2022). A ferramenta 'FIGARO'
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(Weinstein et al., 2019) foi usada para calcular os parametros de truncamento otimizados. As
leituras direta e reversa foram truncadas em 270 pb e 215 pb, respectivamente. As leituras
diretas e reversas com mais de dois erros esperados foram descartadas, respectivamente, ¢ as
leituras foram truncadas na primeira instancia de um indice de qualidade < 2. As taxas de erro
das leituras foram aprendidas pela fungdo “learnErrors”, alternando entre estimativa de taxa
de erro e inferéncia de amostra até a convergéncia. As variantes de sequéncia amplicon
(ASVs) foram inferidas usando a funcao "dada" e as sequéncias foram mescladas pela fungdo
"mergePairs". As quimeras foram removidas de cole¢des de sequéncias inicas pelo método de
consenso entre amostras usando a funcao ‘“removeBimeraDenovo”. As atribui¢des
taxonomicas T foram dadas com base no “Silva SSU132-modified database” (QUAST et al.,
2013), usando a fun¢do “IdTaxa” do pacote 'DECIPHER' v 2.20 R (WRIGHT, 2016), um
método com desempenho de classificagdo que é melhor do que o método classificador
bayesiano ingénuo padrdo (MURALI et al., 2018). As sequéncias atribuidas ao genoma
mitocondrial, cloroplastos e ndo bacterianos foram removidas. Apods esses procedimentos,
3.313 ASVs foram atribuidos as 839.263 sequéncias bacterianas restantes para o
procedimento de rarefacdo e analise estatistica.

2.7 Analises de Bioinformatica e Estatisticas

A curva de sobrevivéncia dos carrapatos foi analisada pelo teste de Log-hank com
nivel de significancia de 0,05 pelo GraphPad Prism versdo 8.4.2 (GraphPad Software, San
Diego, CA, Estados Unidos). Todas as outras analises estatisticas foram feitas no software R
versdo 4.1.1 em conjunto com o RStudio 1.4.1717.

Analises exploratorias multivariadas foram feitas usando o pacote R “vegan” versdo
2.5-7 (OKSANEN et al., 2020). A beta-diversidade foi estudada com base na analise de
coordenadas principais (PCoA) usando a matriz de distancia Unifrac ponderada das
comunidades microbianas em cada amostra, mostrando diferengas entre comunidades
bacterianas de diferentes tratamentos. A predominancia de ASVs raros, especialistas e
generalistas foi avaliada pelo Método de Classificagdo Multinomial de Espécies (CLAM) com
ajuste para comparagdes multiplas, usando o limiar de especializacdo da supermaioria (K =
2/3, p = 0,05) (CHAZDON et al. 2011). Os graficos foram construidos com o pacote ggplot2
R versao 3.3.3 (WICKHAM 2016).

A andlise da rede entre ASVs foi avaliada usando estimativas bootstrap de correlacio
SparCC pelo pacote SpiecEasi R versdao 1.1.0, resultando em matrizes de nods e arestas
(KURTZ et al., 2015). Apenas arestas com correlagdes significativas (p < 0,01) foram
selecionadas para constru¢ao grafica usando o software Gehpi versdo 0.9.2 (BASTIAN et al.,
2009), destacando o nimero de conexdes (grau), centralidade de intermediag¢do (BC) e o sinal
de as correlagoes.
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3. RESULTADOS

3.1 O Tratamento com Antibidtico Tetraciclina Nao Afetou a Sobrevivéncia de
Rhipicephalus microplus

A curva de sobrevivéncia dos carrapatos no grupo controle foi maior do que os grupos
F (2 = 81,9, P <0,0001) e T+F (¥2 = 68,4, P < 0,0001), mas ndo diferente do T (¥2 = 0,06, P
= 0,80). As curvas de sobrevivéncia F e T+F foram semelhantes (y2 = 0,5, P = 0,47) (Figura
2A). A maior mortalidade de carrapatos (100%) foi registrada 12 dias apods o tratamento com
108 conidios de M. anisopliae por mL (com ou sem tetraciclina). Quando a tetraciclina foi
adicionada ao meio de cultura artificial, a colonia de M. anisopliae exibiu morfologia
diferente quando comparada ao controle, demonstrando maior crescimento micelial (Figura
2B). A germinacgao de conidios de M. anisopliae ndo foi afetada pela adicao de tetraciclina em

BDA, onde a germinacdo controle foi de 99,3 + 0,5% e do grupo tetraciclina 99,5 + 0,29%
(P=0,71).

A

@ Cirl
T
9 F
@ T+F

Sobrevivéncia (%)

8 9 10 11 12 13

(B)

~

LCM S04 em meio de aveia LCM S04 em meio de aveia
+ tetraciclina

Figura 2: Associagdo de Metarhizium anisopliae ¢ tetraciclina. (A) Sobrevivéncia de

fémeas de Rhipicephalus microplus apo6s alimentacdo artificial com sangue, com ou sem

tratamento com tetraciclina e Metarhizium anisopliae (média e erro padrdo). (B) Associagdo

de M. anisopliae com tetraciclina em meio de aveia com 21 dias de crescimento.
Tratamentos: ctrl — carrapatos nao tratados com fungo previamente alimentados com sangue

puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com fungos previamente alimentados

com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados

com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com

sangue mais tetraciclina. O asterisco indica uma diferenca estatistica entre ctrl e T+F 21
(P<0,05) pelo teste de Log-Hank.



3.2 Estrutura e Diversidade da Comunidade Bacteriana

A analise de coordenadas principais (PCoA), com base na matriz ponderada de
distancia UniFrac, explicou cerca de 77% da variancia total do modelo multivariado apenas
nos dois eixos principais (Figura 3A). Por esse pardmetro, o microbioma intestinal de
carrapatos alimentados com tetraciclina e tratados com M. anisopliae (T+F) diferiu dos outros
nichos. O intestino de carrapatos alimentados com sangue mais tetraciclina sem o tratamento
com fungo (T) ou alimentado com sangue puro e tratado com fungo (F) exibiu estruturas de
comunidades bacterianas relativamente proximas umas das outras. As comunidades do
primeiro grupo (ou seja, T) também foram proximas aquelas observadas no intestino dos
carrapatos do grupo controle (ctrl) (carrapatos alimentados com sangue puro). A composi¢ao
da comunidade bacteriana do sangue do bezerro (B) foi a mais distinta.

Os tratamentos exibiram numeros médios semelhantes de ASVs bacterianos nas
analises da diversidade beta (Figura 3B). De acordo com o resultado do PCoA, o indice de
diversidade de Shannon (Figura 3C), a diversidade de Simpson (Figura 3D) e o coeficiente de
equabilidade de Pielou (Figura 3E), medidos no intestino de T+F, foram os mais altos e
diferiram significativamente daqueles observados nos outros tratamentos, exceto por uma
comparagdo em que T foi semelhante a T+F no indice de Shannon. No geral, F exibiu os
menores indices de diversidade bacteriana intestinal, seguido por B, ctrl, T, até atingir o pico
em T+F.

3.3 Composi¢ao da Comunidade Bacteriana

O perfil taxonomico gerou 839.263 sequéncias bacterianas filtradas por qualidade
classificadas em 3.313 ASVs. A cobertura da classificagao dos ASVs nos niveis taxonomicos
foi a seguinte: filo (96%), classe (94%), ordem (86%), familia (75%), género (49%) e espécie
(5%). As 19 familias mais abundantes representaram mais de 80% do total de familias (Figura
4A). Em todos os tratamentos, a familia mais abundante (acima de 2% do total de ASVs) foi
Coxiellaceae (43,9% das sequéncias), seguida de Anaplasmataceae (8,1%), Lachnospiraceae
(4,9%), Ruminococcaceae (3,3%), Comamonadaceae (3,0%). ) e Bacteroidaceae (2,6%).

Seguindo as familias, os 19 géneros mais abundantes representaram mais de 80% do
total de géneros (Figura 4B). Os géneros mais abundantes (acima de 1% do total de ASVs)
foram Coxiella (43,9%), Anaplasma (6,3%), Bacteroides (2,6%), Streptococcus (1,9%),
Ehrlichia (1,8%), Caviibacter (1,7%), Eubacterium (1,5%), Lactobacillus (1,1%) e
Pseudomonas (1,1%). Com excecdo de Anaplasma spp. € Ehrlichia spp., ambas da familia
Anaplasmataceae, todos esses géneros sdo representantes de diferentes familias.

