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RESUMO

ANGELO, Isabele da Costa. Avaliacdo dos perfis protéico e lipidico na resposta de
Rhipicephalus microplus a infeccao com fungos 2011. 120p. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Parasitologia Veterindria). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

O trabalho avaliou os perfis protéico e lipidico de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus ap6s infeccdo com Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. Os tratamentos foram imersdo ou inoculacdo da suspensdo conidial em R.
microplus. A hemolinfa foi coletada 24 e 48 horas ap6s os tratamentos. O plasma foi separado
dos hemdcitos por centrifugacdo e os hemdcitos resuspensos em tampao fosfato pH 7,2. A
concentracdo de proteina total foi determinada em ambas as fragdes da hemolinfa e os
hemdcitos quantificados. O plasma da hemolinfa foi filtrado em membrana de 100 kDa e 10
kDa, sendo analisados por eletroforese e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O
proteoma do plasma da hemolinfa (tratamento por inoculag¢do) foi avaliado por gel 2D. Foram
observadas variacdes na quantidade de proteina total de ambas as fragdes da hemolinfa, na
quantidade de hemdcitos bem como na intensidade de proteinas/peptideos expressos no
plasma da hemolinfa. Nos hemdcitos, os entomopatégenos reduziram a quantidade de
serpinas, enquanto F. oxysporum causou aumento. No gel 2D foram observadas variagdes na
expressdo bem como na auséncia/presenca de proteinas entre os grupos. O plasma da
hemolinfa teve sua atividade antimicrobiana testada contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus ¢ contra o fungo utilizado no tratamento das fémeas ingurgitadas. A hemolinfa
coletada 48 horas ap6s o tratamento por imersdo com B. bassiana apresentou atividade anti-B.
bassiana com 48 horas de avaliacdo. Esta hemolinfa foi submetida a coluna Superose de
CLAE e o pico coletado analisado na coluna analitica C18. As fragdes coletadas da C18
apresentaram atividade anti-B. bassiana, porém nao apresentaram atividade contra Candida
albicans. Essas fragoes foram analisadas por Maldi-Tof e a maioria delas apresentou um fon
com razdo m/z 1.119,5; no entanto, outros fons podem estar envolvidos com essa atividade
antimicrobiana. Os lipideos presentes no plasma da hemolinfa, nos hemdcitos € no corpo
gorduroso foram extraidos e analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) ou
CCD de alta performance para lipideos neutros e fosfolipideos. As classes de lipideos neutros
encontradas no plasma da hemolinfa foram colesterol-éster, colesterol (CHO) e 4cidos graxos
(AG), que sofreram alteracdes em fun¢do do fungo utilizado, tipo de tratamento e tempo de
observacao. Os fosfolipideos encontrados foram fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, que
ndo foram significativamente alterados apds a infec¢do flingica. Nos hemdcitos, as mesmas
classes de lipideos foram encontradas e B. bassiana alterou os fosfolipideos, enquanto M.
anisopliae s.1. alterou os AG e CHO. O corpo gorduroso apresentou, além destas classes de
lipideos neutros, o triacilglicerol, que aumentou significativamente 48 horas apds a inoculacao
com M. anisopliae s.]. A atividade lipase no corpo gorduroso foi mensurada, sendo
evidenciado um aumento 48 horas apds a inoculagao, principalmente no grupo inoculado com
Metarhizium. Portanto, os resultados demonstraram alteracdes na expressao de proteinas no
plasma da hemolinfa e nos hemdcitos apds inoculacdo com os fungos, imunossupressao dos
hemdcitos, inducdo de peptideos com atividade antimicrobiana apds infeccdo com B.
bassiana, além de alteragdes no perfil lipidico de R. microplus ap6s infec¢dao. No entanto,
maiores estudos sdo necessarios para o entendimento dessas alteragdes.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos; Controle bioldgico; metabolismo lipidico



ABSTRACT

ANGELO, Isabele da Costa. Evaluation of protein and lipid profile in response of
Rhipicephalus microplus to infection by fungi. 2011. 120p. Tese (Doctor Science in
Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterindria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The study evaluated the protein and lipid profiles of Rhipicephalus microplus engorged
females after infection by Merarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and Fusarium
oxysporum. The treatments were immersion or inoculation of conidial suspension in R.
microplus. The hemolymph was collected 24 and 48 hours after treatment. The cell-free
hemolymph was separated of hemocytes by centrifugation and hemocytes resuspended in
phosphate buffer pH 7.2. The amount of total protein was determined in both fractions of
hemolymph and hemocytes were quantified. The cell-free hemolymph was filtered through a
100 kDa and 10 kDa membranes, and analyzed by electrophoresis and liquid chromatography
(HPLC). The proteome of cell-free hemolymph (treatment by injection) was evaluated by 2D-
PAGE. Changes were observed in amount total protein and the amount of hemocytes, but no
difference was observed in the electrophoretic profile (1D-PAGE) of the cell-free
hemolymph. In haemocytes, the entomopathogens reduced the amount of serpins, while F.
oxysporum caused increased. In 2D-PAGE variations were observed in both expression and
presence/absence of protein between the groups. The cell-free hemolymph antimicrobial
activity was tested against Escherichia coli and Staphylococcus aureus and against the fungus
used in the treatment of engorged ticks. The hemolymph collected 48 hours after the
immersion treatment with B. bassiana apresented activity anti-B. bassiana with 48 hours of
evaluation. This hemolymph was subjected to Superose column to HPLC and peak was
collected and analyzed on the analytical column C18. The fractions were collected from the
C18 and its apresented activity anti-B. bassiana, but showed no activity against Candida
albicans. These fractions were analyzed by Maldi-Tof and most of them had in common an
ion with m/z 1,119.5; however, other ions may be involved with this activity antimicrobial.
The lipids present in cell-free hemolymph, in the hemocyte and fat body were extracted and
analyzed by thin layer chromatography (TLC) or HPTLC for neutral lipids and phospholipids.
The classes of neutral lipids in the cell-free hemolymph were cholesterol ester, cholesterol
(CHO) and fatty acids (FA), which have varied depending on the fungus used, type of
treatment and observation time. Phospholipids found were phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine, its were not significantly altered after the fungal infection. In
hemocytes, the same classes of lipids were found and B. bassiana modified phospholipids,
while M. anisopliae s.l. altered FA and CHO. The fat body showed, in addition to these
classes of neutral lipids, the triglycerides, which increased significantly 48 hours after
inoculation with M. anisopliae s.1. The lipase activity in fat body was measured and it was
demonstrated that increased activity 48 hours after inoculation, mainly in the group inoculated
with Metarhizium. Therefore, the results showed alterations related to the proteins expression
in the hemocytes and the cell-free hemolymph after inoculation with fungi,
immunosuppression of hemocytes and antimicrobial peptides induction after infection with B.
bassiana, besides changes in the lipid profile of R. microplus after infection. However, further
studies are necessary to understand these changes.

Key word: Antimicrobial peptides, biological control, lipid metabolism
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24 e 48 horas apds o tratamento. Padrao de peso molecular indicado a esquerda do
gel. Coloragao realizada com Coomassie Coloidal...........cccoovveeiiiiiniiiiniiieniieeniieee,

Figura 22. Foto escaneada de SDS-PAGE 12% de hemdcitos de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.1., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum coletados
24 e 48 horas apds o tratamento. As bandas destacadas foram excisadas, hidrolisadas
e analisadas por ESI-Q-Tof. Padrdo de peso molecular indicado a esquerda do gel.
Coloracao realizada com Coomassie Coloidal...........ccceeeeviieriiieiniieeniieeiee e

Figura 23. Andlise comparativa do gel 2D de proteinas do plasma da hemolinfa de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com fungos usando tiras
IPG (pH 3-10) e SDS-PAGE 15%. A: controle inoculado com 4gua destilada estéril
e Tween 80 0,1%;; B: inoculacdo com Fusarium oxysporum; C: inoculagdo com
Beauveria bassiana. Hemolinfa coletada 24 horas ap6s o tratamento. Padrao de peso
molecular indicado a esquerda do gel. Coloragdo realizada com Coomassie Coloidal.
Todos os spots foram excisados do gel, hidrolisados e analisados por Maldi-Tof-
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Figura 24. Cromatograma do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus obtido apds passagem na coluna Superose. Hemolinfa
coletada 48 horas apds o tratamento por imersao com os fungos Metarhizium
anisopliae s.1., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. A: Grupo controle; B:
Ma IME 48; C: Bb IME 48; D: FO IME 48.......ccooiiiiiiiieeeeeeeee et

Figura 25. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 100 kDa
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por imersdo em suspensio
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a
infec¢do. 1: tampdo utilizado na coleta da hemolinfa (coquetel de inibidor de
proteases e tampao 1,5 M NaCl, 50mM EDTA); 2: grupo controle; 3: M. anisopliae
S.L; 4: B. bassiana € 5: F. OXYSPOFUM.............cceeeeueeeeeeieieeeeasirieeeesiseeeeesssseeesssssseassssssens

Figura 26. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 100 kDa e
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por inoculacdo de suspensio
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a
infeccdo. 1: grupo controle (PICADO); 2: grupo controle (H20 INO); 3: M.
anisopliae s.1.; 4: B. bassiana € 5: F. OXYSPOTUNL............cccuueeeeeieieeaeiiieeeeiiiieeeeeeiieeeenns

Figura 27. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 10 kDa
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por imersdo em suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a
infecgdo. 1: grupo controle (que ndo recebeu qualquer tratamento); 2: M. anisopliae
S.1.; 3: B. bassiana € 4: F. OXYSPOFUM..........c.oeeevueeesereeesieeesieeesaeeesseesssnesssseesssseessseees

Figura 28. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 10 kDa e
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por inoculacdo de suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a
infeccdo. 1: grupo controle (PICADO); 2: grupo controle (H20 INO); 3: M.
anisopliae s.1.; 4: B. bassiana € 5: F. OXYSPOTUNML...........ccccueeeceeeecieeeiiieenieeesieeenaee s

Figura 29. Teste de difusdo em meio sélido (antifungigrama) do plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apés o tratamento por imersdo com Beauveria bassiana (Bb IME 48). A-D: B.
bassiana com 48 horas de crescimento em meio de cultivo BDA acrescido de
cloranfenicol 0,5%. A: controle do teste de difusdo em meio solido contendo o disco
de papel filtro sem qualquer amostra; B: reverso da placa controle do disco de papel
filtro; C: inibicdo do crescimento de B. bassiana em trés discos de papel; D: reverso
da placa mostrando inibi¢do do crescimento de B. bassiana em trés discos por Bb
IME 48. E e F: B. bassiana com 72 horas de crescimento em meio de cultivo BDA
acrescido de cloranfenicol 0,5%. E: zonas de reducdo de crescimento ao redor dos
discos de papel; F: inibicao de crescimento de B. basSianQ...............cccueeecueeeecuveenueenn.
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Figura 30. Cromatograma do plasma da hemolinfa com atividade antimicrobiana
contra Beauveria bassiana (grupo Bb IME 48) obtido apds passagem na gelfiltracdo
(coluna Superose) (A). Na figura A, o pico iniciado em 42 minutos (indicado pela
seta preenchida) foi coletado e aplicado em uma coluna analitica C18 (B). A
atividade das fracdes representadas pelas setas 1, 2, 3, 4 e 5 foi testada contra B.
DASSTANA ...ttt ettt ettt ettt e et e st e et e e st e e sateesaaaes

Figura 31. Atividade anti-Beauveria bassiana das fragdes coletadas apds passagem
do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (grupo
Bb IME 48) em coluna analitica C18. Avaliacdo realizada com 24 horas. A: controle
do teste de difusdo em meio s6lido contendo o disco de papel sem qualquer amostra;
B: fracdo coletada em 25 minutos; C: fracdo coletada em 38 minutos e 30 segundos
(microtubo I); D e E: fracdo coletada em 38 minutos e 30 segundos (microtubo II);
F: fracdo coletada em 39 minutos (microtubo II); G e H: fracdo coletada em 43
minutos e 27 segundos; I e J: fracdo coletada em 45 minutos e 23 segundos................

Figura 32. Atividade anti-Beauveria bassiana das fracdes coletadas apds passagem
do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (grupo
Bb IME 48) em coluna analitica C18. Avaliacdo realizada com 48 horas. A: fracdo
coletada em 38 minutos e 30 segundos (microtubo I); B e C: fracdo coletada em 38
minutos e 30 segundos (microtubo II); D: fracdo coletada em 39 minutos (microtubo
II); E e F: fracdo coletada em 43 minutos e 27 segundos; G e H: fracdo coletada em
45 MINULOS € 23 SEZUNAOS. ...eeeuvieeeiiieeeiiieeiiieeiieeerteeestteeestaeestreessseeesssaeensseeessseeessseesnsnes

Figura 33. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18),
coletada em 45 minutos e 23 segundos, que apresentou atividade antimicrobiana.
Amostra de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus coletada 48 horas apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no
modo linear; B: espectro obtido no modo refletido; C: imagem ampliada do ion m/z

Figura 34. Cromatograma do plasma da hemolinfa do grupo Bb IME 48 que ficou
armazenada a -20 °C durante 2 anos obtido apds passagem na coluna Superose (A).
O pico iniciado em 40 minutos e finalizado em 47 minutos foi coletado e aplicado
em uma coluna analitica C18 (B). As fracOes representadas pelas setas apresentaram
atividade antimicrobiana contra Beauveria bassianQ..................ccocceeveueeveesouenneennen.