De acordo com o coeficiente de correlacdo de Spearman, corroborando os resultados
de PCoA (Figura 3A), as composicdes das familias bacterianas (Figura 4A) e géneros (Figura
4B) no sangue puro do bezerro (B) e no intestino dos carrapatos de T+F diferiram daquelas
observadas nos demais tratamentos, principalmente do controle. Enquanto nos demais
tratamentos (ou seja, controle, T e F) predominaram bactérias de Coxiellaceae, principalmente
Coxiella sp. No intestino do grupo T+F houve predominancia de espécies de Lachnospiraceae,
seguidas por espécies de Comamonadaceae e Ruminococcaceae. Além disso, os dados dos
intestinos do tratamento T+F apresentaram um agrupamento de varias outras familias
bacterianas com frequéncias de ocorréncia inferiores a 0,5%. No sangue puro de bezerro (B),
Anaplasmataceae (principalmente Anaplasma spp.) foi predominante, seguida de
Bartonellaceae (principalmente Bartonella spp.). (principalmente Anaplasma spp.) foi
predominante, seguida de Bartonellaceae (principalmente Bartonella spp.).
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Figura 3: Estrutura e diversidade alfa de comunidades bacterianas em intestinos de Rhipicephalus microplus e
sangue de bezerro. (A) Analise de diversidade beta da comunidade baseada em PCA, com base na matriz
ponderada de distdncia UniFrac para ASVs, mostrando as diferengas entre os grupos; (B) Contagem de ASVs
unicos; (C) indice de diversidade de Shannon, (D) indice de diversidade de Simpson; (E) Coeficiente de
igualdade de Pileou. Os pontos indicam a localizagdo exata dos meios. (B a E) Os tratamentos com médias
seguidas pelas mesmas letras mintsculas sobrescritas ndo diferem entre si pelo teste Tukey HSD ao nivel de
significancia de 5%. Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos ndo tratados com
fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com fungos
previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente

alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue mais
tetraciclina.
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Figura 4: Composicdo de (A) familias bacterianas e (B) géneros predominantes nos intestinos dos carrapatos e no
sangue puro do bezerro. As amostras foram agrupadas em dendrogramas de acordo com a distancia calculada pelo
coeficiente de correlagdo de Spearman. Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos nao
tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com
fungos previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue mais
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3.4 Ocupancia de Nichos

De acordo com o método de classificagdo multinomial de espécies (CLAM), foram
observados enriquecimentos até o nivel da classe bacteriana (Figura 5). Em geral, as bactérias
da classe gamaproteobactérias foram predominantes em todos os tratamentos. De acordo com
o CLAM, os contrastes com o tratamento controle (ctrl) indicaram enriquecimento de Bacilos
e Clostridia em F (Figura 5A), Clostridia e classes Actinobacteria em T+F (Figura 5B) e
Alfaproteobactérias e Bacilos em B (Figura 5C). Enriquecimentos até o nivel de género
também foram observados, contrastando a ocupagdo de nicho de cada tratamento com o
controle (Figura 6). Dependendo da comparagdo, os grupos enriquecidos (bactérias
especialistas) no grupo controle variaram, com predominio de Faecalibacterium, Anaplasma
e Streptococus (Figura 6).

Os intestinos do grupo T exibiram enriquecimento significativo de bactérias
especializadas (51,4%), destacando-se ASVs associados a Staphylococcus, Corynebacterium,
Anaplasma e outras espécies Lachnospiraceae (Figura 6A). No intestino de fémeas tratadas
com fungos (F), as bactérias especialistas representaram 43% do total de ASVs, com destaque
para Cutibacterium, Streptococcus, Staphylococcus, Ruminococcus, Faecalibacterium e
outros ASVs das familias Lachnospiraceae ¢ Rumnococcaceae (Figura 6B). Os intestinos de
T+F exibiram espécies de bactérias especialistas limitadas a apenas 27,6%, destacando o
enriquecimento dos géneros Enterococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Anaeorostipes,
Phascolarctobacterium, Eggerthella e outros associados as familias Lachnospiraceae,
Xanthobacteriaceae ¢ Moraxellaceae (Figura 6C). Também foi feita a comparagdo entre as
comunidades bacterianas do sangue de bezerro (B) e do intestino de carrapatos alimentados
exclusivamente com sangue (ctrl), indicando predominancia de especialistas nas taxas de
29,9% e 58,1%, respectivamente (Figura 6D). Neste caso, enriquecimentos significativos de
ASVs associados aos géneros Cutibacterium, Faecalibacterium e Corynebacterium foram
observados no sangue em comparaciao com o controle.
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Figura 5: Participag@o relativa da classe bacteriana em cada nicho na rede de acordo com o Método de Classificagdo Multinomial de Espécies (CLAM). Os valores percentuais dentro das
caixas foram calculados em uma escala ASV bruta para cada nicho. As comparacdes dos tratamentos T (A), T+F (B) e B (C) com o controle foram destacadas devido aos maiores
contrastes. As porcentagens baseadas na transformacdo de log (ASV+1) estdo no eixo vertical entre parénteses. Tratamentos: ctrl - carrapatos nao tratados com fungo previamente
alimentados com sangue puro (grupo controle); F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue mais tetraciclina; B - amostra de sangue puro do bezerro.
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Figura 6: Método de classificagdo multinomial de espécies (CLAM) para o teste de ocupacdo de nicho. Os géneros
bacterianos foram mostrados apenas em circulos que se destacaram significativamente em cada habitat. Os generalistas
(brancos), especialistas (laranja, azul, verde, rosa e roxo) e raros (cinza) sdo indicados com seus respectivos percentuais.
Os valores percentuais representam a contagem direta de ASV tnico em cada nicho. (A) T versus ctrl; (B) F versus ctrl;
(C) T+F versus ctrl; (D) sangue versus ctrl. Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos ndo
tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com fungos
previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com
sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente alimentados com sangue mais tetraciclina.
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3.5 Analise de Rede de Co-ocorréncia

A andlise de co-ocorréncia de ASVs destacou as espécies-chave (keystone) para
manter as comunidades bacterianas nos diferentes tecidos estudados (Figura 7, Tabela 2). As
comunidades bacterianas intestinais de carrapatos ndo tratados (CTRL) foram conectados
principalmente por duas espécies de espécies-chave pertencentes aos géneros Ehrlichia e
Coxiella, seguidos por quatro ASVs associados aos géneros Cutibacterium, Faecalibacterium,
Caviibacter e Bacteroides (Figura 7A). Essa rede tinha 83 nds, 1.446 arestas e 68,19% das

interagdes positivas (Tabela 2).

A comunidade bacteriana de T exibiu a mais alta complexidade da rede (n6s = 106,
bordas = 3.251, correlagdes positivas = 54,57%), com as espécies-chave associadas a um
ASV de Caviibacter, seguido por Coxiella e, em menor grau, com Cloacibacterium, .
bacteroides, e outras espécies de Lachnospiraceae e Peptostreptococcaceae (Figura 7B, Tabela

2).

Tabela 2: Métricas de rede das comunidades bacterianas no intestino de carrapatos e no sangue
puro de bezerro.

Parametros ctrl T F T+F B
Numero de nos ? 83 106 97 74 38
Numero de vértices ° 1446 3251 2185 1247 140
Vértices positivos © 68.19 54.57 67.19 44.03 48.57
Vértices negativos ¢ 31.81 4543 32.81 55.97 51.43
Componentes conectados © 1 1 1 1 1
Diametro da rede * 2 3 2 2 4
Densidade do grafico & 0.425 0.584 0.469 0.462 0.199
Modularidade 0.450 0.192  0.377 0.225 0.248
Média do grau 34.843 61.34  45.052 33.703 7.368
M¢édia do coeficiente de

agrupamento’ 0.875 0.866 0.875 0.590 0.340
Meédia do comprimento do

percurso 1.575 1.422  1.531 1.538 2.104
Grau maximo ! 81 104 93 44 15

2 Numero de ASVs Unicas presentes na rede.

b N. de correlagdes significantes entre as ASVs (peso > 0.7 and p-value < 0.05).

¢ Porcentagens de correlagdes positivas.

4 Porcentagens de correlagdes negativas.

¢ N. de componentes separados na rede.

fMenor distancia entre os dois nos mais distantes na rede.

¢ Medida de quantos nds entre ASVs existem em comparagdo com quantos empates entre ASVs
sdo possivelis.

" Medida da forga da divisdo de uma rede em agrupamento ou comunidades.

i Média do N. de vértices por nos.

i Medida do grau ponderado em que os nds em um grafico tendem a se agrupar.

K'N. médio de etapas ao longo dos caminhos mais curtos para todos os pares de nos possiveis.
'N"mero maximo de conexdes (vértices) observados.

Tratamentos: B — amostra de sangue puro do bezerro; ctrl — carrapatos nao tratados com fungo
previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); T — carrapatos ndo tratados com
fungos previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos tratados com fungo
previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue mais tetraciclina.
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A rede de F mostrou a segunda mais alta complexidade (nés = 97, bordas = 2.185,
correlagdes positivas = 67,19%), destacando como espécies-chave dois asvs do género
Coxiella, seguido por Staphylococcus, Streptococcus e Actinomyces (Figura 7c, Tabela 2).

No intestino de carrapatos alimentados com tetraciclina e tratados com fungo (T+F), a
complexidade da rede e o nimero de correlagdes positivas (n6s = 74, bordas = 1,247,
correlagdes positivas = 44,03%) foram inferiores as observadas nos tratamentos individuais
(Ctrl, T ou F) (Figura 7D). Nesse caso, varios ASVs assumiram centralidades e graus de
conexdo semelhantes, destacando a participagdo de muitos gé€neros, como Lactobacillus,
Eubacterium, Colidextribacter, Prevotella, Truepela, Campylobacter, Phascolarctobacterium
e outros, muitos desses grupos raros.

Como esperado, a comunidade bacteriana da rede do sangue do bezerro (B) era o
menos complexo (nés = 38, bordas = 140, correlagdes positivas = 48,57%). Essa rede foi
regulada por vérios ASVs, principalmente os associados a Streptococcus, Pseudomonas,
Escherichia-Shigella, Bacteroides, Bartonella, Lactobacillus, Anaplasma e Mycoplasma e um
ASV associado a familia Lachnospiraceae (Figura 7E).
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Figura 7: Analise de co-ocorréncia de rede das comunidades bacterianas nos intestinos de Rhipicephalus
microplus tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae com base no gene 16S rRNA. Ctrl - carrapatos ndo tratados
com fungos previamente alimentados com sangue puro (grupo controle); Tratamentos: B — amostra de sangue puro
do bezerro; ctrl — carrapatos ndo tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro (grupo controle);
T — carrapatos ndo tratados com fungos previamente alimentados com sangue mais tetraciclina; F — carrapatos
tratados com fungo previamente alimentados com sangue puro; T+F — carrapatos tratados com fungo previamente
alimentados com sangue mais tetraciclina.
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4. DISCUSSAO

Os antibiodticos desempenham um papel crucial no tratamento de doengas infecciosas,
como mastite clinica (TOMAZI; DOS SANTOS, 2020) e doencas transmitidas por carrapatos
(PFEFFER et al., 2018), podendo também ser utilizados como promotores de crescimento
(BROWN et al., 2017). No entanto, o impacto da administragdo de antibidticos na
suscetibilidade dos carrapatos ao tratamento com fungos ainda ndo foi elucidado. No presente
estudo, os carrapatos foram alimentados artificialmente com tetraciclina (interferindo na
microbiota intestinal) e tratados topicamente com um fungo entomopatogénico. Como
esperado, a mortalidade de R. microplus foi significativamente maior nos grupos tratados com
o fungo. Curiosamente, uma sobrevivéncia semelhante foi observada nas fémeas tratadas com
o fungo que foram previamente alimentadas ou ndo com o antibidtico. De acordo com o
manual veterinario da Merck Sharp & Dohme Corp. (MSD), o tratamento com oxitetraciclina
para bovinos ¢ de 10 mg! kg™! dia"!. Aqui, a concentragdo de tetraciclina adicionada ao sangue
bovino para a alimentagdo artificial do carrapato seguiu a propor¢do de 30 mg! kg dia’!,
baseada em estudo anterior (GUIZZO et al., 2017). Assim, mesmo quando submetidos a uma
alimentagdo com sangue em uma maior concentra¢cdo de antibiodticos, a suscetibilidade dos
carrapatos a M. anisopliae ndo foi afetada. Isso sugere que, quando os bovinos estdo sob
antibioticoterapia, a suscetibilidade das fémeas do carrapato ndo seria afetada. Além disso, a
tetraciclina ndo prejudicou a viabilidade fungica quando comparada ao controle, no entanto, a
morfologia da colonia exibiu algumas discrepancias.

No presente estudo, o indice de diversidade bacteriana de Simpson e o coeficiente de
igualdade de Pileou foram maiores no intestino de carrapatos alimentados com tetraciclina e
tratados com o fungo (T+F) do que nos outros grupos (ctrl, T, F e B) 72h apos o tratamento
(Figura 2). Além disso, a anélise de ocupag@o de nicho mostrou um maior niimero de espécies
especialistas (ocorrem principalmente em um tUnico grupo) do que generalistas (bactérias
compartilhadas entre os grupos) para todos os grupos tratados em comparagdo com o controle,
sugerindo que todos os tratamentos podem interferir na comunidade bacteriana intestinal do
carrapato em diferentes niveis. A administragdo de antibidticos mais o tratamento flingico
também teve a maior propor¢do de sequéncias muito raras para serem classificadas (isto &,
numeros insuficientes de sequéncias para serem analisados). De acordo com a participacao
relativa da classe bacteriana no Método de Classificagdo Multinomial de Espécies (CLAM)
(Figura 5), foi demonstrado que os taxons bacterianos em F também foram encontrados em
T+F, porém, as sequéncias dos cinco taxons mais abundantes foi maior em F do que em T+F.
Além disso, houve um aumento no nimero de taxons em T+F, alterando assim a composi¢ao
bacteriana quando comparada a F. Diferencas entre o grupo tratado com fungo com ou sem
interferéncia do antibidtico na analise de co-ocorréncia de rede (Figura 7) indicam como as
interagdes entre bactérias e espécies-chave em cada grupo variaram. O grupo T+F exibiu o
maior indice de diversidade (Figura 3) em contraste com o menor niimero de espécies-chave e
interacdes bacterianas. As espécies-chave ndo sdo necessariamente abundantes, mas t€ém um
forte impacto em outras espécies com base no numero de interagdes (POWER et al., 1996;
BERRY AND WIDDER, 2014). Além disso, essas espécies sdo capazes de moldar a
composi¢ao da comunidade devido a sua forte conexao. Por outro lado, olhando para os dados
T+F sugere-se que o maior nimero de espécies que aumentaram o indice de diversidade nao
estabelece interagcdes solidas, provavelmente porque s3o bactérias oportunistas que so
surgiram devido a interferéncia do tratamento conjunto entre fungo e antibiotico.

Os microrganismos endossimbiontes t€ém um papel importante nos artrépodes
hematofagos obrigatdrios; fornecendo nutrientes, que sdo escassos em uma dieta de sangue
(NARASIMHAN et al., 2021; GUIZZO et al., 2022;). Ornithodoros moubata ¢ dependente da
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bactéria endossimbionte Fransicella, responsavel pela sintese de vitamina B (DURON et al.,
2018). Guizzo et al. (2017) demonstraram que para R. microplus, Coxiella sp. ¢ um
endossimbionte critico para a matura¢do da metaninfa e fisiologia do carrapato. Esses autores
também mostraram que Coxiella sp. foi abundante em diferentes tecidos de fémeas de R.
microplus, com predominancia no ovario e tibulos de Malpighi, mas niveis muito baixos no
intestino. Por outro lado, em nosso estudo, Coxiella spp. foi a bactéria mais abundante nos
intestinos de R. microplus em quase todos os grupos. O género Coxiella spp. foi mais
abundante em F do que nos demais tratamentos, sugerindo que a infec¢do fungica estimula o
enriquecimento de Coxiella spp. no intestino do carrapato, diminuindo outros tdxons e
reduzindo a diversidade bacteriana. Esse resultado também foi observado com A. stephensi,
apos tratamento com B. bassiana (WEI et al., 2017). Esses autores relataram que o simbionte
Serratia marcescens aumentou no intestino do mosquito apos o tratamento com o fungo. Em
contraste, aqui, os instestinos do grupo T+F exibiram o menor indice de abundéincia de
Coxiella spp. e a maior diversidade. Neste grupo, a redugdo de Coxiella spp. ¢é provavelmente
resultado da combinacdo da administrag¢do de tetraciclina (agente de amplo espectro que inibe
a sintese proteica bacteriana) (SCHNAPPINGER; HILLEN, 1996) mais o tratamento do
fungo. Assim, a reducdo de Coxiella spp. provavelmente permitiu a incidéncia de outras
bactérias no intestino, o que poderia explicar o aumento da diversidade.

Até onde sabemos, este ¢ o primeiro relato de interagdes da microbiota intestinal de
carrapatos com fungos entomopatogénicos. Estudos anteriores com diferentes espécies de
insetos (WEI et al., 2017; XU et al., 2019; ZHANG et al., 2019) relataram que alteragdes na
microbiota intestinal podem melhorar ou prejudicar a acdo flngica entomopatogénica
dependendo do artropode hospedeiro. Esse resultado pode ser devido a variagcdes na
composi¢dao da microbiota de diferentes hospedeiros. A alteragdo na microbiota do carrapato
desencadeada pela tetraciclina ndo foi capaz de afetar a sobrevivéncia do carrapato ou
influenciar na agdo do fungo, conforme demonstrado na figura 2A. Os grupos que nao foram
tratados com fungos exibiram curvas de sobrevivéncia semelhantes independentemente da
administracdo de antibidticos e 0 mesmo resultado foi mostrado entre os grupos tratados com
fungos. Resultados analogos foram observados por Ramirez et al. (2018) com Aedes aegypti.
Segundo esses autores, a reducdao da carga bacteriana intestinal ndo alterou a viruléncia do
fungo entomopatogénico, mesmo utilizando uma alta concentragio fingica. E possivel que
essas bactérias eliminadas ndo tenham influenciado o sucesso ou o fracasso da infecgao
fingica.