Figura 35. Atividade anti-Beauveria bassiana do plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (grupo Bb IME 48). Amostra passada na
coluna Superose e posteriormente em coluna analitica C18. Avaliagao realizada com
24 horas. A: fracdo eluida na C18, coletada em 40 minutos; B: fracdo coletada em 46
MINULOS € 23 SEZUNAOS. ... vveeeiiieeiiieeiieeeieeeeteeeeteeesteeestteeestaeessaeessseeessseeensseeensseessseens

Figura 36. Composicao de fosfolipideos no plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo ou inoculacdo de
suspensao conidial de Metarhizium anisopliae s.1., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. A placa de silica de cromatografia em camada delgada foi escaneada e
submetida a analise densitométrica.FS: frente do solvente; PC: fosfatidilcolina; PI:
fosfatidilinositol; O: origem. Cada grupo continha 90 fémeas..........cccccceerviieeniieenneen.
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Figura 37. Percentual de fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilinositol (PI) no plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e
48 horas apds o tratamento por imersdo ou inoculagdo com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores
obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo continha 90 fémeas.................

Figura 38. Composicao de lipideos neutros no plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo ou inocula¢do de
suspensao conidial de Metarhizium anisopliae s.1., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. A placa de silica de cromatografia em camada delgada foi escaneada e
submetida a densitometria. FS: frente do solvente; CHOE: colesterol-éster; AG:
acidos graxos livres; CHO: colesterol livre; MG: monoacilglicerol; O: origem. Cada
grupo continha 90 fEMEAS. ........ooiuiiiiiiiiiie e

Figura 39. Percentual de &4cidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO) e
colesterol éster (CHOE) no plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento por
imersdo ou inoculagdo com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores obtidos a partir da andlise
densitométrica. Cada grupo continha 90 f€meas..........cccceevviieriiiiniieeniieenieeeeeeen

Figura 40. Composicdo de fosfolipideos nos hemdcitos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por imersao ou inoculacdo de suspensiao conidial
de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. A
placa de silica de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia foi escaneada
e submetida a densitometria. Lane 1: CTR 24; Lane 2: Ma IME 24; Lane 3: Bb IME
24; Lane 4: Fo IME 24; Lane 5: PICADO 24; Lane 6: H20 24; Lane 7: Ma INO 24;
Lane 8: Bb INO 24; Lane 9: Fo INO 24; Lane 10: CTR 48; Lane 11: Ma IME 48;
Lane 12: Bb IME 48; Lane 13: Fo IME 48; Lane 14: PICADO 48; Lane 15: H20 48;
Lane 16: Bb INO 48; Lane 17: Fo INO 48; Lane 18: PC (20 ug); Lane 19: PE (20
pg). FS: frente do solvente; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; O:
origem. Cada grupo continha 90 f@meas...........coceeriiieiiiiiiiniciiieeeeeeeee e

Figura 41. Composi¢ao de lipideos neutros nos hemdcitos de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo ou inoculagdo de suspensio
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. A placa de silica de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
foi escaneada e submetida a densitometria. Lane 1: CTR 24; Lane 2: CTR 48; Lane
3: Ma IME 24; Lane 4: Ma IME 48; Lane 5: Bb IME 24; Lane 6: Bb IME 48; Lane
7: Fo IME 24; Lane 8: Fo IME 48; 9: H20 24; Lane 10: H20 48; Lane 11: Ma INO
24; Lane 12: Ma INO 48; Lane 13: Bb INO 24; Lane 14: Bb INO 48; Lane 15: Fo
INO 24; Lane 16: CHOE e DG (20 pg); Lane 17: TG (20 ug), Lane 18: CHO (20
pg); Lane 19: AG (20 pg). FS: frente do solvente; CHOE: colesterol-éster; AG:
acidos graxos livres; CHO: colesterol livre; MG: monoacilglicerol; O: origem. Cada
grupo continha 90 fEMEAS.......cccuiiiiiiiiiii e

Figura 42. Percentual de fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC) nos
hemdcitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e
48 horas apds o tratamento por imersao ou inoculacdo com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores
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obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo continha 90 fémeas.................

Figura 43. Percentual de &4cidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO) e
colesterol éster (CHOE) nos hemdcitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos periodos de 24 e 48 horas apdés o tratamento por imersao ou
inoculacdo com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria
bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores obtidos a partir da andlise
densitométrica. Cada grupo continha 90 f€meas..........cccceeeviieeniiiiniiieiniieeiceere e

Figura 44. Composi¢do de lipideos neutros no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com Metarhizium anisopliae
s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. A placa de silica de cromatografia
em camada delgada foi escaneada e submetida a densitometria. Lane 1: CTR 24;
Lane 2: CTR 48; Lane 3: H20 24; Lane 4: H20 48; Lane 5: Ma INO 24; Lane 6: Ma
INO 48; Lane 7: Bb INO 24; Lane 8: Bb INO 48; 9: Fo INO 24; Lane 10-13:
padrdes de triacilglicerol (TG) nas concentragdes 5, 10, 15 e 20 pug respectivamente;
Lane 14-16: padrdes de colesterol esterificado (CHOE) e acidos graxos livres (AG)
nas concentracoes 10, 15 e 20 pg, respectivamente; Lane 17-19: padroes de
colesterol livre (CHO) nas concentracdes 30, 20 e 40 ug, respectivamente. FS: frente
do solvente; O: origem. Cada grupo continha 10 f€meas..........ccccceeeviiieniiieeinieeniieenne

Figura 45. Percentual relativo das alteracdes quantitativas de triacilglicerol (TG),
acidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO) e colesterol-éster (CHOE) no
corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum sobre
placa de silica de cromatografia em camada delgada. O grupo controle de cada
tempo de observacdo foi considerado 100%. Valores obtidos a partir da andlise
densitométrica. Cada grupo continha 10 f€meas..........ccccueeeviieeriieerieeeieeeieeeee e,

Figura 46. Composi¢ao de triacilglicerol (TG) no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com Metarhizium anisopliae
s.l. ou Beauveria bassiana sobre placa de silica de cromatografia em camada
delgada para lipideos neutros. Lane 1: padrao de TG (20 ug); Lane 2: CTR 24; Lane
3: H20 24; Lane 4: Ma INO 24; Lane 5: Bb INO 24; Lane 6: CTR 48; Lane 7: Ma
INO 48; Lane 8: Bb INO 48. Cada grupo continha 10 fémeas.........c..ccccevvveerriveenneen.

Figura 47. Percentual relativo da atividade lipase no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Cada
grupo continha 10 corpos gordurosos. O ensaio foi realizado duas vezes. O
percentual da atividade lipase foi obtido por comparagdo, sendo o grupo controle
(CTR) 24 horas considerado cOmoO 100%0.......c.ooovveuerreeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeieeeeeee e eeeanns
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LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

x g — forga da gravidade

°C — graus Celsius

~ - aproximadamente

Ug - micrograma

puL -microlitro

1D-PAGE one dimensional - polyacrylamide gels electrophoresis
2D-PAGE - two dimensional — polyacrylamide gels electrophoresis
ACN - acetonitrila

BDA - batata-dextrose-4dgar

BPTI - Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor
CHAPS - 3-[(3cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propanesulfonate
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CuSOy_ sulfato de cobre

Da — Daltons

DIGE- Difference gel electrophoresis

DMPTB - 2,3-dimercapto-1-propanol tributyrate
DTNB - 5,5 -dithiobis(2-nitro benzoic acid)

DTT- dithiothreitol

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

ESI- electrospray ionization

FR-CLAE - Fase Reversa da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
GNBP 3- Gram-negative binding protein 3

H;POy- acido fosférico

HCI - 4cido cloridrico

h-hora

IEF - focalizagdo isoelétrica

Imd- immune deficiency

IPG — Immobilized pH gradient

kDa — kilodaltons

kV - kilovolts

M — molar

m/z - relacdo massa/carga

mA — miliamper

MALDI- matrix assisted laser desorption ionization
min-minuto

mL- mililitro

mm - milimetro

mM - milimolar

MS- mass spectrometry

MS/MS - tandem mass spectrometry

N — normal

Na,CO;5 — carbonato de sddio

Na,S,05.5H,0 - tiosulfato de sédio

NaOH - hidréxido de s6dio

NH4HCOs; — bicarbonato de amdnio



nm - nandémetro

nseg-nanosegundo

p/v — peso/volume

PGRP-SA - peptidoglycan recognition protein-SA
pH — potencial hidrogenionico

pNPP- p-nitrophenyl phosphate

Psi — unidade de pressao

rpm — rota¢do por minuto

SDS - sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gels electrophoresis
s-segundo

TCA - écido tricloroacético

TEMED - N, N, N'- tetramethylethylenediamine
TFA — 4cido trifluoroacético

TOF - time of flight

Tris - Trishydroxymethylaminomethane

UFC - unidade formadora de coldnia

UR - umidade relativa

V - volts

v/v — volume/volume

W - watts
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1 INTRODUCAO

Rhipicephalus microplus € conhecido como carrapato dos bovinos e encontra-se
amplamente distribuido nas regides de climas tropical e subtropical. Apresenta extrema
relevancia para a pecudria nacional, uma vez que os prejuizos econdmicos giram em torno de
U$ 2 bilhdes por ano. Esses gastos sao inerentes ao controle deste parasito (utilizagao de
carrapaticidas e mao-de-obra para aplicacdo) bem como aos prejuizos decorrentes do seu
parasitismo, como depreciagdo do couro, diminuicdo da produgdo, transmissdo de agentes
patogénicos entre outros. Além disto, ainda ha problemas com a contaminacao do ambiente e
dos produtos de origem animal, como a carne e o leite.

O controle deste parasito é feito basicamente com produtos quimicos e a utilizacao
maci¢ca e inadequada destes acaricidas tem conduzido ao desenvovlvimento de cepas de
carrapatos resistentes. A utilizacdo de fungos entomopatogénicos vem se tornando uma
alternativa ao controle cldssico de carrapatos e apresentam como grande vantagem seu
mecanismo de penetracdo através da cuticula dos hospedeiros, especificidade parasitaria e sua
relativa seguranca ambiental. Muitos entomopatégenos sdo utilizados com sucesso no
controle de pragas agricolas, sendo Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana os mais
empregados.

O entendimento da fisiologia e do sistema imune de carrapatos ¢ de fundamental
importancia para a realizagdo do controle eficaz deste parasito. No entanto, o conhecimento
atual da imunidade de carrapatos ainda € pequeno quando comparado com as informacdes ja
obtidas com insetos. De um modo geral, a resposta imune dos invertebrados pode ser dividida
em resposta celular, que compreende mecanismos como fagocitose, nodulacdo e
encapsulamento e que sdo mediados pelos hemdcitos; e resposta humoral, em que hé sintese e
producdo de peptideos antimicrobianos, espécies reativas de oxigénio, a coagulacdo e a
melanizacdo. As informagdes disponiveis sobre a composi¢do da hemolinfa de R. microplus
sdo limitadas e infec¢des provocadas por microorganismos invasores refletem alteragdes nesta
composi¢ao.

Os lipideos tém muitas fun¢des no sistema bioldgico, energético e estrutural dos seres
vivos em geral, e a principal delas estd na formagdo da bicamada lipidica celular. Sua funcao
e 0 modo de utilizagc@o pelos tecidos sdo melhor estudados em insetos do que em carrapatos e
processos infecciosos também refletem alteracdes em sua quantidade e distribui¢do nos
tecidos. O corpo gorduroso, 6rgdo de extrema importancia no metabolismo de artropodes, estd
envolvido com o armazenamento de lipideos e com a atividade biosintética, sofrendo
alteracOes morfoldgicas e fisioldgicas durante o processo infeccioso.

Em carrapatos, a sintese dos peptideos antimicrobianos é realizada principalmente no
corpo gorduroso e pelos hemocitos, sendo entdo liberados na hemolinfa para combater
infec¢des sistémicas. Intensos estudos tém sido realizados com o intuito de identificar
peptideos, pois estes apresentam um amplo espectro de atividade contra bactérias e fungos,
com grande potencial de utilizacdo como antibidticos no combate aos microorganismos
resistentes aos antibidticos convencionais.

Atualmente, o estudo do conjunto de proteinas expressas no genoma ou tecido dos
artrépodes tem sido amplamente explorado e representa as condi¢cdes nas quais o individuo se
encontra. No entanto, alteracdes destas proteinas ocorrem em resposta aos fatores de estresse
induzidos por uma infec¢do, por exemplo. Desta maneira, através de estudos do proteoma,
poderemos entender o funcionamento dessas proteinas e fazer uma comparacdo entre as
proteinas encontradas no carrapato sadio e as encontradas no carrapato infectado, o que
podera ajudar na descoberta de novos alvos a serem utilizados no controle deste parasito.