O presente estudo analisou os intestinos de carrapatos trés dias apds o tratamento com
M. anisopliae. Esse tempo foi escolhido com base em trabalhos ndao publicados que
demonstraram que, ap6s 72h, os conidios LCM S04 ja teriam germinado e penetrado na
cuticula de R. microplus, atingindo os 6rgdos internos do carrapato. Assim, o que pode ter
acontecido além das 72h em relacdo as interagdes bactéria-fungo ainda precisa ser elucidado.
Coxiella, Ehrlichia, Caviibacter, Cutibacterium e Escherichia/Shigella foram os géneros mais
comuns observados nos intestinos do grupo controle (ctrl). Uma comparacao da comunidade
bacteriana entre o grupo controle (crtl) e a amostra de sangue do bezerro (B) demonstrou
pouquissimas semelhangas, sugerindo que o perfil bacteriano no intestino dos carrapatos nao
se originou inteiramente do sangue do bezerro. Ainda assim, a amostra de sangue € o grupo
controle compartilharam apenas 0,9% das sequéncias, seguido por ctrl ¢ T+F, com 0,1% de
generalistas. Essas bactérias também podem ser herdadas através de geragdes e, finalmente,
através da pele do hospedeiro (NARASIMHAN et al., 2021). Essa perda de taxons entre o
sangue do hospedeiro e o carrapato pode ocorrer durante o processo de digestdo do sangue,
uma vez que o intestino do carrapato possui estratégias de defesa contra microrganismos
invasores. Essa defesa ¢ impulsionada principalmente por fragmentos derivados de
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antimicrobianos da hemoglobina chamados hemocidinas (KOPACEK et al., 2010). Além
disso, as defesas no intestino sdo compostas por moléculas como peptideos antimicrobianos e
possivelmente espécies reativas de oxigénio (FOGACA et al., 2021b).

O género Ehrlichia foi encontrado nos intestinos de ctrl, mas nao detectado em F, T,
nem T+F. Em 2016, Cabezas-Cruz et al. (2016) descreveram uma nova espécie, Ehrlichia
minasensis isolada da hemolinfa de R. microplus, patogénica para bovinos. Até o momento, .
minasensis € E. ruminantium sdo as Unicas espécies do género Ehrlichia conhecidas por
infectar bovinos naturalmente (ALLSOPP, 2010; CABEZAS-CRUZ et al., 2019). Embora a
identificacdo em nivel de espécie ndo tenha sido realizada no presente estudo, a ndo detecgao
de Ehrlichia no intestino de carrapatos tratados com o fungo reforca a hipotese de que a
infeccdo pelo fungo entomopatogénico pode impactar negativamente na ocorréncia de uma
bactéria causadora de doenca transmitida por carrapato. Estudos relataram o efeito de fungos
entomopatogénicos na transmissdo e no ciclo de vida de patdogenos transmitidos por vetores
apods o tratamento do artropode com o fungo, ex.: Glossina fuscipes fuscipes € Trypanosoma
congolense) (WAMITI et al., 2018); Anopheles gambiae e Plasmodium falciparum (FANG et
al., 2011). No entanto, até onde sabemos, a literatura ¢ ausente em relagdo as interagdes
carrapato-patdégeno-fungo, especialmente quando comparada a estudos com insetos. Aqui, a
interferéncia na microbiota intestinal do carrapato pelo fungo entomopatogénico Metarhizium
indica um campo explordvel desse fungo em seu uso contra carrapatos. Consequentemente, ¢
necessaria uma investigagdo mais aprofundada sobre as interagdes tripartidas entre carrapatos
versus patogenos versus fungos.

5. CONCLUSOES

Desafiar R. microplus com M. anisopliae altera a comunidade bacteriana intestinal do
carrapato principalmente por aumentar o enriquecimento do endossimbionte Coxiella. A
administracdo de tetraciclina mais o tratamento com M. anisopliae leva a uma reducao
dramatica na populagdo de Coxiella e altera a comunidade bacteriana intestinal de R.
microplus aumentando sua diversidade bacteriana. No entanto, a antibioticoterapia nao
influencia a suscetibilidade do carrapato ao fungo entomopatogénico.
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CAPITULO I

ACAO DE UM FUNGO ENTOMOPATOGENICO CONTRA Ixodes
scapularis NO CONTEXTO DA MICROBIOTA DO CARRAPATO
E DE Borrelia burgdorferi
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RESUMO

Os carrapatos e as doencas transmitidas por esses artroOpodes sdo uma das principais
preocupagdes na saude publica, sendo responsaveis por enormes prejuizos econdmicos. Desta
forma, estudos sobre estratégias alternativas de controle estdo avangando para diminuir o
nimero de carrapatos e, portanto, o nimero de pessoas infectadas por patdgenos. Ixodes
scapularis sdo encontrados em dreas urbanas e residenciais gerando preocupacdo entre as
autoridades, uma vez que sdo vetores de agentes patogénicos como Borrelia burgdorferi. A
proposta de aplicar o controle bioldgico usando fungos entomopatogénicos tem demonstrado
resultados promissores, porém, ndo hd dados sobre como a ag¢do dos entomopatdgenos ¢
afetada pelos patdgenos transmitidos por carrapatos e vice-versa. Assim, os objetivos aqui
propostos foram: avaliar a sobrevivéncia e o ingurgitamento de I. scapularis apds a
inoculacdo de Metarhizium anisopliae ARSEF 549, e a suscetibilidade apresentada entre
carrapatos infectados ou nao por B. burgdorferi a fungos entomopatogénicos; analisar a
expressdo relativa dos genes 16S, flaB e Myd88 para investigar mudangas na microbiota
intestinal, colonizagdo de B. burgdorferi e resposta imune de /. scapularis entre carrapatos
infectados por B. burgdorferi, tratados ou ndo com M. anisopliae, respectivamente. Para os
ensaios biolégicos, I. scapularis infectado (Bb) ou ndo (clean) com B. burgdorferi foram
testados em ensaios independentes. Nos primeiros ensaios, foi realizada inoculagdao de 40nL
de suspensio de M. anisopliae ARSEF 549 em duas concentragdes diferentes 1x10° e 1x108
conidios mL!' (~40 e 4000 conidios, respectivamente) ou solu¢do aquosa de tween para
controle (Ctr). Posteriormente, carrapatos (clean) e (Bb) foram avaliados em um mesmo
experimento utilizando apenas a menor concentragio de suspensio ARSEF 549 (1x10°
conidios mL™"). A sobrevivéncia foi registrada diariamente por seis dias em cada repeti¢do. O
peso final das fémas apos alimentacdo e a expressdo relativa dos genes selecionados foram
realizados utilizando ninfas ndo alimentadas, previamente inoculadas com suspensao ARSEF
549 em 1x10° conidios mL"! ou tween. Ensaios independentes foram executados com ninfas
infectadas e ndo infectadas com B. burgdorferi. Porém, no mesmo experimento, carrapatos
infectados e ndo infectados apresentaram a mesma curva de sobrevivéncia (y2 =0; P>0,99). O
peso das fémeas também foi semelhante entre carrapatos nao infectados e Bb, tratados ou nao
com M. anisopliae. A resposta imune obtida através do resultado da expressao relativa de
Myd88 demonstrou uma regulacdao positiva em carrapatos Bb tratados com fungo quando
comparados ao grupo ndo tratado com fungo (p=0,002). Ainda, ndo houve altera¢do na
microbiota de carrapatos e no nimero de B. burgdorferi, pois a expressao relativa de /65
rDNA e do gene flaB foi semelhante. Assim, usando uma dose baixa de fungos
entomopatogénicos, poucas alteracdes foram observadas em carrapatos infectados por B.
burgdorferi apds a exposicdo flingica. Ainda assim, como resultados divergentes foram
observados em relagdo a viruléncia fingica entre carrapatos nao infectados e Bb, este estudo
representa o primeiro passo nas investigacdes entre entomopatdégenos e patdgenos
transmitidos por carrapatos. Dessa forma, destaca-se aqui a importancia desse campo de
estudo para futuras estratégias de controle bioldgico.

Palavras-chave: doenca de Lyme; zoonose; Metarhizium anisopliae
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ABSTRACT

Ticks and tick-borne diseases are one of the main concerns in public health, being responsible
for enormous economic damages. In this way, investigations of alternative control strategies
are moving forward to decrease the number of tick and thus, the number of infected people.
Ixodes scapularis ticks are found among urban and residential areas raising concerns among
authorities since these ticks are vectors of pathogenic agents as Borrelia burgdorferi. The
proposal to apply biological control using entomopathogenic fungi have demonstrated
promising results, however, there is no data regarding how entomopathogens’ action is
affected by tick pathogens and vice-versa. Accordingly, the goals proposed here were: to
evaluate /. scapularis survival and blood-feeding performance through after inoculation of
Metarhizium anisopliae ARSEF 549 and whether B. burgdorferi infected ticks have different
susceptibility to entomopathogenic fungi; to analyze the relative expression of /68, flaB and
Myd88 genes to investigate a shift in the gut microbiota, B. burgdorferi colonization and tick
immune response between B. burgdorferi infected ticks treated or not with M. anisopliae,
respectively. For the biological assays, I. scapularis infected (Bb ticks) or not (clean ticks)
with B. burgdorferi were tested in independent trials. First round of assays was carried out
inoculating 40nL of M. anisopliae ARSEF 549 suspension at two different concentrations
1x10% and 1x10® conidia mL™"' (~40 and 4000 conidia, respectively) or Tween aqueous
solution for control (Ctr) using only clean ticks. Then, clean and Bb ticks were evaluated at
the same time using only the lower concentration of ARSEF 549 suspension at 1x10° conidia
mL-!. Survival was daily recorded for six days in every replicate. Engorgement weight and
relative expression of selected genes were performed using unfed nymphs previously
inoculated with ARSEF 549 suspension at 1x10° conidia mL"! or tween. Independent assays
were executed with B. burgdorferi infected and uninfected nymphs. However, at the same
experiment, clean and Bb ticks have shown the same survival curve (x> =0; P>0.99).
Engorgement weight were also similar between clean and Bb ticks treated or not with M.
anisopliae. Immune response through relative expression result of Myd88 have demonstrated
an upregulation in Bb ticks treated with fungus when compared to fungus untreated group
(p=0.002). Thus, there was no alteration in tick microbiota and B. burgdorferi number as
relative expression of /65 rDNA and flaB gene were similar. Accordingly, using a low dose
of entomopathogenic fungi, few disruptions were observed in B. burgdorferi infected ticks
after fungal exposure. Still, as divergent results were observed regarding fungal virulence
between clean and Bb ticks, this study represent the first step of tick
pathogen-entomopathogenic investigation. Therefore, it is highlighted here the importance of
this field of study for future biological control strategies.