O presente trabalho integra a linha de pesquisa Controle Microbiano de Artrépodes de
Importancia Médica e Veterindria desenvolvida na UFRRIJ e teve como objetivo geral avaliar
as possiveis alteragdes nos perfis protéico e lipidico da hemolinfa e do corpo gorduroso de
fémeas ingurgitadas de R. microplus infectadas com M. anisopliae, B. bassiana ou Fusarium
oxysporum. Os objetivos especificos do presente estudo foram: avaliar o perfil protéico da
hemolinfa através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e cromatografia liquida
de alta eficiéncia; avaliar a atividade antimicrobiana da hemolinfa pura e de suas fracdes
obtidas através da CLAE; analisar as fragdes da hemolinfa com atividade antimicrobiana por
espectrometria de massas; identificar proteinas diferencialmente expressas na hemolinfa apds
a infecgdo através da espectrometria de massas; avaliar o perfil protéico do corpo gorduroso
através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida; avaliar as possiveis alteracdoes no
perfil lipidico da hemolinfa e do corpo gorduroso utilizando a técnica de cromatografia em
camada delgada (CCD), além de mensurar a atividade lipase no corpo gorduroso.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Carrapato dos Bovinos

Rhipicephalus microplus é um carrapato pertencente ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Ixodida, subordem Acari, superfamilia Ixodoidea e a familia Ixodidae. E
origindrio do continente asidtico e foi introduzido na maioria dos paises tropicais e
subtropicais pela importacdo do gado bovino (WHARTON, 1974). Encontra-se distribuido
nos rebanhos bovinos das Américas Central e do Sul, Leste e Sul da Africa, Australia, Oriente
e sul da Flérida, na faixa compreendida entre os paralelos 32° Norte (sul dos EUA) e 32° Sul
(préximo a cidade de Rio Grande, RS) (GONZALES, 2002).

E parasita de um tnico hospedeiro (homoxeno) e apresenta o ciclo evolutivo dividido
em duas fases: fase de vida livre e fase de vida parasitaria (Figura 1). A fase de vida livre
ocorre no solo e se inicia quando a fémea ingurgitada se desprende do hospedeiro, cai ao solo,
comegando entdo, o periodo de pré-postura, que dura em média de dois a trés dias.
Posteriormente, hd a fase de ovopostura, que pode variar de 17 a mais de 90 dias, seguida pela
fase de eclosdo das larvas, que varia de cinco a dez dias. Um periodo de quatro a 20 dias é
necessario para que as larvas tornem-se infestantes. Em condicdes 6timas de temperatura e
umidade, o ciclo de vida livre pode durar 28 dias (GONZALES, 1974). Segundo Gonziles
(1975), a fase de vida livre sofre variacdes em decorréncia das alteragdes da temperatura e
umidade, porém a fase de vida parasitdria € praticamente constante em todas as regioes.

Figura 1. Ciclo biolégico de
Rhipicephalus microplus. Fase de vida
parasitdria: inicia-se com a fixacdo das
larvas infestantes no hospedeiro; apés as
ecdises, as larvas mudam para ninfas, e as
ninfas mudam para adultos sobre o
hospedeiro. ApO6s 0 completo
ingurgitamento, as fémeas caem ao solo,
iniciam a postura e ha eclosdo das larvas
no ambiente (fase de vida livre).



A fase de vida parasitdria inicia-se com a fixac@o da larva infestante no hospedeiro,
seguida pela sua alimentacdo, troca de cuticula, fase adulta, acasalamento, ingurgitamento e
queda das fémeas. Esse periodo dura, em média, de 18 a 26 dias no Brasil-Central
(FURLONG, 1993).

O impacto econdmico das principais ectoparasitoses no Brasil foi estimado por Grisi et
al. (2002) em 2.650 bilhdes de ddlares/ano, sendo o carrapato R. microplus responsavel por 2
bilhdes de dolares. Os prejuizos econdmicos sdo decorrentes da agdo espoliativa sobre o
hospedeiro, da predisposicdo ao aparecimento de mifases, da desvalorizagdo do couro, do
retardo no desenvolvimento dos animais, diminui¢ao da produg@o, excessivos gastos com
mao-de-obra e carrapaticidas e pela transmissdo de patégenos causadores de doengas como
anaplasmose e babesiose (HORN; ARTECHE, 1985; GUIMARAES et al., 1998;
HEUCHERT et al., 1999).

O controle da fase parasitaria de R. microplus é feito basicamente por aplicacido de
carrapaticidas no rebanho. Contudo, os freqiientes tratamentos com produtos quimicos e o
manejo inadequado tem conduzido o desenvolvimento de populagdes de carrapatos
resistentes. Segundo Wharton (1967), as cepas resistentes aos acaricidas se desenvolvem por
selecdo e recombinacdes de genes resistentes em populagdes de carrapatos expostas a pressao
de selecdo por carrapaticidas.

Uma reducao da populagdo de carrapatos no rebanho pode ser alcancada melhorando a
eficacia no seu controle através da selecio e aplicacdo correta do carrapaticida e utilizando o
sistema estratégico de controle associado a outras praticas de manejo (FURLONG et al.,
2004). De acordo com Penna (1990), outros métodos para controlar a populacdo de carrapatos
seriam a rotagdo de pastagens, o controle bioldgico, a criagdo de racas de animais resistentes
aos carrapatos, introdu¢do de machos estéreis na populacdo e atividades como a queimada.
Todavia, nem todos esses métodos sao eficientes ou mesmo indicados.

A utilizacdo exclusiva dos carrapaticidas € cada dia menos vidvel em termos praticos e
econdmicos, tornando-se necessdria a adi¢cdo de métodos alternativos a serem empregados em
sistemas de controle integrado (BARROS; EVANS, 1989).

2.2 Fungos Entomopatogénicos

O nudmero de trabalhos publicados por pesquisadores na area de controle microbiano
de carrapatos envolvendo fungos, virus, bactérias, protozodrios e nematdides estd se tornando
crescente (SAMISH; REHACEK, 1999). Esses autores revisaram mais de 100 espécies de
patégenos e aproximadamente 150 predadores associados com carrapatos, 0 que representa
um amplo arsenal para sele¢do de espécies com potencial uso como agentes de biocontrole.

Cerca de 750 espécies de fungos agrupados em 56 gé€neros sdo conhecidos por serem
patégenos ou parasitos de artropodes (HAWKSWORTH et al., 1995) e aproximadamente 170
produtos, oriundos de cerca de 13 espécies de fungos, tém sido formulados e registrados
como micoinseticidas ou micoacaricidas em programas de controle bioldgico contra vérias
espécies de pragas (DE FARIA; WRAIGHT, 2007). A maioria dos fungos patogénicos de
artréopodes estudados mundialmente pertence a quatro géneros: Beauveria, Metarhizium,
Lecanicillium (= Verticillium) e Isaria (= Paecilomyces). As espécies M. anisopliae, B.
bassiana, B. brongniartii, L. lecanii (= V. lecanii), Isaria farinosa (= P. farinosus) e I.
Jumosorosea (= P. fumosoroseus) sdo patogé€nicas tanto para insetos quanto para dcaros e
carrapatos (CHANDLER et al., 2000; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).

Os fungos entomopatogénicos foram os primeiros patdégenos a ser utilizados no
controle microbiano e atualmente s@o os agentes de biocontrole mais estudados e empregados
mundialmente no controle de pragas devido a sua maior eficiéncia em causar a morte de seu
hospedeiro, a grande variabilidade genética que permite selecionar isolados altamente
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virulentos, especificos ou nao, para o controle de um grande nimero de pragas, e sua relativa
seguranca ambiental (ALVES, 1998; THOMAS; READ, 2007). A compatibilidade dos
fungos com produtos quimicos visando a agdo sinérgica e conseqiientemente um controle
mais rapido e eficaz tem sido investigada para o controle de R. microplus (BAHIENSE et al.,
2008).

O género Metarhizium Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) ¢ composto por fungos
entomopatogénicos anamorficos que parasitam uma ampla variedade de espécies de
artropodes. As espécies de Metarhizium sdo frequentemente isoladas do solo de regides
tropicais e temperadas por todo o mundo. Muitos isolados deste fungo vém sendo estudados
como agente de controle bioldgico de uma ampla variedade de espécies de artrépodes em
diversos paises, incluindo o Brasil (FERRON et al., 1991; ALVES, 1998). As duas espécies
mais conhecidas do género Metarhizium sdo: M. anisopliae (METSCHNIKKOFF, 1879;
SOROKIN, 1883) e M. flavoviridae (GAMS; ROZSYPAL, 1973). Metarhizium album
(ROMBACH et al., 1987) e M. frigidum (BISCHOFF et al., 2006) também sdo espécies
reconhecidas.

Diversos estudos demonstraram uma grande variabilidade genotipica entre isolados de
M. anisopliae, e sugeriram que esta espécie era possivelmente um agregado de espécies (ST.
LEGER et al., 1992; BIDOCHKA et al., 2005; FERNANDES et al., 2010). Recentemente,
um amplo estudo filogenético determinou que M. anisopliae ¢ um complexo constituido de
quatro espécies: M. pingshaense, M. anisopliae, M. robertsii, e M. brunneum (BISCHOFF et
al., 2009). Os isolados de M. anisopliae s.., cujas espécies ainda nao foram
confirmadas/identificadas de acordo com Bischoff et al. (2009), devem ser considerados
pertencentes ao complexo M. anisopliae s.l. e por isso devem ser considerados como senso
latu (s.L.).

Além da variagdo genotipica observada entre os isolados do complexo M. anisopliae,
variacdes morfoldgicas e fisioldgicas também ja foram relatadas (LOMER et al., 2001;
FERNANDES et al., 2010). Em funcdo destas variacdes, diferentes niveis de viruléncia tém
sido detectados entre isolados de M. anisopliae para muitas espécies de artrépodes, inclusive
carrapatos (ALVES, 1998; FERNANDES et al., 2004; FERNANDES; BITTENCOURT,
2008).

A viruléncia do fungo entomopatogénico estd relacionada com seu processo de
infeccdo, que tem sido o tema de intensas pesquisas desenvolvidas com o objetivo de
caracterizar os fatores de viruléncia que facilitam o processo de infec¢do e a especificidade
por hospedeiro, uma das mais importantes vantagens do controle biolégico (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010). O mecanismo de penetragdo desses fungos entomopatogénicos ocorre
via tegumento através de processos quimicos (como digestdo enzimética) e processos fisicos,
por pressio mecanica (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Essa via de penetracdo foi
comprovada por Bittencourt et al. (1995), uma vez que a infec¢ao do fungo M. anisopliae nao
foi evidenciada, por técnicas histoldgicas, nas cavidades naturais do carrapato R. microplus.

Bittencourt et al. (1999) descreveram pela primeira vez o mecanismo de infeccdo do
isolado 959 de M. anisopliae em fémeas ingurgitadas de R. microplus, no qual foi observada a
fixacdo de conidios na cuticula do carrapato, germinacdo de conidio, formacdo de tubo
germinativo e inicio da dilatacdo da extremidade deste tubo, formando o apressorio (estrutura
especializada de penetracdo). Apds a formagao do apressorio, ha o desenvolvimento de uma
estrutura denominada grampo de penetracdo, que inicia o processo de penetragdo na cuticula.
Essa fase de penetracdo envolve um processo fisico, no qual ha pressdo mecanica da hifa
terminal através do apressorio e grampo de penetragdo, € um processo quimico, referente a
producdo de enzimas hidroliticas tais como quitinases, proteases e lipases (CLARKSON;
CHARNLEY, 1996). A composi¢do complexa da cuticula do hospedeiro requer a acdo



sinérgica de diferentes enzimas para degradar seus principais constituintes (proteinas, quitina
e lipideos) e permitir a penetracao da hifa (LUBECK et al., 2008).

Apés a penetragdo do fungo, inicia-se o processo de colonizacdo em que as hifas
sofrem engrossamento, ramificam-se e diferenciam-se em blastosporos na hemocele do
hospedeiro. Além de se multiplicarem na hemocele e tecidos moles, os fungos produzem
metabolitos secundarios como dcidos graxos e toxinas ciclodepsipeptidicas, conhecidas como
destruxinas, que intensificam o processo patogénico (WANG et al., 2004). Existem cinco
tipos de destruxina (A, B, C, D e E) além de outras 38 variantes (HU et al., 2006). As
destruxinas de fungos entomopatogénicos t€m sido exaustivamente pesquisadas e
caracterizadas como importantes fatores de viruléncia que aceleram a morte dos artrépodes
infectados (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010), causando danos ao sistema muscular e aos
tibulos de Malpighi, afetando a excrecdo e causando paralisia tetdnica em seus hospedeiros
(PAL et al., 2007). As destruxinas induzem o influxo de cdlcio e fosforilagao intracelular de
proteinas dentro das células de lepidopteros apds sua ligacdo na membrana das proteinas
receptoras (DUMAS et al., 1996). Os isolados de Metarhizium que produzem maior
quantidade de destruxina tendem a ser os mais virulentos (SREE et al., 2008).

A morte do hospedeiro infectado com fungos entomopatogé€nicos ocorre em um
periodo de trés a 10 dias em funcdo da perda de 4gua, privacdo de nutrientes, danos
mecanicos e acdo de toxinas. Sob condi¢des favordveis, o fungo esporula extensivamente
sobre o caddver do hospedeiro para facilitar novas infeccdes na populagdo de hospedeiros e
assim continuar seu ciclo (CHANDLER et al., 2000).

Uma das desvantagens da utilizacdo destes agentes de controle microbiano € a sua
susceptibilidade aos fatores ambientais como calor e radiac@o ultravioleta (RANGEL et al.,
2004). No entanto, a selecao de isolados mais tolerantes e o desenvolvimento de formulagdes
fingicas podem aumentar a viabilidade dos conidios, permitindo sua utilizacdo a campo
(FARGUES et al., 1996). A utilizacdo in vitro de formulacdo de fungos entomopatogénicos
mostrou ser um importante fator no aumento da eficiéncia dos isolados fiingicos no controle
de carrapatos (LOPES, et al., 2007; ANGELO et al., 2010).