Keywords: Lyme disease; zoonosis; Metarhizium anisopliae
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1. INTRODUCAO

Ixodes scapularis ¢ o vetor da Borrelia burgdorferi, agente etiologico da doenca de
Lyme, bactéria responsavel por aproximadamente 300.000 casos nos EUA (ROSENBERG et
al., 2018). Além de B. burgdorferi, os carrapatos 1. scapularis também podem transmitir
outras espécies de Borrelia, Babesia sp., Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. (KUROKAWA et al.,
2020).

Em alguns casos, as doengas transmitidas por carrapatos tém tratamentos insatisfatorios e
ndo podem ser completamente curadas. Assim, para reduzir as doengas transmitidas por
carrapatos, ¢ necessario reduzir a abundincia de carrapatos. Agentes de controle bioldgico
como fungos entomopatogénicos (EPF) sdo amplamente estudados como uma estratégia
alternativa para o controle de carrapatos ¢ demonstraram resultados viaveis em condigdes in
vivo ou semi-campo com Amblyomma variegatum (NCHU et al., 2010), Dermacentor nitens
(SOUZA et al. , 2009), R. annulatus (SAMISH et al. 2014), R. decoloratus (KAAYA et al.,
2011), R. microplus (CAMARGO et al., 2016; MESQUITA et al. 2020), R. sanguineus (ROT
et al., 2013), 1. ricinus (WASSERMANN et al., 2016) e 1. scapularis (STAFFORD; ALLAN,
2014). Williams et al., (2018) mostraram uma diminui¢do nas ninfas ndo-alimentadas de 1
scapularis em areas tratadas com spray fungico Metarhizium brunneum F52.

A interagdo entre fungos entomopatogénicos e seus hospedeiros artropodes envolve a
presenca de microrganismos e os efeitos causados por eles. Recentemente, estudos vém
demonstrando a influéncia da microbiota hospedeira do inseto na agdo dos fungos
entomopatogénicos, uma vez que esses microrganismos estdo presentes na cuticula, no trato
digestivo e no interior das células (BOUCIAIS et al., 2018). Wei et al. (2017) mostraram que
a microbiota intestinal do mosquito Anopheles stephensi contribui para a acdo fungica
acelerando a morte do mosquito. Em contraste, Zhang et al. (2018) mostraram um impacto
negativo na atividade fungica inseticida quando a microbiota de Blattella germanica (L.)
(barata alemd) estava intacta. Em alguns insetos, como as abelhas, a microbiota intestinal ¢
capaz de estimular o sistema imunologico do hospedeiro (KWONG; MANCENIDO;
MORAN, 2017) e, portanto, a suscetibilidade a um isolado de fungo entomopatogénico pode
ser menor. No entanto, a literatura sobre a influéncia da microbiota de artropodes na agao
fungica (e vice-versa) ¢ baseada em interagdes inseto-microbiota versus fungo, sem
informagdes para carrapatos. Os tOpicos mais recentes sobre a microbiota do carrapato
revelam a diversidade na composi¢ao bacteriana usando o gene 16S para carga bacteriana,
identificacdo taxondmica e fisiologia do carrapato). Normalmente, assume-se que o0s
carrapatos seguem as mesmas regras dos insetos em relacdo ao papel da microbiota dos
artropodes na agdo fungica. No entanto, esses sistemas podem ter processos contrastantes e
assumir semelhancas pode apresentar consequéncias criticas no planejamento de programas
de controle bioldgico. Assim, investigar o papel da microbiota de carrapatos na acdo de
fungos entomopatogénicos contra esses hospedeiros artropodes contribuird para avangos nas
estratégias de controle biologico desses vetores.

Adicionalmente, avaliar possiveis implicacdes da acdo de fungos entomopatogénicos
para a transmissdo de patogenos por carrapatos ¢ igualmente importante. Metarhizium
anisopliae afetou a reproducao do Trypanosoma congolense em Glossina fuscipes fuscipes € a
capacidade vetorial dessas moscas de transmitir o parasita (WAMITI et al., 2018). De acordo
com Blandford et al. (2005) A. stephensi tratado com Beauveria bassiana ¢ infectado com
Plasmodium chabaudi apresentou redu¢do na transmissdo do patdégeno em comparacdo ao
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grupo sem o tratamento fungico. Os autores também afirmaram que a infec¢do fungica
interferiu na alimentagdo sanguinea de A. stephensi. Uma cepa transgénica de M. anisopliae
foi capaz de reduzir a transmissdo do agente da maldria Plasmodium falciparum em
Anopheles gambiae (FANG et al. 2011). Avaliar se a infec¢do fungica pode prejudicar o
metabolismo do carrapato, a fim de reduzir o periodo de alimentagdo, o nimero de patdégenos
e/ou diminuir o tempo de vida melhoraria significativamente as estratégias de controle
bioldgico. Além disso, esse tipo de coinfec¢do (patdgeno transmirtido por carrapato - EPF) ¢
pouco estudado quanto a resposta imune dos artropodes. No estudo da linhagem celular de 1.
riccinus, a molécula intracelular fator de diferenciacdo mieldide 88 (gene MyDS8) diminuiu
na presenca de flavivirus, virus da encefalite transmitida por carrapatos, virus louping ill e
Anaplasma phagocytophilum (MAINSFIELD et al., 2017). Além disso, o nocaute de MyDS88
em camundongos aumentou a transmissdo e aquisicao de B. burgdorferi entre o mamifero
hospedeiro e I. scapularis (BOCKENSTED et al., 2006). Portanto, o presente estudo visa
compreender a influéncia de I scapularis infectado com B. burdorferi e tratado com
Metarhizium anisopliae na microbiota do carrapato; avaliar se M. anisopliae pode impactar a
coloniza¢do de Borrelia e a alimentagdo sanguinea de carrapatos infectados por Borrelia; e
como a coinfeccdo com B. burdorferi e M. anisopliae desencadeia uma resposta imune a
carrapatos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Suspensao Fungica de Metarhizium anisopliae

Para os ensaios no presente estudo, foi utilizado o isolado fungico Metarhizium
anisopliae ARSEF 549 (Colecdo do Servico de Pesquisa Agricola de Culturas Fingicas
Entomopatogénicas). As culturas foram cultivadas em meio Potato Dextrose Agar (PDA) sob
condi¢des controladas (25 + 1°C; > 80% UR) por 14 dias. Os conidios foram suspensos em
solucdo de 4gua destilada estéril com monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80®)
0,01% (v/v) e a concentragdo foi ajustada para 1x10° e 1x108 conidios mL'. A viabilidade
fungica foi avaliada por plaqueamento de uma aliquota de 20uL de 1x10* conidios mL! da
mesma suspensdo fingica em batata dextrose agar (PDA). A germinagdo dos conidios foi
determinada 24h apos de incubagdo a 25 £ 1°C e UR > 80% usando um microscopio optico
(400x). Um minimo de 100 conidios foi avaliado e a porcentagem de germinacdo foi
calculada. As suspensdes flngicas utilizadas nos experimentos tiveram uma viabilidade de
pelo menos 95%.

2.2 Colonia de Ixodes scapularis e infeccao experimental com B. burgforferi

Os carrapatos adultos e ninfas de Ixodes scapularis foram obtidos da colonia mantida
nos laboratorios Erol Fikrig e Sukanya Narasimhan “Section of Infectious Diseases, Yale
School of Medicine, Yale University” ou de colonias mantidas no “Centers of Disease
Control and Prevention (CDC)”, GA. Experimentos usando camundongos fémeas C3H/HeN
seguiram o “Yale University Institutional Animal Care and Use Committee (YUIACUC)” sob
o numero de protocolo aprovado ¢ 2020-0793.