A necessidade de métodos ndo-quimicos para controlar pestes como &caros e
carrapatos tende a aumentar no futuro, devido a preocupacdo acerca da seguranca e
sustentabilidade dos pesticidas quimicos (CHANDLER et al., 2000). Maiores informacgdes
sobre as doencas que afetam os carrapatos, sua susceptibilidade aos entomopatégenos e o
funcionamento do seu sistema imune sdo necessdrias para a aplicacdo eficaz do controle
biologico (MONTEIRO et al., 2003).

2.3 Sistema Imune de Invertebrados

O mecanismo de defesa dos invertebrados compreende uma ampla variedade de
barreiras fisicas, quimicas, fisioldgicas e comportamentais que dificultam o acesso do
patégeno ao interior do artrépode. Quando o patégeno consegue transpor as barreiras iniciais
e atingir o corpo dos invertebrados, o sistema imune inato inicia uma série de reacdes, que
podem ser classificadas em resposta celular e humoral (HOFFMANN; REICHHART, 2002;
LAVINE; STRAND, 2003; LUO et al., 2003; MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009).
Muito do nosso conhecimento atual sobre o sistema imunolégico de insetos foi moldado por
fortes estudos genéticos em Drosophila melanogaster (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) e
pelos dados obtidos de poucas espécies de lepiddpteros, tais como Manduca sexta (KANOST
et al., 2004).

Segundo Hoffmann (2003) o sistema imune inato € incapaz de estabelecer memoria
imunolégica e os artropodes, de um modo geral, contam com esta resposta imunoldgica para
montar as reacdoes de defesa contra organismos patogénicos, pois ndo hd imunidade



adaptativa. No entanto, as respostas de memoria tém sido descritas em invertebrados
(MULLER et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010), um fendmeno que tem sido denominado
priming imune (SCHMID-HEMPEL, 2005). H4 varios exemplos de priming inespecificos
(ELEFTHERIANOS, et al., 2006) e especificos (ROTH et al., 2010) em insetos que podem
ser de longa duracdo. Embora estes estudos desafiem o dogma de que os invertebrados sao
incapazes de desenvolver resposta imune adaptativa, um mecanismo de memdria imunoldgica
inata ndo foi estabelecido (RODRIGUES et al., 2010).

As reacOes celulares ou imunidade celular sdo executadas pelos hemdcitos e
compreendem fagocitose, nodulacdo e encapsulamento enquanto as rea¢des humorais
compreendem processos de producdo e liberacdo de peptideos antimicrobianos, espécies
reativas de oxigé€nio e nitrogénio, além da ativacdo da cascata de enzimas que regulam a
coagulacdo e a melanizacdo da hemolinfa (IWANAGA; LEE, 2005; MARMARAS;
LAMPROPOULOU, 2009).

A fagocitose € o processo de reconhecimento, englobamento e destrui¢ao intracelular
dos patdgenos invasores e envolve vdrios tipos de receptores de proteinas (LEMAITRE;
HOFFMANN, 2007). Também ¢ importante durante o desenvolvimento dos artrépodes,
participando da limpeza das células apoptdticas na hemolinfa (MARMARAS;
LAMPROPOULOU, 2009). Na maioria dos insetos, os plasmatdcitos e os granuldcitos sao as
principais células fagociticas, que ao receberem sinais da presenca de bactérias ou outro
microorganismo, migram rapidamente para o local da infeccdo e, eventualmente, fagocitam e
destroem os invasores (SILVA et al., 2000; LAMPROU et al., 2007). A fagocitose tem sido
observada em vérias espécies de carrapatos e parece ser uma das defesas primdrias contra a
invasdo de microorganismos (ZHIOUA et al., 1996); em fémeas ingurgitadas de R. microplus
os principais tipos celulares também foram os plasmatdcitos (75,5%) e os granuldcitos
(24,5%), nos quais os plasmatdcitos apresentaram o maior indice fagocitico in vivo.contra
leveduras (PEREIRA et al., 2001).

Quando a concentragdo de patégenos € muito grande, os hemdcitos se agregam e
formam nddulos a fim de imobilizd-los e remové-los da circulacdo. A nodulacdo é um
mecanismo de defesa celular predominante em insetos e € mediada por eicosandides em
muitas espécies de insetos (STANLEY et al., 2009). Ainda ndo estd muito bem caracterizado
se a nodulagdio pode ser um processo mediado por lectinas (MARMARAS;
LAMPROPOULOU, 2009).

Quando o agente estranho ndo pode ser fagocitado ou isolado em nédulos, os insetos
se defendem formando cdpsulas (STRAND; PECH, 1995). O encapsulamento refere-se a
ligacdo dos hemdcitos aos invasores maiores, protozodrios € nematdides, formando uma
capsula com multicamadas ao redor do invasor, que em ultima instancia, € acompanhado pela
melanizagdo. Dentro da cdpsula, o patégeno é morto possivelmente pela producdo local de
produtos citotoxicos como espécies reativas de oxigénio (ROS) e intermedidrios da cascata de
melanizacdo (NAPPI; OTTAVIANI, 2000), porém a exata causa da morte ainda nio é
conhecida (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Em aracnideos, o primeiro relato de ROS foi
feito por Pereira et al. (2001). Essas ROS foram produzidas pelos hemdcitos de fémeas
ingurgitadas do carrapato R. microplus apds desafio com bactérias, zimosan e ésteres de
forbol (PEREIRA et al., 2001).

De acordo com Michel e Kafatos (2005), a reacdo imunolégica humoral pode ser
dividida em quatro etapas: (1) o reconhecimento de moléculas microbianas, (2) modulagdo,
levando a ampliacdo e disseminagdo do sinal de reconhecimento inicial, (3) ativacdo de um
conjunto diversificado de moléculas efetoras entre elas, os peptideos antimicrobianos e a
cascata de melanizacdo e (4) reposicdo de moléculas relacionadas ao sistema imunoldgico
através da ativacdo das vias de transducdo de sinal, relacionadas a via Toll, cujos receptores
reconhecem estruturas moleculares conservadas na superficie dos patégenos (LEMAITRE,



2004) e a via Imd, predominantemente implicada na regulacio de genes que codificam
peptideos antimicrobianos com atividade contra bactérias gram-negativas, incluindo
cercropinas, drosocinas, diptericinas e atacinas (BULET; STOCKLIN, 2005).

Em D. melanogaster, as reagdes humorais antimicrobianas geradas a partir de
infec¢des causadas por bactérias ou fungos sao especificas. A atividade antimicrobiana em
Drosophila, regulada pelas duas vias distintas de sinalizagdo intracelular, Toll e Imd, é
ativada por diferentes patégenos, sendo a via Imd responsdvel pela resposta a infec¢do por
bactérias gram-negativas. Em contraste, a via Toll € ativada por fungos e bactérias gram-
positivas, que regulam a expressdao de varios genes de petideos antimicrobianos (PAMs),
como drosomicina (LEMAITRE et al., 1997, HOFFMANN, 2003; LEE et al., 2009). Um
ponto-chave da via Toll € a cascata proteolitica extracelular (WEBER et al., 2003), que ¢
regulada negativamente por uma serpina, impedindo que a via Toll funcione como um
receptor de reconhecimento padrdo na defesa de Drosophila (LEVASHINA et al., 1999).

A infeccdo de Drosophila por B. bassiana leva a expressdo de outros genes Toll-
dependentes através de uma ativacdo seletiva da via Toll (LEMAITRE et al., 1997; DE
GREGORIO et al.,, 2001) mediada pela via GNBP 3, que detecta [B-1,3-glicano, um
componente da parede celular de fungos, e ativa os trés passos da cascata de serino-
proteinases para ativagdo desta via de sinalizacdo (GOTTAR et al., 2006; LEE et al., 2009).
Por outro lado, a ativacdo da via Toll por bactérias gram-positivas envolve duas proteinas
extracelulares, uma proteina de reconhecimento do peptidoglicano, PGRP-SA (MICHEL et
al., 2001) e uma GNBP 1 (GOBERT et al., 2003).

Estudos realizados com mutantes de Drosophila Toll-deficientes mostraram aumento
da susceptibilidade ao fungo B. bassiana (TZOU et al., 2002), porém os mecanismos de
mediacao de resisténcia da via Toll contra este entomopatdgeno ainda ndo estdo estabelecidos
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Embora muito tenha sido aprendido sobre imunidade de
Drosophila através de estudos genéticos, muitos aspectos permanecem subentendidos, em
particular a identidade das moléculas que sdo recrutadas na hemolinfa durante a ativacao das
cascatas de sinalizacdo (LEVY et al., 2004).

Poucas informacdes estdo disponiveis sobre proteinas antimicrobianas na hemolinfa de
carrapatos, com excecdo de relatos sobre lisozimas, lectinas e evidéncias de peptideos
inespecificos (JOHNS et al., 1998; SONENSHINE; HYNES, 2008). A defensina apresenta
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e pode agir sinergicamente com
lisozimas contra bactérias gram-negativas e fungos (JOHNS et al., 2001b). Entre os peptideos
antimicrobianos identificados em R. microplus, foram descritos a defensina e ixodidina,
encontradas nos hemécitos (FOGACA et al., 2004; FOGACA et al., 2006, respectivamente) e
a microplusina, identificada no plasma da hemolinfa (FOGACA et al., 2004) e nos ovos
(ESTEVES et al., 2009). O plasma da hemolinfa e os hemocitos apresentam atividade
antimicrobiana, porém o mecanismo pelo qual os hemdcitos s@o ativados para liberarem essas
moléculas de defesa na resposta in vivo a invasio de vérios patégenos ainda € desconhecido
(ZHU et al., 2005).

Outra importante resposta imunoldgica dos invertebrados € o sistema profenoloxidase,
que € um sistema de reconhecimento ndo-especifico que parece ser mais eficiente que o dos
vertebrados. Como resultado do sistema de ativacdo da profenoloxidase, uma enzima catalisa
a oxidac@o de mono e difenois a ortoquinonas e hé a deposi¢ao de melanina (reagdo conhecida
como melanizacdo) sobre a superficie de parasitas invasores na hemolinfa ou no exoesqueleto
(TANG et al.,, 2006; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). Além do papel fundamental na
resposta imune imediata, a melanina participa da cicatrizacdo de feridas, esclerotizacdo da
cuticula e pigmentacdo, bem como na formacdo de nédulos e cdpsulas em alguns insetos
(LAVINE; STRAND, 2003; YASSINE; OSTA, 2010). Em carrapatos, Zhioua et al., (1997)
nio detectaram nenhuma atividade da fenoloxidase em Dermacentor variabilis, Ixodes



scapularis e A. cajennense e concluiram que a profenoloxidase nao atua como uma opsonina
nessas espécies de carrapatos. No entanto, Kadota et al., (2002) detectaram atividade da
fenoloxidase no quarto instar ninfal de Ornithodoros moubata. A atividade da fenoloxidase na
hemolinfa de carrapatos ixodideos precisa ser estudada levando-se em consideracdo a
instabilidade das fenoloxidases durante as analises (MARTIN et al., 1995).

A coagulacdo é fundamental para limitar a perda de hemolinfa e iniciar a cicatrizagdo
de feridas tanto em insetos quanto em vertebrados. E também uma importante defesa imune,
pois forma rapidamente uma barreira secunddria a infec¢do, imobilizando as bactérias e
promovendo assim a sua morte (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). O mecanismo de
coagulacdo da hemolinfa é ativado por uma cascata de serina-proteases, semelhantes as do
sistema profenoloxidase, porém esta reacdo € independente da melanizacdo (SCHERFER et
al., 2004). Essas proteases possuem funcdes homoélogas aos componentes do sistema
complemento e aos fatores de coagulagdo dos mamiferos (SILVA et al., 2000).

Em estudos realizados com carrapatos, proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana
envolvidos na resposta imune ji foram identificados no plasma da hemolinfa, nos hemdcitos, no
intestino e nos ovos (CRUZ et al., 2010; ESTEVES et al., 2009; FOGACA et al., 1999, 2004,
2006; JOHNS et al., 2001b; NAKAJIMA et al.,, 2001; 2002; RUDENKO et al., 2007;
SONENSHINE; HYNES, 2008). O entendimento dos mecanismos de defesa deste parasito
poderd contribuir na identificagdo de alvos para o controle eficaz além de responder algumas
questdes como o porqué dos carrapatos transmitirem alguns microorganismos € outros nao e o
porqué de algumas espécies serem vetores competentes e outras ndo (TAYLOR, 2006).

2.4 Hemolinfa

O fluido circulante no corpo do carrapato € chamado de hemolinfa, que consiste de
plasma (hemolinfa livre de hemdcitos) e de células (hemdcitos). O plasma da hemolinfa é um
fluido aquoso, rico em proteinas, aminodcidos, carboidratos, lipideos, hormonios e varios sais.
Atua como veiculo no transporte de mensageiros hormonais, livres ou ligados a proteinas
carreadoras, bem como no transporte de nutrientes e produtos do metabolismo celular
(SONENSHINE, 1991). Também funciona como um meio osmoticamente balanceado que
banha células e tecidos, além de estabelecer os mecanismos de coagulacdo, auxiliando na
formacdo de codgulos da hemolinfa quando a cuticula do carrapato € lesionada
(SONENSHINE, 1991). Poucos estudos demonstram o volume estimado de hemolinfa
presente no corpo de carrapatos; esse valor variou de 3 a 4 uL em fé€meas adultas ndo
alimentadas de Dermacentor andersoni e de 100 a 150 uL em fémeas totalmente ingurgitadas,
isto é, cerca de 23% do seu peso (KAUFMAN; PHILLIPS, 1973).

Os hemocitos sdao os principais componentes da hemolinfa, constituindo cerca de 50%
a 60% de seu conteido (SONENSHINE, 1991). Estimativas do nimero de hemdcitos na
hemolinfa de carrapatos variam de 5.000 a 73.000/mm’ (WOOLLEY, 1988). De acordo com
o0 sistema proposto por Binnington e Obenchain (1982), os carrapatos possuem 5 classes de
hemdcitos, conhecidas como pro-hemdcitos, plasmatdcitos, granulécitos (tipo I e II),
esferuldcitos e oenocitdides, sendo os quatro primeiros os tipos celulares mais encontrados na
hemolinfa. Zhioua et al. (1996) relataram que os hemdcitos t€m um papel dominante na
resposta imune do carrapato, onde os plasmatdcitos sdo responsdveis pela fagocitose (KUHN;
HAUG, 1994) e os granuldcitos pelo encapsulamento de organismos maiores
(EGGENBERGER et al., 1990).

A quantidade de hemdcitos circulantes bem como os tipos de hemdcitos é essencial
para a imunidade dos artrépodes e seu nimero diminui drasticamente na hemolinfa durante
uma infec¢ao (RUSSO et al., 2001). Paralelamente, novos hemdcitos vao sendo produzidos
para balancear a perda destas células na hemolinfa (MARMARAS; LAMPROPOULOU,



2009). Estudos realizados por Silva et al., (2006a; 2006b) mostraram uma reducao no nimero
dos hemdcitos presentes na hemolinfa de R. microplus quando submetidos a infecc¢do por B.
bassiana, demonstrando o efeito téxico/imunossupressor deste entomopatdégeno ao longo dos
dias ap6s infecgdo.

2.5 Proteinas Presentes na Hemolinfa

As proteinas constituem o principal componente solivel do plasma da hemolinfa e
provavelmente t€m um papel importante na regulacdo da pressdo osmotica. Cerca de 30
bandas de diferentes proteinas foram identificadas através de eletroforese uni ou
bidimensional e/ou técnicas de focalizacdo isoelétricas na hemolinfa de carrapatos
(SCHRIEFER, 1991), e as duas proteinas mais abundantes foram identificadas como
hemeglicolipoproteinas (vitelogenina e vitelina) que estdo associadas com a vitelogénese
(BINNINGTON; OBENCHAIN, 1982).

A sintese, composicdo, distribui¢do, propriedades e caracterizagdo do
desenvolvimento das principais proteinas da hemolinfa de carrapatos sdo pouco estudadas
quando comparado aos insetos e outros artrépodes, sendo a vitelogenina a proteina mais
estudada (KOPACEK et al., 2000; THOMPSON et al., 2007).

Em geral, a composicdo de carboidratos, lipideos e aminodcidos da vitelina é similar
em insetos e em carrapatos (CHINZEIL et al., 1983; GUDDERRA et al., 2001) e as
hemeproteinas semelhantes a vitelogenina derivam seu heme da digestdo da hemoglobina do
sangue do hospedeiro (O’HAGAN, 1974). Proteinas encontradas na hemolinfa também
ocorrem na glandula salivar e saliva de Rhipicephalus appendiculatus (WANG; NUTTALL,
1994).

Em insetos e em carrapatos, a vitelogenina circula na hemolinfa e é a precursora da
vitelina (GUDDERRA et al., 2002a). Para que a vitelogénese ocorra, feromonios do macho
sdo transferidos para o trato genital da fémea durante a fecundagdo, iniciando o aumento da
ingestdo de sangue para que ocorra a replecao da fémea e a vitelogénese (ROE et al., 2008). A
vitelogenina € sintetizada pelo corpo gorduroso, liberada na hemolinfa, absorvida pelos
odcitos via endocitose mediada por receptores e entdo é armazenada como vitelina no interior
dos ovos, atuando como fonte nutricional para o desenvolvimento do embrido (JAMES;
OLIVER, 1999).

Segundo Thompson et al. (2007), a vitelogenina é também sintetizada pelo intestino
médio e em menor quantidade pelos ovarios de fémeas nos periodos de pré-postura e postura.
A vitelogenina ndo se acumula na hemolinfa, por isso é uma das proteinas encontradas em
menor quantidade na hemolinfa de fémeas de ixodideos (cerca de 11% da proteina total)
devido a absorcao rdpida e continua pelos od6citos em maturacao (SONENSHINE, 1991). Em
D. variabilis, a concentracdo de vitelogenina aumentou 170 vezes antes do ingurgitamento
rapido, atingindo o pico com aproximadamente 7 dias apds alimentacdo (ROSELL; COONS,
1991), enquanto que em Hyalomma dromedari, o pico se deu 4 dias apds o ingurgitamento
(SCHRIEFER, 1991).

Outra classe de proteinas conhecidas como lectinas, com peso molecular de 70-1.500
kDa, (GILLESPIE et al., 1997) foram identificadas em O. moubata (KOVAR et al., 2000) e
Ixodes ricinus (GRUBHOFFER et al., 1991). Em artropodes, essas glicoproteinas sao
produzidas e secretadas na hemolinfa principalmente pelos hemdcitos e pelas células do corpo
gorduroso (GUDDERRA, et al., 2002a). As lectinas apresentam proteinas com afinidade por
carboidratos e estdo relacionadas a varios fen6menos de reconhecimento celular, incluindo
adesdo a hemdcitos e microorganismos. Desta forma, desempenham um importante papel na
imunidade dos artrépodes, funcionando como opsoninas, proteinas que se ligam a particulas
antigénicas e facilitam sua fagocitose, ao se aderirem aos organismos invasores.
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No plasma da hemolinfa de O. moubata foi identificado um novo membro da familia
dos inibidores de proteases o-2-macroglobulinas (¢2M) (KOPACEK et al., 2000), atuando
como inibidor universal de diferentes classes de proteases em invertebrados (HOFFMANN et
al., 1999). Em geral, os inibidores de proteases participam do mecanismo de defesa contra
patégenos através do controle da cascata de profenoloxidase (ASO, et al., 1994) ou inibindo
proteases de bactérias e fungos (NIRMALA et al., 2001).

As serina-proteinases e seus inibidores (Serpinas) t€ém sido descritas como importantes
reguladores na resposta imune de insetos, juntamente com os peptideos antimicrobianos
(GORMAN; PASKEWITZ, 2001). Altas concentragdes de serpinas sdo encontradas na
hemolinfa de vdrios artrépodes, logo estes inibidores sdo ferramentas importantes para o
entendimento da resposta imune (AZZOLINI et al., 2004). Em D. melanogaster
possivelmente um conjunto de serina-proteinases sejam induzidas em infec¢des que ocorrem
através da cuticula, como acontece com as infec¢des causadas por fungos entomopatogénicos.
Além disso, a infec¢@o por B. bassiana também induz a expressdo de diferentes serpinas neste
inseto (ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2004).

A principal proteina da hemolinfa de D. variabilis foi identificada por Gudderra et al.
(2001) como sendo uma hemelipoglicoproteina, composta por colesterol, fosfolipideos,
monoacilglicerideos, triacilglicerideos e acidos graxos livres, compreendendo cerca de 60-
80% das proteinas total da hemolinfa de fémeas parcialmente alimentadas. Nesta espécie de
carrapato, a proteina carreadora lipoglicoheme parece funcionar como uma biliproteina que
seqiiestra heme. Ainda segundo esses autores, esta proteina estd presente no homogenato total
dos ovos, das larvas alimentadas e ndao alimentadas e das ninfas alimentadas, bem como no
plasma de adultos alimentados e nao alimentados, incluindo fémeas em postura.

Gudderra et al (2002b) também encontraram esta proteina carreadora lipoglicoheme
no corpo gorduroso, glandula salivar, misculo e ovario, bem como na hemolinfa de fémeas de
D. variabilis parcialmente e totalmente alimentadas. A concentracdo desta proteina variou nos
tecidos de fémeas de D. variabilis durante a alimentacdo, indicando diferenca na expressao,
fixacdo e/ou utilizacdo desta proteina carreadora durante a vitelogénese. Em machos e fémeas
adultos de Ornithodoros parkeri, a lipoproteina nao foi detectada no corpo gorduroso € na
glandula salivar, mas foi abundante no liquido coxal.

Em insetos, o conhecimento das proteinas predominantes na hemolinfa é mais
avancgado. A lipoproteina lipoforina estd amplamente distribuida entre as diferentes ordens:
Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera, Isoptera, Dictyoptera, Hymenoptera e
Lepidoptera (SEVALA et al., 1999). A principal fungdo da lipoforina é o transporte de
lipideos na hemolinfa de insetos (WEERS; RYAN, 2006), sendo os fosfolipideos e o
diacilglicerol os componentes lipidicos mais abundantes desta proteina (SUN et al., 2000).
Além de fosfolipideos e diacilglicerol, a lipoforina liga feromonios, hidrocarbonos, retindides
e agentes hemostéticos (SUN et al., 2000).

Na hemolinfa de crusticeos foram identificados dois tipos de lipoproteinas que
transportam lipideos e proteinas dos sitios de absor¢do para os locais de utilizagdo. Algumas
destas lipoproteinas estdo envolvidas no reconhecimento imunolégico e na coagulacao
(PLASCENCIA et al., 2000).

Em R. microplus, a principal proteina da hemolinfa foi caracterizada como uma
hemelipoproteina (HeLp) por Maya-Monteiro et al. (2000) e aparentemente é andloga a
lipoglicohemeproteina de D. variabilis (GUDDERRA, et al., 2002a). HeLp €é uma
glicolipoproteina com peso molecular de 354 KDa e com duas subunidades (103 KDa e 92
KDa); contém 3% de carboidratos e 33% de lipideos (lipideos neutros e fosfolipideos). Uma
relevante caracteristica da HeLp € a abundancia de colesterol esterificado (35% dos lipideos
totais), que ainda ndao havia sido relatado em lipoproteina de invertebrados (MAYA-
MONTEIRO et al., 2000). E a principal hemelipoproteina da hemolinfa de machos e fémeas
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de R. microplus, porém ausente nos ovos; estd envolvida no transporte € no reaproveitamento
do grupo prostético heme, uma vez que Rhipicephalus nao tem uma via de sintese de heme
funcional e utiliza exclusivamente o heme obtido da digestdo do sangue do hospedeiro
vertebrado para fazer suas proprias hemeproteinas (BRAZ, et al., 1999).

Johns et al. (1998) identificaram uma lisozima na hemolinfa de fémeas de D.
variabilis desafiadas com Bacillus subtilis. Essa proteina, com peso molecular de
aproximadamente 14,5 kDa, apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas. As lisozimas sdo importantes na resposta imune contra a invasdo de organismos e
podem ser secretadas pelo corpo gorduroso (GILLEPSIE et al., 1997) ou pelos hemdcitos
(CHENG et al., 1979).

Outra classe de proteina encontrada na hemolinfa de carrapatos sdo as
imunoglobulinas do hospedeiro. Cerca de 2% da concentracdo de imunoglobulina do soro de
bovinos foi encontrada na hemolinfa de R. microplus, demonstrando que ocorre a passagem
de imunoglobulinas funcionais do intestino para a hemolinfa de carrapatos (DA-SILVA VAZ
et al., 1996).

Segundo Gudderra et al. (2002a) existem muitos trabalhos publicados com anélises
eletroforéticas de proteinas da hemolinfa de carrapatos, porém siao apenas observacdes gerais
que caracterizam seu peso molecular com poucas informacdes sobre a bioquimica dessas
proteinas e suas possiveis funcoes.

O entendimento do papel das proteinas da hemolinfa no desenvolvimento, reproducao,
defesa contra patégenos e endocrinologia do carrapato € essencial para o entendimento da
fisiologia do carrapato e auxiliard na descoberta de novos alvos para o controle de carrapatos,
facilitando o desenvolvimento de carrapaticidas (GUDDERRA et al., 2002a).

2.6 Peptideos Antimicrobianos

Em algumas reacdes de defesa, uma série de substancias que estdo presentes em
pequenas quantidades na hemolinfa ou que aparecem durante o curso de uma infecc¢io, tém
sua sintese estimulada. Os peptideos antimicrobianos (PAMs) fazem parte dos mecanismos de
defesa humoral e estdo muito bem caracterizados em insetos, porém pouco entendido em
aracnideos (HETRU et al., 1998). Em geral, sio moléculas pequenas de até 5 kDa,
convencionalmente descritas como catidnicas, anfipdticas e que exibem alto teor de
aminodcidos basicos e pelo menos 50% de aminodcidos hidrofébicos. Apresentam um amplo
espectro de atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitas, portanto desempenham um
importante papel na imunidade inata (MOOKHERIJEE; HANCOCK, 2007). Mais de 1000
PAMs ja foram descritos em plantas, vertebrados e invertebrados (JURETIC, 2009), sendo a
maioria proveniente de insetos (BACHERE et al., 2004).

O principal modo de ac@o destas moléculas é através da sua inser¢do na membrana
celular, causando destrui¢do ou permeabilizacdo dessas membranas, culminando na morte do
microorganismo. Alternativamente, os peptideos podem se ligar a um receptor da membrana,
levando a uma perda especifica da sua funcdo. Além disso, ao se translocarem através da
membrana, essas moléculas podem atuar intracelularmente, impedindo a sintese de
metabolitos importantes para o microorganismo (SHAIL 1999; SILVA JR et al., 2000). Logo,
por atuarem em diferentes compartimentos celulares e por apresentarem excelente atividade
antimicrobiana, essas moléculas se tornam candidatas promissoras para o desenvolvimento de
drogas importantes no combate a patdgenos resistentes aos antibidticos convencionais
(LOHNER, 2001; HANCOCK et al., 2006).