Um isolado clonal de baixo niimero de passagens de B. burgdorferi N40 que ¢
infeccioso para camundongos (Thomas et al., 2001) foi usado para inocular camundongos
C3H/HeN. Aproximadamente, 100 puL de 1x10° N40 espiroquetas/mL foram injetadas por via
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subcutanea. Biopsias de pun¢do de pele foram coletadas de cada camundongo duas semanas
apos a inoculagdo. O DNA foi isolado usando o kit DNeasy (QIAGEN, Valencia, CA) e
testado por PCR quanto a presenca de espiroquetas conforme descrito abaixo. Larvas de I
scapularis (3-4 semanas de idade) foram colocadas nas regides da cabega e pescogo de
camundongos C3H infectados com B. burgdorferi e alimentadas com larvas mudadas para
gerar ninfas infectadas com B. burgdorferi.

2.3 Inoculacio de Metarhizium anisopliae e Sobrevivéncia de I. scapularis

A andlise de sobrevivéncia de Ixodes scapularis foi realizada incluindo carrapatos
limpos (B. burgdorferi- ndo infectados) que foram divididos em trés grupos de 20 ninfas nao
alimentadas, tratadas com M. anisopliae por inoculagdo direta de uma suspensao de conidios
(grupo Fungo-1x10% ou 10® conidios mL™') ou uma solugdo de agua destilada estéril com
Monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween 80%) 0,01% (v/v) (Grupo controle-CTR). Para
a inoculacdo, as ninfas ndo alimentadas foram injetadas no poro anal usando um microinjetor
(Drummond®) com uma suspensdo de 40 nL de 1x10° ou 1x108 conidios mL"' ou solugéo
aquosa de Tween 80. Os numeros totais correspondentes de conidios injetados foram 40 e
4000, respectivamente. Apos o tratamento, as ninfas nao alimentadas foram colocadas em um
dessecador de vidro a temperatura ambiente ¢ UR > 85% em um ciclo de 10h claro/14h
escuro. A mortalidade dos carrapatos foi registrada a cada 24 horas durante seis dias com base
em testes anteriores. De acordo com esses primeiros ensaios, a menor concentragdo (1x10°
conidios mL™") foi selecionada para realizar um novo ensaio para a analise de sobrevivéncia
de carrapatos infectados por Borrelia. Assim, ensaios subsequentes foram realizados com
ninfas de carrapatos infectados e ndo infectados por Borrelia usando 1 x 10° conidios mL"!
seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente. Os bioensaios foram repetidos duas
vezes.

2.4 Experimento de Alimentacao de Ixodes scapularis

Foram utilizadas ninfas n3o infectadas (livres de patdogenos) e ndo alimentadas,
microinjetadas com fungo ou tween. Um camundongo foi usado para cada grupo, anestesiado
intraperitonealmente com 150 mg/Kg de cetamina por peso corporal e 10 mg/Kg de xilazina
por peso corporal, € 20 ninfas foram colocadas na cabeca e pescogo usando pinga. Ninfas nao
alimentadas foram deixadas por uma hora para fixacdo no camundongo (a fixacdo geralmente
leva cerca de meia hora a uma hora) (Figura 1A). Depois que os camundongos estavam
acordados, foram colocados em uma gaiola com fundo de arame metélico e 4gua colocada sob
o arame metdalico para conter quaisquer carrapatos que se desprendessem do camundongo
(Figura 1B). A rac¢do para camundongos foi fornecida ad /libitum. As ninfas microinjetadas
puderam de alimentar em camundongos C3H/HeN (naive) por cinco dias no maximo (ninfas
ingurgitadas se desprendem no quarto e quinto dias apds a fixagdo do carrapato). As ninfas
alimentadas foram coletadas da agua na gaiola (Figura 1C), lavadas em 4gua corrente, secas e
pesadas individualmente.

2.5 Experimento de Transmissio

Para os experimentos de transmissao, foram utilizadas ninfas infectadas com Borrelia
(Bb). Ninfas Bb ndo alimentadas foram microinjetadas (tratadas com fungo ou ndo) e
colocadas para se alimentar conforme descrito acima. Apos alimentagdo e pesagem o0s
carrapatos foram dissecados no mesmo dia da coleta, com pingas e laminas estéreis utilizando
agua livre de nucleases (Ambion®). Os intestinos (em pools de dois ou trés) foram suspensos
em Trizol®, homogeneizados em Bullet Blender™ (NEXT ADVANCE) usando esferas de
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oxido de zirconio (0,5 mm) (NEXT ADVANCE) e o RNA isolado de acordo com o protocolo
do fabricante (Invitrogen, CA). O cDNA foi sintetizado usando o kit iScript RT-PCR
(BIORAD, CA). O mesmo procedimento foi realizado usando carrapatos infectados com B.
burgdorferi para experimentos de transmissao. Os ensaios foram repetidos duas vezes.

Figura 1: Ixodes scapularis alimentando-se em camundongos C3H e coleta de carrapatos em
experimentos com Metarhizium anisopliae. (A) Ninfas ndo alimentadas em I. scapularis (setas
vermelhas) para se fixarem no camundongo; (B) Gaiola equipada durante o experimento para coleta de
carrapatos; (C) Ninfas de 1. scapularis alimentadas ap6s o ingurgitamento (setas vermelhas).

2.6 Expressao génica e detec¢do de niveis de Borrelia burgdorferi no intestino do

carrapato apods tratamento com Metarhizium

A RT-qPCR foi realizada em uma reacao usando um volume final de 10uL incluindo
5 uL de SYBR Green Master Mix (Invitrogen, CA), 0,5uL de primer mix (10 uM), 1uL de
cDNA e 3,5 puL de agua livre de nucleases. Os niveis de expressdo de FlaB, 16S rRNA
Universal e Myd88 foram realizados usando primers descritos na Tabela 1 e normalizados
para actina de carrapato (Tabela 1) por quantificacdo absoluta. A PCR foi executada usando
primers flaB especificos de B. burgdorferi de acordo com Narasimhan et al. (2007; 2014). As
amplificagcdes por PCR foram realizadas em triplicado para cada amostra. O ciclo de PCR
utilizado para esses primers foi realizado da seguinte forma: desnaturagdo a 95°C por 3'(1x) -
desnaturagao a 95°C por 10”’; anelamento a 60°C por 20’; e 72°C por 20”; 76°C por 17; 80°C
por 17 para extensdo (35x) - 65°C por 5”7 - 95°C” — e entdo mantida a 25°. Os dados foram
quantificados por extrapolagdo de um grafico padrao gerado por diluigdes em série de 10
vezes de produtos de PCR especificos de genes purificados quantificados por
NanoDropTM2000 (ThermoFisher Scientific) e dados normalizados para actina de carrapato
usando quantificagdo absoluta. O resumo dos experimentos descritos acima estd representado
na figura 2.

Tabela 1:  Primers dos genes alvo usados em reagdes de analise de amplificagdo
quantitativa de transcri¢ao reversa (RT-qPCR)

Sequéncia Reverse

Gene Sequéncia Forward
Tick actin ggcgacgtagcag ggtatcgtgctcgactc
flaB ttcaatcaggtaacggcaca gacgcrrgagaccctgaaag
16SUniversal gtgccagcagecgeggtaa ccgtcaatcMtttRagttt
Myd§88 atctcgtccatcaagagca ggcecttgeecttetggag
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@ Microinjecio

Ninfas Bb e livre de patogenos
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foi analisado por RT-q PCR usando os
genes flaB, 165 rRNA MydSs.

Figura 2: Diagrama de procedimentos experimentais de Ixodes scapularis. 1-Microinje¢do de ninfas ndo alimentadas
com suspensdo de M. anisopliae ou solugdo aquosa tween para analise de sobrevivéncia, alimentagdo e expressido
génica (Bb e ninfas limpas); 2- Experimento de alimentagio para avaliar o peso de ingurgitamento de ninfas
microinjetadas (Bb e ninfas limpas); 3-Analise de expressdo génica de ninfas microinjetadas infectadas com B.
burgdorferi ap6s a alimentag@o (ninfas Bb).
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2.7 Analises Estatisticas

As curvas de sobrevivéncia dos carrapatos foram analisadas pelo teste de Log-hank
com nivel de significancia de 0,05 pelo GraphPad Prism versdo 8.4.2 (GraphPad Software,
San Diego, CA, Estados Unidos). Os dados relacionados as outras analises foram verificadas
quanto a normalidade usando um teste de Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 0,05
pelo GraphPad Prism versdo 8.4.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos). O
peso das ninfas ingurgitadas e a expressdo génica relativa dos dados de Myd88 tiveram
distribuigdes ndo normais e foram analisados com o teste de Mann-Whitney. Os dados dos
genes 16S rRNA e FlaB foram transformados por raiz quadrada antes da andlise para atender
melhor aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancia e foram analisados
pelo teste t.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeitos da Infeccio com Fungo Entomopatogénico na Sobrevivéncia e
Ingurgitamento de Ixodes scapularis