Além da diversidade de estrutura e do modo de acdo, o local e a regulacao da sintese
dos PAMs também difere entre os grupos de artropodes. Em insetos, a sintese de PAMs pode
ser uma resposta imune local, ocorrendo na epiderme e nos tratos reprodutivo, respiratério e
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digestivo, sendo esta expressdo constitutiva ou induzida por uma infec¢do microbiana
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). A sintese de PAMs pode estar relacionada a uma
resposta imune sistémica, onde esses peptideos sdo sintetizados principalmente pelo corpo
gorduroso e hemdcitos e sua transcrigdo genética é fortemente induzida ap6s uma lesdo e/ou
infeccdo (BULET et al., 1999). Nos insetos holometabdlicos (que apresentam metamorfose
completa) os PAMs sdo produzidos rapidamente e transitoriamente pelo corpo gorduroso e
varias células epiteliais (BULET et al., 2003) enquanto que em insetos hemimetabdlicos (que
apresentam metamorfose incompleta), os AMPs sdo produzidos pelos hemocitos e secretados
na hemolinfa apés infeccao (LAMBERTY et al., 2001). Em contrapartida, a sintese de PAMs
em quelicerados parece ser constitutiva e ocorre principalmente nos hemdcitos, onde
permanecem armazenados em granulos antes de serem liberados na hemolinfa apds estimulo
microbiano IWANAGA, 2002).

Esses peptideos antimicrobianos tém sido divididos em varias categorias, nas quais, as
mais importantes sdo as defensinas, cercropinas, atacinas e sarcotoxinas (COCIANCICH et
al., 1994; LOWENBERGER et al., 1995). As cercropinas sdo pequenos peptideos que
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Atacinas e sarcotoxinas sao polipeptideos (> 20 kDa) que apresentam mais atividade
bacteriostatica do que bactericida (COCIANCICH et al., 1994). J4 as defensinas podem ser
classificadas em duas sub-familias em relagdo a atividade in vitro contra bactéria e fungos
filamentosos: defensinas antibacterianas e defensinas antifingicas (predominantemente
efetivas contra fungos filamentosos). No entanto, as defensinas com propriedades antifingicas
sdo pouco relatadas (BULET et al., 2003), entre elas podemos citar a drosomicina
(FEHLBAUM et al., 1994), galerimicina (SCHUHMANN et al., 2003) e termicina
(BARBAULT et al., 2003). O pequeno nimero de descri¢cdes na literatura ndo reflete a falta
de peptideos antiftingicos produzidos pelos insetos mas a falta de pesquisa sobre tais
moléculas (BULET; STACKLIN, 2005).

As defensinas tém sido identificadas em mamiferos (KLAUDINY et al., 2005), insetos
(YE et al., 2010), plantas (WU et al., 2011) e em carrapatos (TAYLOR 2006), atuando como
moléculas efetoras da imunidade inata. Mais de 20 defensinas tém sido identificadas em 11
espécies de carrapatos (SONENSHINE; HYNES 2008), apresentando algumas espécies
multiplas isoformas da defensina (NAKAJIMA et al., 2001; 2002; RUDENKO et al., 2007).
As defensinas sdao produzidas como uma pre/pro-forma, que € clivada em um local altamente
conservado (RVRR), para liberagdo do peptideo “maduro” (SONENSHINE; HYNES, 2008).
A primeira defensina reconhecida a partir de um ixodideo foi a varisina, produzida pelos
hemdcitos de D. variabilis ap6s desafio microbiano (JOHNS et al., 2001a,b). Embora a
transcricao tenha sido detectada em vérios tecidos (SONENSHINE et al., 2005; CERAUL et
al., 2007), o peptideo foi observado apenas na hemolinfa/hemédcitos (SONENSHINE,;
HYNES 2008).

No intestino de carrapatos, o principal componente do sistema imune € o fragmento
antimicrobiano (Hb 33-61) gerado a partir da atividade proteolitica endégena (FOGACA et
al., 1999). Cisteino-proteinase e proteinase aspartica atuam na protedlise da hemoglobina e
geram hemocidinas, que podem participar dos mecanismos de defesa contra microorganismos
no intestino de R. microplus (CRUZ et al., 2010).

Peptideos antimicrobianos purificados de diversas espécies animais apresentam
caracteristicas desejdveis a uma nova classe de antibidticos, no entanto, alguns problemas
precisam ser resolvidos para serem produzidos em escala industrial: 1- apresentam massa
molecular relativamente grande quando comparados aos antibiticos comerciais, logo,
deverdo ser produzidos por técnicas de biologia molecular para a obtencdo de moléculas
recombinantes € com baixo custo (HANCOCK; LEHRER, 1998); 2- alguns peptideos
antimicrobianos sdo téxicos para células de mamiferos (essa caracteristica poderia ser
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revertida por modificacdes quimicas na estrutura dessas moléculas); e 3- a instabilidade
desses peptideos as proteases do nosso organismo (existem estratégias que protegem oOs
peptideos contra proteases, tais como a de incorpord-los em lipossomos ou a de usar
modificagdes quimicas) (HANCOCK; SCOTT, 2000).

Portanto, os peptideos antimicrobianos sdo importantes ndo somente cOmMo
componentes do sistema imune inato de invertebrados participando do combate as infeccoes,
mas seus andlogos quimicos ou recombinantes apresentam grande potencial para serem
aplicados como antibidticos no combate a microorganismos resistentes aos antibidticos
convencionais (HANCOCK; SCOTT, 2000).

2.7 Lipideos

Os lipideos definem um conjunto de substancias quimicas que, ao contrario das outras
classes de compostos organicos, ndo sdo caracterizadas por algum grupo funcional comum, e
sim pela sua alta solubilidade em solventes organicos e baixa solubilidade em dgua. Fazem
parte de um grupo conhecido como biomoléculas e se encontram distribuidos em todos os
tecidos, principalmente nas membranas celulares e nas células de gordura. Os lipideos tém
muitas fungdes no sistema bioldgico, energético e estrutural e a principal delas estd na
formacdo da permeabilidade da barreira de células e organelas subcelulares sob a forma de
uma bicamada lipidica. Embora o principal tipo de lipideos que define essa bicamada em
quase todas as membranas seja o fosfolipideo baseado em glicerol, outros lipideos sao
componentes importantes e variam em sua presenca € quantidade em todo o espectro de
organismos (VANCE; VANCE, 2002).

Desempenham um papel critico durante o processo inflamatério agudo, tanto na
capacidade pré-inflamatéria quanto antiinflamatéria. Dentre eles, podemos citar a
lisofosfatidilcolina, ceramida e esfingolipideos. A lisofosfatidilcolina, um metabdlito
intermedidrio de fosfatidilcolina e o principal componente fosfolipideo de células eucaridticas
e procaridticas, tem desempenhando um papel importante na proliferacdo celular, mitogénese
de macréfagos, ativagdo dos linfécitos T e quimiotaxia de mondcitos. Esses lipideos
bioefetores sdo gerados como produtos de clivagem de fosfolipideos na membrana celular
pela acdo de fosfolipases, ativadas em resposta a uma variedade de estimulos extracelulares,
tais como peptideos bacterianos, citocinas, fatores de crescimento, complexos imunes IgE e
trauma mecéanico (GOLODNE et al., 2003; CABRAL, 2005).

O conhecimento de lipideos, a sua funcdo e o modo de utilizacdo pelo tecido sdo
melhor estudados em insetos do que em carrapatos. O sucesso dos insetos no planeta tem sido
atribuido a sua capacidade de utilizar os lipideos eficientemente como substrato para a
reproducdo, a embriogénese, a metamorfose, o vdo, a regulacio de uma variedade de
processos fisiolégicos (hormonios), protecao contra a dessecacdo do ambiente (lipideos da
cuticula formam uma barreira impermedvel a 4gua) e contra a acdo de predadores e infec¢des
microbianas, bem como componentes das membranas celulares (GILBERT; CHINO, 1974).
O lipideos atuam na sinalizag¢do intracelular, no transporte intracelular e na transcri¢ao génica
(STEHR et al., 2004). Diversas substancias constituem este importante grupo de moléculas
como gorduras, adcidos graxos, 6leos, algumas vitaminas € hormdnios.

Por serem componentes estruturais das membranas bioldgicas, alteracdes no nimero e
composi¢ao destes lipideos podem ocorrer quando hé alteracdes no estado metabdlico em
resposta a fatores de estresse (STUART et al.,, 1998). Em caramujos, os lipideos estdo
envolvidos na sobrevivéncia dos animais em condi¢des de estresse fisiolégico, como longos
periodos de restri¢do alimentar ou quando sdo parasitados. Quando as reservas de carboidratos
sao rapidamente esgotadas, os lipideos sdo consumidos com maior freqiiéncia e ha alteragdes
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qualitativas e quantitativas em diferentes tipos de lipideos (BANDSTRA et al., 2006;
MULLER et al., 2000).

Os lipideos neutros na forma de triacilglicerideos (TG) sdo a forma predominante de
armazenamento de 4cidos graxos e compreendem a principal reserva de energia em todos os
animais (WOLINS et al., 2006). Os insetos acumulam TG como goticulas de lipideos no
interior do citoplasma das células do corpo gorduroso durante o periodo de alimentacgdo, e
dependem dessas reservas para suprir as necessidades de energia associadas a periodos em
que ndo ha alimentacdo, ao voo e a oogénese (CANAVOSO et al.,, 2001; ARRESE,;
SOULAGES, 2010). A mobilizacdo desses lipideos (lipdlise) € induzida por dois tipos de
hormoénios: o hormdnio adipocinético (AKH), que ativa o inositol-3-fosfato e a sinalizacao de
AMPc, e a octopamina (CANAVOSO et al., 2001; ARRESE et al., 2010).

Além destas funcdes, os lipideos apresentam atividade contra microorganismos gram-
positivos e gram-negativos. A utilizag¢do clinica de lipideos antimicrobianos foi sugerida ha
muitos anos por vérios autores (KABARA et al., 1972; SANDS et al., 1978). No entanto,
nenhum dos produtos farmacéuticos contendo lipideos como compostos ativos ainda foi
aprovado para uso clinico como drogas profilaticas ou terapéuticas contra infec¢oes
bacterianas (RAVICHANDRAN et al., 2009).

Em sintese, os lipideos atuam na sinalizacdo da resposta imune e podem ser usados
como fonte de energia e/ou para a biogénese de membranas nos locais de infec¢ao ou nos
hemdcitos, porém a natureza dos sinais que desencadeiam a mobilizacdo de lipideos durante
as infeccdes e o destino dos lipideos mobilizados ainda ndo sdo totalmente conhecidos
(ARRESE; SOULAGES, 2010).

2.8 Corpo Gorduroso

Em carrapatos, o corpo gorduroso é um 6rgao difuso, consistindo de muitos corddes
de células ligados aos ramos do sistema traqueal e ocasionalmente a outros Orgaos,
contrastando com o dos insetos, que € um 6rgao concentrado na regidao abdominal. As células
do corpo gorduroso sdo abundantes ao redor dos troncos traqueais, especialmente proximos da
sua origem com os espirdculos respiratérios (SONENSHINE, 1991). Segundo Obenchain e
Oliver (1973) o corpo gorduroso € dividido em duas regides: central, ao redor do sistema
reprodutivo e outros 6rgdos internos; e regiao periférica, ao redor dos troncos traqueais,
traquéia, tecido conectivo e disperso entre a epiderme. No entanto, Denardi et al. (2008)
sugeriram outra terminologia para descrever a localizagdo deste tecido: corpo gorduroso
parietal, substituindo o termo periférico e perivisceral, substituindo o termo central.

Essa diferenciacdo regional determina diferentes fungdes, uma vez que o corpo
gorduroso periférico apresenta indicios de granulos de glicogénio, indicativo de papel de
armazenamento, enquanto o central mostra evidéncias de atividade biosintética (KEELEY,
1985). No entanto, o corpo gorduroso em fémeas de carrapatos € altamente ativo apds a
alimentacdo e fecundacao (SONENSHINE, 1991).

O corpo gorduroso em artrépodes € o 6rgdo que armazena as reservas nutricionais,
metaboliza hormdnios e outras moléculas mensageiras essenciais, além de detoxificar
residuos ou compostos nocivos. Apresenta um papel vital na reprodugdo, sintetizando e
secretando vitelogenina durante a fase reprodutiva da vida dos artrépodes. Segundo
Wigglesworth (1967) seu valor funcional para os artropodes é comparado ao figado em
vertebrados. Além disso, € considerado um importante tecido de estoque de lipideos, andlogo
ao tecido adiposo em mamiferos (SONENSHINE, 1991).

Constitui uma porcentagem consideravel do peso dos insetos (mais de 50% em alguns
casos) e € derivado do mesoderma somdtico durante a embriogénese. Devido ao seu grande
tamanho e sua localizacdo na hemocele do inseto, o corpo gorduroso € o principal tecido
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relacionado a imunidade, pois é responsdvel pela sintese e secrecdo de peptideos na
hemolinfa, onde atinge concentragdes eficazes (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). A
quantidade dos varios substratos extraiveis do corpo gorduroso depende da principal fonte de
energia (carboidratos ou lipideos) usada para o desenvolvimento ou outros processos
fisioldgicos dos artropodes, aumentando durante o periodo de alimentagao e diminuindo com
a parada da alimentacdo ou quando os lipideos sdo usados durante processos metabodlicos,
como o voo e a oogénese (GILBERT; CHINO, 1974; STEELE, 1985). Beenakkers et al.
(1984) enfatizaram que o rdpido acesso entre este 6rgdo e a hemolinfa (j& que o corpo
gorduroso € banhado pela hemolinfa) é vital para o organismo dos artrépodes se ajustar
apropriadamente as mudangas na concentragdo de precursores de energia na circulagdo,
especialmente sob condi¢des de extrema demanda energética, como o vOo e a oogénese.