Os primeiros experimentos com carrapatos livres de patdgenos (clean) de 1. scapularis
tratados com a maior concentra¢io de M. anisopliae (1x10® conidios mL-") mostraram uma
sobrevivéncia menor que o controle (Ctr) (x> =96,5; P<0,0001) e, carrapatos tratados com a
menor concentragdo (1x10° conidios mL™") (x> =28,7; P<0,0001) (Figura 2A). A suspensdo
fungica a 1x10° conidios mL-!' também reduziu a curva de sobrevivéncia do carrapato quando
comparada ao controle (y* =20,4; P<0,0001). Andlises posteriores com carrapatos infectados
por Borrelia usando 1 x 10° conidios mL"! demonstraram uma curva semelhante ao controle
(x> =2,1; P=0,14) (Figura 2B).
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Figura 3: Porcentagem de sobrevivéncia e erro padrdo de ninfas de Ixodes scapularis tratadas ou
ndo com Metarhizium anisopliae. (A) Carrapatos limpos (ndo infectados com Borrelia
burgdorferi) e (B) carrapatos Bb (infectados por B. burgdorferi). Ctr clean- Ninfas de 1. scapularis
ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solu¢do de Tween a 0,01% (grupo controle
limpo); Met 10% clean -Ninfas de I scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com
suspensdo de M. anisopliae a 1x10% conidios mL-'; Met 10° clean - Ninfas de 1. scapularis ndo
infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensio de M. anisopliae a 1x10° conidios mL";
Ctr Bb- Ninfas de 1. scapularis infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a
0,01% (grupo controle de B. burgdorferi); Met 10° Bb - Ninfas infectadas com B. burgdorferi
inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios mL-'. O asterisco indica uma
diferenga estatistica entre ctrl clean e Met 10° clean (P<0,05) pelo teste de Log-Hank
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As curvas de sobrevivéncia entre carrapatos limpos e infectados por Borrelia
(carrapatos Bb) em ensaios seguintes sdo demonstradas na Figura 3. Grupos controle e
tratados com Metarhizium com carrapatos limpos (ndo infectados com Borrelia) apresentaram
curvas semelhantes (y2 =2,4; P=0,11). O mesmo foi encontrado entre carrapatos limpos
tratados com Metarhizium e infectados Bb tratados com Metarhizium com curvas bastante
idénticas (¥2 =0; P>0,99). Os carrapatos infectados com Borrelia tratados com Metarhizium
mostraram uma curva de sobrevivéncia mais baixa do que os carrapatos Bb de controle (2
=14,5; P=10,0001).
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Figura 4: Porcentagem de sobrevivéncia e erro padrido de ninfas de Ixodes scapularis infectadas ou nio,
com Borrelia burgdorferi e tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae. Ctr clean- ninfas de . scapularis
ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01%; Met clean- ninfas de .
scapularis ndo infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios
mL!; Ctr Bb- Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01; Met Bb-
Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10¢ conidios mL-'.
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Os pesos de ingurgitamento das ninfas de ambos os grupos controle e fungo foram
semelhantes apods alimentagdo em camundongos infectados e ndo infectados por Borrelia

(Figura 4).
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Figura 5: Peso do ingurgitamento apds alimentacao de ninfas de Ixodes scapularis infectadas ou ndo com Borrelia
burgdorferi e tratadas ou ndo com Metarhizium anisopliae. Ctr clean- ninfas de 1. scapularis ndo infectadas com B.
burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01%; Met 10° clean- Ninfas de 1. scapularis ndo infectadas com
B. burgdorferi inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios mL™'; Ctr Bb- Ninfas de . scapularis
infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01%. Cada ponto de dados representa um
carrapato; Met 10° Bb - Ninfas de 1. scapularis infectadas com B. burgdorferi e inoculadas com suspensdo de M.
anisopliae a 1x10° conidios mL™".

44



3.2 Expressao Relativa dos Genes 168, flaB and Myd88 em Ixodes scapularis

Infectados com B. burdorferi Apos Tratamento com M. anisopliae

A andlise qRT-PCR dos niveis de transcricdo de /6S mostrou niveis de expressao
estatisticamente semelhantes em ninfas do grupo controle (média = SE: 6,10 + 2,78) quando
comparado ao tratado com fungo (15,76 + 4,03) (p=0,058) (Figura 5A). O mesmo resultado
foi encontrado para o gene flaB entre controle 0,05 + 0,02 ¢ fungo 0,13 £+ 0,05, ambos com
leve aumento apds o tratamento com Metarhizium, porém nao significativo (p=0,21) (Figura
5B). Conforme demonstrado na Figura 5C, a expressdo relativa do gene Myd§88 foi maior no
grupo do fungo (4,09 = 0,56) do que no controle (1,28 + 0,38) (p=0,002).
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Figura 6: Expressdo relativa dos genes 16S rRNA (A), flab (B) e MyD88 (C) apods inoculacdo de Metarhizium
anisopliae em ninfas de Ixodes scapularis infectados com Borrelia burgdorferi apds alimentacdo sanguinea e queda. Ctr
Bb- Ninfas infectadas com B. burgdorferi inoculadas com solugdo de Tween a 0,01%; Met 10° Bb - ninfas de I
scapularis infectadas com B. burgdorferi e inoculadas com suspensdo de M. anisopliae a 1x10° conidios mL"'; Cada
ponto de dados representa um pool de intestino de 2-3 carrapatos. Os asteriscos indicam uma diferenca estatistica entre
ctrl Bb € Met 10° Bb (P<0,05) pelo teste de Mann-Whitney.
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4. DISCUSSAO

Programas de controle biologico utilizando fungos entomopatogénicos dependem de
varios fatores para serem efetivos, uma vez que as caracteristicas fungicas e a suscetibilidade
dos hospedeiros artropodes nao sao as mesmas entre as espécies. Em condi¢des naturais, ha
grandes chances de encontrar hospedeiros artropodes infectados com patdégenos no momento
da aplicagdo do fungo. No entanto, a relagdo entre fungos entomopatogénicos, artrépode
hospedeiro e patéogeno é pouco explorada, uma vez que a literatura sobre o assunto ¢
limkitada, e torna-se especialmente dificil quando o artropode hospedeiro ¢ o carrapato. Neste
capitulo, a viruléncia de M. anisopliae ARSEF 549 contra I. scapularis foi testada usando
carrapatos infectados e nao infectados por Borrelia (carrapatos limpos). Esse isolado
demonstrou um resultado positivo no controle uma vez que a infec¢do resultou na morte de
metade das ninfas ndo infectadas de I. scapularis em quatro dias usando 1x10% conidios mL"!
(~ 4000 conidios), enquanto a concentragdo de 1x10° conidios mL! (~ 40 conidios) atingiram
essa margem apo6s cinco dias (Figura 2A). Um estudo com o carrapato Dermacentor variabilis
demonstrou que a associacdo com o fungo Scopulariopsis brevicaulis permite que esse
carrapato sobreviva a dosagens de conidios de M. anisopliae que sdo geralmente letais para
outras espécies de carrapatos quando aplicados topicamente (Yoder et al., 2008). Os autores
afirmam que D. variabilis/S. brevicaulis ¢ uma relacdo simbidtica mutuamente vantajosa.

Apos este primeiro ensaio, para analisar melhor o desenvolvimento fingico, a menor
concentragdo (ou seja, 1 x 10° conidios mL") foi selecionada para estudos posteriores. No
presente estudo, quando avaliados juntos no mesmo ensaio, tanto os carrapatos infectados
quanto os nao infectados por Borrelia apresentaram curvas de sobrevida muito semelhantes
(Figura 3). Nesse contexto, ja foi relatado que a coinfec¢ao entre fungos entomopatogénicos e
T. cruzi em triatomineos Rhodnius prolixus (GARCIA et al., 2016) e M. pallidipennis
(FLORES-VILLEGAS et al., 2019) resultou em maior sobrevivéncia do inseto, quando
insetos tratados com fungos foram comparados aos ndo infectados. Isso, porém, ndo foi
observado por Blanford et al. (2005) em A. stephensi, onde os autores mostram que o tempo
médio de sobrevivéncia entre o tratamento com fungo sozinho e o fungo + Plasmodium foi o
mesmo. Neste cendrio, sugere-se que os programas de controle bioldgico usando fungos
entomopatogénicos ndo seriam impactados negativamente se os carrapatos fossem
naturalmente infectados com B. burgdorferi.

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar se haveria diferencas entre carrapatos
infectados por B. burgdorferi tratados ou ndo com M. anisopliae. Nos ensaios biologicos de /.
scapularis, a alimentacdo sanguinea das ninfas nao foi afetada pelo tratamento fingico, e nao
houve diferenca no peso pos alimentagdo dos carrapatos, infectado com B. burgdorferi ou nao
e tratado com M. anisopliae ou ndo (Figura 4A e 4B). Além disso, ninfas mortas (caidas antes
do ingurgitamento total) ndo foram encontradas durante o experimento de alimentagdo.
Paralelamente a andlise de sobrevivéncia das ninfas, ¢ importante esclarecer que, embora
ambos os ensaios tenham sido realizados com a mesma concentragdo de M. anisopliae (1%106
conidios mL-7) e método de inoculacao, a analise de sobrevivéncia foi realizada com ninfas,
enquanto no experimento de alimentagdo/transmissdo, as ninfas foram se alimentaram apos o
tratamento com o fungo. A alimentacdo sanguinea desencadeia alteracdes metabolicas no
corpo do carrapato e ¢ sugerido que possa fortalecer o sistema imunologico de 1. scapularis e,
consequentemente, melhorar sua resposta ao fungo entomopatogénico. De fato, a alimentacao
sanguinea regula positivamente substancias como proteinas redutoras do estresse oxidativo,
lectinas, inibidores de proteases, proteases, hidrolases, agentes ligantes de proteinas/lipidios
(SONENSHINE E HYNES, 2008). Além disso, a decisdo de usar a menor dose pode ter sido
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um obstaculo para o desenvolvimento do fungo, pois essa concentra¢do permite a inoculagao
de no maximo 40 conidios. Ainda, alguns dos conidios podem ficar aderidos na agulha do
microinjetor durante o processo, reduzindo assim o numero de propagulos fungicos e
consequentemente a eficiéncia do tratamento fungico.

Aqui, ndo foi possivel observar uma diferenga na expressao relativa de 16S entre os
intestinos de carrapatos infectados por Borrelia com ou sem tratamento com M. anisopliae
usando 1x10° conidios mL!. Embora os niveis de amplicon 16S ndo tenham mostrado
diferenga, uma andlise detalhada do microbioma pode ser necessaria para determinar se
géneros especificos sdo alterados ou se uma dose maior de fungo seria necessaria para
perturbar a microbiota. Além disso, o estudo focou apenas no intestino do carrapato, portanto
existe a possibilidade de a resposta da microbiota ser diferente em outros tecidos e na
hemolinfa no momento da analise.

Estudos prévios de fungos entomopatogénicos e Ixodes spp. também relataram
eficiéncia para seu controle, mas pesquisas associadas ao periodo durante a alimentacao
sanguinea das ninfas sdo limitadas. Ninfas ndo alimentadas sdo geralmente a fase de escolha
para estudos de viruléncia, mas quais interferéncias podem ocorrer nos proximos dias de
tratamento ainda nao sdo bem estudados. Este conhecimento, no entanto, pode ser crucial para
projetar futuros programas de controle bioldgico, uma vez que o habito alimentar das ninfas ¢
o principal problema relacionado a doenga de Lyme. Wassermann et al. (2016) descreveram
uma taxa de sobrevivéncia de 8,5% e 18,5% para ninfas e larvas ingurgitadas de 1. riccinus,
respectivamente. Apesar dos autores ndo seguirem os mesmos objetivos aqui expostos, uma
vez que seu estudo utilizou ninfas alimentadas, ¢ importante mostrar diferentes estagios de
exposicao ao tratamento fungico.

A imunidade do carrapato ¢ o principal componente para moldar como esses
artropodes lidam tanto com infecgdes por patdgenos como por fungos entomopatogénicos. O
papel da via toll ainda ndo esta claro em carrapatos infectados por B. burgdorferi, no entanto,
o estudo sobre o genoma de /. scapularis relatou a expressao de receptores Toll-like (TLR)
incluidos na cascata de sinalizacdo Toll (GULI-NUSS et al., 2016). A resposta de imunidade a
infeccdo por Borrelia ¢ Metarhizium aqui foi testada usando a expressdo da molécula
adaptadora Myd88 envolvida em TLR, e o aumento desse gene no grupo de fungos com
carrapatos infectados por Borrelia pode sugerir que a reacdo de I scapularis a fungos
entomopatogénicos também pode ocorrer por via Toll. Ainda assim, ambas as infec¢des
podem aumentar a sinalizagdo da via Toll neste carrapato, como uma resposta inespecifica.
Em Drosophila esta via é conhecida por ser ativa na presenga de fungos (FOGACA et al.,
2021). Além disso, os genes marcadores da via Toll foram regulados positivamente em A.
aegypity apés a infec¢do por B. bassiana (DONGO et al., 2012). Até o momento, a resposta
de carrapatos contra os entomopatdgenos foi relatado por meio da defesa imune celular
(FIOROTTI et al., 2021; KOPACEK et al., 2010). A fagocitose tem um papel importante
como parte da imunidade inata do carrapato contra patogenos, onde os plasmatdcitos e alguns
granuldcitos sio as células principalmente fagocitarias (FOGACA et al., 2021; KOPACEK et
al., 2010). Fiorotti et al. (2021) investigaram o papel do complemento em [ ricinus e
revelaram a importancia das proteinas contendo tioéster (TEPs) para a fagocitose. Além disso,
peptideos antimicrobianos (AMPs) também estdo envolvidos na resposta de carrapatos a
fungos (FOGACA et al., 2021), mas ainda ndo se sabe se AMPs também estariam envolvidos
em coinfeccoes.

A relagdo entre . scapularis ¢ B. burgdorferi é bem estabelecida e bem-sucedida,
portanto, carrapatos infectados por Borrelia podem ser genuinamente menos suscetiveis a
infeccdo fungica entomopatogénica. Para compreender os resultados acima, a carga de
Borrelia foi verificada entre os grupos com ou sem tratamento com M. anisopliae, € embora
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tenha sido possivel notar uma tendéncia de aumento no grupo de fungos (figura 4B), houve
um resultado semelhante entre os carrapatos infectados por Borrelia tratados ou nao com M.
anisopliae. Este resultado ndo corrobora com relatos anteriores usando modelos de insetos
(BLANDFORD et al., 2005; FANG et al., 2011; WAMITI et al., 2018). A resposta relativa de
Fold change de T. congolense em G. f. fuscipes apds o tratamento com o fungo foi menor
quando comparado ao controle (WAMITI et al., 2018). No entanto, a baixa dose de fungo
usada no presente estudo pode ter sido apenas o suficiente para sinalizar a proliferagao de
Borrelia, pois haviam dois microrganismos diferentes competindo pelo mesmo hospedeiro,
mas ndo suficiente para diminuir a carga de Borrelia. Esta situagdo também ¢ relatada entre a
co-infecgdo com B. burgdorferi e Babesia microti, onde esta ultima ndo ¢é capaz de realizar
uma colonizagao satisfatoria, falhando em completar a transmissao em um carrapato infectado
por Borrelia bem estabelecido (MATHER et al., 1990). B. burgdorferi ¢ conhecido por
modular o ambiente intestinal de carrapatos por meio de secrecdes de inimeras substancias,
usando estratégias para reduzir o custo de aptidao para carrapatos (KUROKAWA et al.,
2020).

5. CONCLUSOES

A co-infec¢do por M. anisopliae ¢ B. burgdorferi aumentou a resposta imune de /.
scapularis, portanto, sugere-se que o gene Myd88 esteja envolvido na acdo de 1. scapularis
contra fungos entomopatogénicos. O tratamento com M. anisopliae ndo alterou a carga
bacteriana em /. scapularis infectado com B. burgdorferi. Além disso, M. anisopliae nao
alterou a colonizagdo de B. burgdorferi apds a inoculacdo do fungo. O desempenho
hematofago de carrapatos, infectados ou ndo por B. burgdorferi, ndo foi afetado pelo
tratamento com o fungo.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Aqui foi possivel demonstrar que aplicagdo topica do fungo entomopatogénico M.
anisopliae altera a composicdo bacteriana intestinal de R. microplus, observando o
enriquecimento de uma bactéria endossimbionte. Proximos estudos podem ser empregados
para entender o papel desse endossimbionte quando na presenga de fungos
entomopatogénicos. Ainda, a adicdo de tetraciclina ndo apresentou influéncia na
suscetibilidade das fémeas de carrapatos, ou seja, a reducdo de alguns taxons pelo antibidtico
ndo foi suficiente para prejudicar a biologia desses artropodes e ndo impactou o
desenvolvimento do fungo M. anisopliae. A administragdo de antibidticos mais o tratamento
com M. anisopliae altera a comunidade bacteriana intestinal de R. microplus, bem como
aumenta a diversidade bacteriana. O aumento da diversidade por sua vez, pode ter sido
consequéncia da diminuicdo da bactéria endossimbionte. Apesar da modificagdo da
comunidade bacteriana intestinal, a sobrevivéncia de R. microplus nao foi afetada pela
interferéncia causada pelo fungo e antibiodticos juntos.

No segundo capitulo, foi demonstrado que em /1. scapularis, a sobrevivéncia de ninfas
ndo alimentadas inoculadas com uma baixa concentracao de M. anisopliae nao foi diferente
da coinfec¢do com o fungo e B. burgdorferi. Assim, a escolha de uma maior concentracao de
propagulos em futuras investigacdes ¢ necessaria. O peso do ingurgitamento desses carrapatos
alimentados ndo foi alterado pelo tratamento com M. anisopliae em camundongos livres de
patdgenos e infectados por Borrelia. No entanto, esta coinfeccdo aumentou a resposta imune
das ninfas alimentadas, mas ndo a carga de Borrelia ou a carga bacteriana. Dessa forma,
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nota-se que o fungo foi suficiente para estimular uma resposta imune do carrapato, no entanto
o artrépode ndo foi suscetivel a concentragdo de conidios utilizada. Ainda, destaca-se aqui que
1. scapularis pode se alimentar apds o tratamento fungico, melhorando sua defesa contra
patégenos ao mesmo tempo que promove melhores condi¢des para B. burgdorferi em seu
organismo. Portanto, essa relacdo tripartite necessita mais estudos devido a sua complexidade.
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