Estudos realizados por Denardi et al (2009) mostraram grande quantidade de lipideos
nos trofdcitos parietal e perivisceral do corpo gorduroso de A. cajennense, principalmente na
mitocOndria, sugerindo que esta organela desempenhe um papel importante na producdo de
lipideos nos trofécitos. Além disso, o reticulo endoplasmaético liso, responsavel pela sintese de
lipideos nas células, ndo foi freqiientemente observado.

Denardi et al. (2004) mostraram que os granulos da gema do ovo de A. cajennense é
composta basicamente de glicolipoproteinas, sendo as macromoléculas depositadas na
seguinte ordem: lipideos, proteinas e carboidratos, podendo ser encontrados na forma livre ou
ligados a outros componentes. Esses autores contradizem Balashov (1983), que mostrou que
os granulos da gema do ovo de carrapatos era composta apenas de lipideos e proteinas.
Portanto, além da vitelogenina, os lipideos sdo sintetizados e/ou armazenados no corpo
gorduroso e direcionados, via hemolinfa, para a vitelogénese e outros processos fisioldgicos
(como o vOo e a metamorfose em insetos) € o estresse provocado por infecgdes podem alterar
sua quantidade na hemolinfa.

2.9 Lipases

Lipases sdo enzimas que atuam sobre lipideos, catalizando diversas reacdes quimicas
que estas moléculas possam sofrer. Sdo classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil-
hidrolases, EC 3.1.1.3) e atuam na hidrdlise de triacilgliceréis formando dcidos graxos livres e
glicerol. As lipases t€ém sido definidas como carboxilesterases, que hidrolisam acilglicerdis
com 4cidos graxos de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com mais de dez dtomos de
carbono, enquanto que as enzimas que hidrolisam acilglicer6is compostos de acidos graxos de
cadeia curta (menos de dez atomos de carbono) sdo reconhecidas como esterases-carboxil
éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3 (CASTRO-OCHOA et al., 2005).

Apresentam considerdvel importancia fisiolégica e comercial, constituindo um dos
mais importantes grupos de biocatalisadores com aplicacdo biotecnoldgica, utilizadas na
sintese de biopolimeros e biodiesel, producdo de produtos farmacé€uticos e agro-quimicos
(JAEGER; EGGERT, 2002; REIS et al., 2009). A maioria das lipases comerciais é de origem
microbiana (destacando-se alguns fungos filamentosos) pelo baixo custo de extragdo,
estabilidade térmica e de pH, especificidade de substratos e atividade em solventes organicos
(SAXENA et al., 2003). Em humanos, t€ém sido sugeridas como medicamentos potentes para
o tratamento da obesidade e outras doencas em fun¢do da sua atividade moduladora (PARK,
2001).

Além das diversas possibilidades de aplicacdo industrial e importancia fisiologica, é
crescente a evidéncia de que as lipases sdo importantes fatores de viruléncia microbiana,
estando envolvidas nos processos de infeccao de bactérias (LU et al., 2009), fungos (STEHR
et al., 2004) e do fungo entomopatogénico M. anisopliae (SILVA et al., 2005; SILVA et al.,
2009).
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Lipideos esterificados formados a partir de dlcoois e dcidos graxos sdo os principais
substratos para a ac¢do das lipases e podem variar muito em sua composi¢do, podendo ser
mono, di ou triacilglicer6is ou ainda moléculas lineares, ciclicas ou alifaticas. Os produtos
gerados a partir desta acdo podem desencadear processos fisioldégicos importantes, seja em
reacoes enddgenas, em relagdes ecoldgicas ou deletérias, como no caso de infeccoes
microbianas. Em insetos, os lipideos sao liberados na hemolinfa sob a forma de diacilglicerol
(DAG) pela lipase e transportados para os musculos de véo por lipoproteinas (lipoforina). Nos
musculos de voo, o DAG ¢ hidrolisado e os acidos graxos liberados e oxidados para fornecer
energia (RYAN; VAN DER HORST, 2000). Em carrapatos, Fahmy et al., (2004) sugeriram
que enzimas lipoliticas (esterases e lipases) possam desempenhar um papel central na
interconversao de lipovitelinas durante a embriogénese de H. dromedarii.

Numerosos métodos podem ser usados para medir a atividade hidrolitica bem como
para detecc¢ao das lipases, dentre eles, podemos citar titrimetria, espectroscopia (fotometria,
fluorimetria, infra-vermelho), cromatografia, radioatividade, tensiometria interfacial,
turbidimetria, condutimetria, imunoquimica e microscopia (BEISSON, et al., 2000).
Convencionalmente, a atividade lipasica é determinada por métodos colorimétricos a partir da
hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) em meio aquoso contendo como surfactantes a
goma ardbica e o Triton X-100. A formacdo do p-nitrofenol (produto da hidrélise), que
apresenta coloracdo amarela, é quantificada em espectrofotometro a 410 nm (WINKLER;
STUCKMANN, 1979).

O método colorimétrico baseado na reacdo entre o &4cido 5,5°ditiobis (2-nitro-
benzdico) (DTNB) e o produto da hidrélise de 2,3-dimercapto-1-propanol tributirato
(DMPTB) foi descrito por Kurooka et al., (1977) e posteriormente modificado para a
determinacdo da especificidade posicional de lipases ndo especificas e 1,3 especificas
(FARIAS et al., 1997). Recentemente, este método foi otimizado por Choi et al., (2003) para
o formato de microplacas, possibilitando a determinacdo simultinea da atividade lipasica de
muitas amostras, além de apresentar outras vantagens como ser mais simples e mais sensivel
que o método convencional titrimétrico. Segundo Beisson et al., (2000) ndao existe nenhum
método unico e universal para determinar a atividade da lipase, haja visto que existem
diferentes técnicas. Portanto, a escolha de um determinado método dependerd dos
requerimentos especificos de cada usudrio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao dos Experimentos

Os bioensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Controle Microbiano de
Artropodes de Importancia Veterinaria (LCM) localizado na Estacdo para Pesquisas
Parasitolégicas W. O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A eletroforese bidimensional foi
realizada no Laboratério de Microbiologia Molecular e Protedmica (LAMMP), Departamento
de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As
andlises protedmicas foram realizadas na Unidade de Espectrometria de Massas e Protedmica
(UEMP) do Instituto de Bioquimica Médica (IBqM), UFRJ e no Laboratério de Toxinologia e
Proteoma da FIOCRUZ. As corridas de CLAE foram realizadas no laboratério de Bioquimica
de Insetos, do IBqM, UFRIJ.

3.2 Obtencao de Carrapatos

Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus foram coletadas de bovinos sem
contato recente com carrapaticidas quimicos (no minimo 30 dias) e mantidas em temperatura
de 27 = 1 °C e umidade relativa (UR) = 80% no LCM para realizagdo de postura. No 10° dia
de postura, aliquotas de 300 mg de ovos foram colocadas em seringas de pléstico, cujas
extremidades foram cortadas e vedadas com uma rolha de algodao hidréfilo e mantidas nas
condi¢Oes de temperatura e umidade descritas acima. As larvas provenientes dessas aliquotas
foram utilizadas para a infestacdo de bezerros estabulados. Apds 21 dias, fémeas ingurgitadas
foram coletadas do piso das baias e levadas ao laboratério para assepsia da cuticula com
solucdo de hipoclorito de sodio a 1%.

3.3 Obtencao e Manutencao dos Fungos

Os isolados dos fungos entomopatogénicos utilizados nos experimentos foram Ma 959
de Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) e Bb 986 de Beauveria bassiana, cedidos pelo
Departamento de Entomologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz/USP. O
isolado DOA-23 do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum foi cedido pela Micoteca da
BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa. A origem dos isolados fingicos e seus
hospedeiros/substrato estio relatados na tabela 1.

Os isolados fungicos foram cultivados em meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA)
e incubados a 25 + 1 °C e UR > 80% durante 15 dias. Decorrido esse periodo, as placas foram
armazenadas em refrigerador sob temperatura de 5 °C até a realizacdo dos bioensaios.
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Tabela 1. Isolados dos fungos utilizados nos bioensaios com fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus, suas respectivas espécies, hospedeiros, origens e ano de
recebimento da cultura na ESALQ e na UFV.

Isolado Espécie Hospedeiro Origem

Ma 959 Metarhizium Deois flavopicta Rio de Janeiro-RJ

anisopliae s.1.* (Homoptera: Cercopidae)

Bb 986 Beauveria bassiana  Rhipicephalus microplus Piracicaba-SP
(Acari: Ixodidae)
DOA 23 Fusarium Gossypium hirsutum Chapadiao do Sul-MS
oxysporum (Malvales: Malvaceae)

* sensu lato

3.4 Preparo das Suspensdes Fungicas

Para realizacdo das suspensdes fungicas, a superficie das coldnias foi raspada com
auxilio de um cabo e lamina de bisturi para retirada dos conidios, que foram adicionados a 30
mL de 4gua destilada estéril e Tween 80 0,1% (LUZ et al., 1998). As suspensdes foram
homogeneizadas e filtradas em gaze estéril para remocao de pequenos pedagcos de meio de
cultura. Uma amostra de cada suspensdo foi colocada em Camara de Neubauer e examinada
sob microscépio Optico para a quantificacdo dos conidios segundo Alves (1998). As
suspensoes flingicas foram ajustadas a concentracdo 10® conidios mL™".

3.5 Viabilidade dos Conidios

Uma aliquota de 10 pL da suspensdo 10® conidios mL™ dos isolados de M. anisopliae
s.l, B. bassiana e F. oxysporum foi transferida para placas de Petri contendo BDA e
cloranfenicol 0,5% e incubadas a 25 £ 1°C e UR > 80% durante 24 horas para observagao da
viabilidade dos conidios. O cdlculo do percentual de germinagcdo dos conidios foi realizado
segundo ALVES (1998).

3.6 Delineamento Experimental

As fémeas ingurgitadas foram submetidas a dois tratamentos: imersao ou inoculacao.
Para realizacdo dos experimentos, cada grupo foi formado por 90 fémeas ingurgitadas. Além
da quantidade de fémeas ingurgitadas, os grupos foram homogeneizados quanto ao peso.

3.6.1 Tratamento por imersao

No tratamento por imersao (IME), cada grupo de fémeas ingurgitadas foi imerso em
20 mL da suspensdo conidial durante trés minutos. Decorrido este periodo, cada grupo de
fémeas ingurgitadas foi colocado em uma peneira estéril para remocdo do excesso da
suspensao conidial. Em seguida, as fémeas do mesmo grupo foram mantidas em placa de Petri
(150 mm x ) e incubadas a 25 £ 1 °C e UR > 80% até a coleta da hemolinfa. Para cada fungo
dois grupos foram formados, sendo um grupo destinado a cada tempo de coleta (24 h e 48 h
apods o tratamento por imersao). O grupo controle (CTR) foi imerso somente em suspensao de
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agua destilada estéril e Tween 80 0,1%, e assim como no tratamento com os fungos, foram
formados dois grupos, sendo um grupo para cada tempo de coleta.

3.6.2 Tratamento por inoculacio

No tratamento por inoculacdo, as fémeas ingurgitadas foram inoculadas com 5 pL da
suspensdo fungica. Foram formados dois grupos controles: o grupo controle que recebeu
como indculo a solugdo de 4gua destilada estéril e Tween 80 0,1% (denominado de grupo
H,0) e o grupo controle que recebeu apenas a injuria da picada da agulha, sem qualquer
in6culo (denominado de grupo PICADO). A suspensdo conidial ou suspensdo controle foi
inoculada na hemocele da fémea ingurgitada no forame localizado entre o capitulo e o escudo
dorsal, com auxilio de microscopio estereoscopico, e utilizando-se seringa Hamilton®
(JOHNS et al., 1998).

3.7 Coleta da Hemolinfa

Ap6s o tratamento, as fémeas ingurgitadas foram incubadas a 27 + 1°C e UR > 80%
até a coleta da hemolinfa. Para a coleta da hemolinfa, a superficie dorsal da cuticula das
fémeas ingurgitadas foi perfurada com auxilio de agulha de insulina 0,3 mm. Com uma suave
pressdo sobre o corpo do carrapato, a hemolinfa foi coletada com um capilar de vidro 0,3 mm
acoplado a uma borracha flexivel, que apresentava uma ponteira estéril em sua outra
extremidade (Figura 2).

As amostras de hemolinfa foram colocadas em microtubos contendo 30 uL de
coquetel de inibidores de protease (Inhibit® Sigma-Aldrich) e 82 uL de tampao salina (NaCl
1,5 M, EDTA 50 mM) acrescido de feniltiuréia e mantidas no gelo durante toda a coleta.
Apds a coleta, a hemolinfa foi centrifugada a 5040 x g durante 10 minutos a 4 °C. Os
hemdcitos foram separados do plasma e resuspensos em tampao fosfato (KCl 2,7 mM;
KH,PO, 1,47 mM; NaCl 136,89 mM; Na,HPO, 8,1 mM pH 7,2) (GONDIM et al., 1989). O
plasma da hemolinfa e os hemdcitos foram mantidos a -80°C. As coletas foram realizadas 24
h e 48 h ap6s o tratamento. A identificacdo dos grupos foi estabelecida conforme demonstrado
na tabela 2. Amostras de hemolinfa contaminadas com sangue oriundo do extravazamento do
conteddo intestinal ou com alteragao na coloragdo foram descartadas.

Figura 2. Material utilizado na coleta da hemolinfa. A: fémea
ingurgitada de Rhipicephalus microplus; B: seringa ultrafine
BD® utilizada para perfuracdo da cuticula; C: capilar de vidro
acoplado a uma borracha flexivel utilizado na coleta da
hemolinfa.
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Tabela 2. Identificacdo dos grupos de f€meas ingurgitadas estabelecidos nos
tratamentos por imersao ou inoculagao.

Siglas

Descrigdo dos grupos

CTR 24 e CTR 48

Ma IME 24 e Ma IME 48

Bb IME 24 e Bb IME 48

Fo IME 24 e Fo IME 48

Picado 24 e Picado 48

H20 24 e H20 48

Ma INO 24 e Ma INO 48

Bb INO 24 ¢ Bb INO 48

Fo INO 24 Fo INO 48

Grupo controle de fémeas ingurgitadas que nio recebeu
qualquer tratamento. Coletas realizadas 24 horas (h) e 48
h apés o desprendimento natural do hospedeiro.

Grupo de fémeas ingurgitadas tratadas por imersao em
suspensao conidial de Metarhizium anisopliae s.1.
Coletas realizadas 24 h e 48 h apds o tratamento,
respectivamente.

Grupo de fémeas ingurgitadas tratadas por imersdo em
suspensdo conidial de Beauveria bassiana. Coletas
realizadas 24 h e 48 h apds o tratamento,
respectivamente.

Grupo de fémeas ingurgitadas tratadas por imersdo em
suspensdo conidial de Fusarium oxysporum. Coletas
realizadas 24 h e 48 h apdés o tratamento,
respectivamente.

Grupo controle de fémeas ingurgitadas que recebeu
somente a injuria da picada da agulha como tratamento.
Coletas realizadas 24 h e 48 h apdés o tratamento,
respectivamente.

Grupo controle de fémeas ingurgitadas inoculadas com
dgua destilada estéril e Tween 80 0,1%. Coletas
realizadas 24 h e 48 h apdés o tratamento,
respectivamente.

Grupo de fémeas ingurgitadas inoculadas com suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.. Coletas
realizadas 24 h e 48 h apdés o tratamento,
respectivamente.

Grupo de fémeas ingurgitadas inoculadas com suspensao
conidial de Beauveria bassiana. Coletas realizadas 24 h
e 48 h apds o tratamento, respectivamente.

Grupo de fémeas ingurgitadas inoculadas com suspensao
conidial de Fusarium oxysporum. Coletas realizadas 24 h
e 48 h apds o tratamento, respectivamente.
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3.8 Disseccao dos Corpos Gordurosos

Para obtencdo dos corpos gordurosos periféricos, as fémeas ingurgitadas foram
dissecadas em tampdo fosfato pH 7,2 a 4 °C, sob microscopio estereoscOpico. Apds as
dissecgdes, os corpos gordurosos de cada grupo foram mantidos em criotubos e em seguida
armazenados a -196 °C. As disseccdes foram realizadas 24 h e 48 h apds o tratamento.

Os corpos gordurosos foram macerados em tampao fosfato pH 7,2 a 4 °C,
centrifugados a 5040 x g durante 20 minutos e o infranatante foi separado e submetido as
andlises.

Somente as fémeas ingurgitadas submetidas ao tratamento por inoculagdo com
suspensoes conidiais de M. anisopliae s.l., B. bassiana e F. oxysporum foram dissecadas.
Além dos grupos inoculados com fungos, foram formados dois grupos controle: um grupo que
ndo sofreu a injuria da inocula¢do (denominado CTR) e o outro grupo inoculado somente com
dgua destilada estéril e Tween 80 0,1% (denominado H20). Para cada tratamento, dois grupos
foram formados, sendo um para cada tempo de dissec¢do, e cada grupo continha 10 fémeas
ingurgitadas com peso homogéneo.

3.9 Reisolamento dos Fungos apés Bioensaios

Uma amostra de fémeas ingurgitadas de cada tratamento foi colocada em camara
umida para propiciar o crescimento fuingico sobre suas cuticulas. Apds sete dias, as colOnias
fungicas que cresceram sobre a cuticula dos cadaveres das fémeas foram semeadas em meio
de cultura BDA acrescido de cloranfenicol (0,05%) e incubadas a 25 + 1°C e UR > 80%
durante 15 dias. Decorrido esse periodo, foi realizada a avaliagdo das caracteristicas
micromorfoldgicas através da utilizacdo da técnica de microcultivo entre Idmina e laminula
(RIVALIER; SEYDEL, 1932). As placas com as culturas foram mantidas sob as mesmas
condi¢des de temperatura e umidade durante 14 dias. Decorrido esse periodo, foram
confeccionadas laminas temporérias coradas em Lactofenol de Amman com azul de algodao
(HAWKSWORTH, 1977) para a identifica¢do dos fungos.

3.10 Dosagem de Proteinas

Para as dosagens de proteina total do plasma da hemolinfa, dos hemdcitos e dos
corpos gordurosos foi utilizado o método de Lowry modificado (MARKWELL et al., 1978),
usando albumina sérica bovina (BSA) (Merck®) como padrao (Anexo A).

3.11 Quantificacao de Hemocitos

Ap6s a resuspensdo dos hemocitos em 50 pLL de tampao fosfato pH 7,2 foi realizada a
contagem total dos mesmos com auxilio de Camara de Neubauer sob microscépio éptico
segundo Alves (1998).

3.12 Analise Estatistica

Para andlise dos dados referentes a quantidade de proteina total e nimero de
hemdcitos foi realizada andlise de variancia seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls
(SNK) para comparacdo entre as médias em um nivel de significincia de 5% (p<0,05). Os
grupos foram comparados em cada tempo de coleta.
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3.13 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)
3.13.1 Sob condicoes desnaturantes

Amostras do plasma da hemolinfa, dos hemdcitos e do corpo gorduroso foram
analisadas através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de so6dio (SDS), de acordo com Laemmli (1970). Nos géis com tamanho de 15 cm x
20 cm foram aplicados 100 pg de proteina total da amostra, enquanto que nos mini-géis (10
cm x 8 cm) foram aplicados 30 pug de proteina total da amostra. O plasma da hemolinfa foi
analisado em SDS-PAGE 10% e 15%, enquanto os hemdcitos e corpo gorduroso foram
analisados em SDS-PAGE 12% e SDS-PAGE 10%, respectivamente.

O padrao de peso molecular utilizado inclui as seguintes proteinas: miosina (198,844
Da), B-galactosidase (115,7 Da), albumina sérica bovina (96,743 Da), ovalbumina (53,541
Da), anidrase carbonica (37,134 Da), inibidor de tripsina (29,134 Da), lisozima (19,540 Da) e
aprotinina (6,905 Da) (Bio-Rad®).

3.13.2 Sob condicoes nativas

Para eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes ndo desnaturantes foi
utilizado o sistema de tampoes descontinuos de Davis (1964).

3.13.3. Corrida eletroforética

No gel de empacotamento 5% (Anexo B), as amostras foram submetidas a corrente de 80
V, 25 mA e 20 W. Quando o padrdo de peso molecular se encontrou no limite entre o gel de
empacotamento e o gel de corrida (Anexo C), a corrida foi realizada sob corrente de 100 V, 30
mA e 20 W.

3.13.4 Coloracao dos géis

Os géis foram corados por “Coomassie Brilliant Blue R” (Coomassie Blue R-250
0,25%, metanol 45%, agua destilada 45% e acido acético 10%) e descorados em dgua e etanol
10% ou corados com nitrato de Prata (Anexo D). Os géis submetidos as anélises protedmicas
foram corados com Coomassie Blue Coloidal (Coomassie Blue G-250 0,1%, metanol 20%,
sulfato de amonio 10% e éacido fosférico 0,014%) e descorados apenas com 4gua destilada.

3.14 Analise Proteomica (gel 1D)
3.14.1 Digestao com tripsina

Ap6s a coloragdo dos géis com Coomassie coloidal, as bandas de interesse foram
excisadas com lamina de bisturi e colocadas em microtubos (Axygen®). As bandas foram
lavadas (3 vezes) com 200 uL de bicarbonato de amoénio 25mM (NH4HCO;3;) em 50% de
acetonitrila (ACN) pH 8,0 e agitadas em vortex durante 10 minutos. O excesso de solucao foi
retirado ao final de cada lavagem. Foi adicionado ditiotreitol (DTT) 10 mM
(aproximadamente 50 uL ou o volume suficiente para cobrir toda a superficie do gel) e em
seguida, os microtubos foram incubados a 56 °C durante 1 h. A soluc¢do foi retirada e as
bandas dos géis lavadas com NH4sHCO3 25 mM (+ 200 pL). A solucido foi retirada e as bandas
foram alquiladas com 50 puL de iodoacetamida 55 mM. As amostras foram incubadas no
escuro, em temperatura ambiente, durante 30 min. Apds esse periodo, a solugdo foi retirada e
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as bandas lavadas com NH4sHCO3 25 mM. A desidratacao das bandas de gel foi realizada com
100 uL de ACN 100% durante 5 min. A ACN foi retirada e a digestdo do gel realizada com
uma solugdo de tripsina (Promega®) preparada no gelo (15 pug/mL de tripsina diluida em
NH4HCO3 25 mM). As bandas de gel foram reidratadas com 15 pL da solucdo de tripsina e os
microtubos mantidos a 4°C durante 10 min. Decorrido esse periodo, foi adicionado NH;HCOs
25 mM (x 50 uL ou o volume suficiente para cobrir toda a banda do gel) e os microtubos
foram incubados a 37 °C durante 20 h.

Para a etapa de extracdo de peptideos, o conteido do tubo (liquido + banda de gel) foi
transferido para um novo tubo, constituindo assim a primeira extra¢do de peptideos. A esse
conteddo foi adicionado 50 uL de ACN 50% e TFA 5% e agitado suavemente durante 30
min. O liquido foi retirado (segunda extracdo) e adicionado a solucdo da primeira extragdo.
Foi realizada a terceira extracdo de peptideos, como descrito anteriormente. A solugdo
resultante das trés extracdes teve o volume reduzido a 5 uL em um concentrador a vacuo
(speed vac). Os peptideos resultantes foram analisados por espectrometria de massas.

3.14.2 Espectrometria de massas — ESI-Q-TOF

Os peptideos oriundos da hidrélise do gel (SDS-PAGE 12% de hemdcitos) foram
colocadas no Sistema Waters® nanoACQUITY UPLC® (Waters, Miliford, MA) através da
coluna Waters Opti-Pak C18 acoplada ao Q-Tof MICRO® (Waters, Miliford, MA), instalado
na UEMP-CCS, UFRJ. Os peptideos gerados a partir da hidrélise foram fracionados por
cromatografia liquida conjugada a um espectrometro de massas com ionizagdo por spray de
elétrons (ESI-Q-TOF). O volume de injecao da amostra foi de 10 uL na coluna nanoEase C18
150 mm X 75 pm (Waters, Miliford, MA) com eluicdo de 0,6 uL/min e um gradiente linear
10-50% ACN com 4cido férmico a 0,1%. A voltagem do ESI foi de 3,5 kV com auxilio de
uma agulha metdlica. A temperatura da fonte foi 80 °C e a voltagem do cone de 100 V. O
controle do instrumento e a aquisi¢cdo de dados foram conduzidos pelo programa MassLynx
(versao 4.0, Waters) e os experimentos realizados com varredura de razdo massa-carga (m/z)
de 200 a 2000 usando um tempo de varredura de 1 s durante todo o processo de
cromatografia. Um ndmero maximo de 3 fons com cargas +2, +3 e +4 foram selecionadas
para MS/MS a partir de um tinico MS. Massas adicionais de Na" e K* foram automaticamente
excluidas. O espectro MS/MS foi obtido da dissociagdo induzida por colisdo (CID) usando o
argoénio como gés de colisdo a uma pressao de 13 psi. A voltagem de colisdo variou entre 18 e
45 V dependendo da massa do precursor. O fon de referéncia usado foi o ion monocarregado
de m/z 588,8692 do acido fosférico. A massa MS/MS exata foi obtida automaticamente
usando o Q-Tof™s LockSprayTM (Waters, Miliford, MA, USA).

3.15 Eletroforese Bidimensional
3.15.1 Primeira dimensao- Isoeletrofocalizacao (IEF)

A isoeletrofocalizac¢do das proteinas foi realizada em equipamento Protean® IEF Cell
(Bio-rad®) e conduzida em tiras IPG. A faixa de pH utilizada foi pH 3 — 10 linear em tiras de
7 cm. Previamente a isoeletrofocaliza¢do, as amostras contendo 100 pg de proteina total
foram secas em um concentrador e ressuspensas em 125 pL de solucao de re-hidratacdo (uréia
8M, CHAPS 2%, anfélitos 0,2%, DTT 50 mM e azul de bromofenol 0,001%) (Bio-rad®).
Somente as amostras do plasma da hemolinfa dos grupos tratados pelo método de inoculacdo
foram analisadas pela eletroforese bidimensional.

As amostras foram aplicadas no suporte e em seguida a fita protetora das tiras foi

removida. As tiras foram posicionadas na cuba de IEF com o gel voltado para baixo.
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Posteriormente, as tiras foram cobertas com 1 mL de 6leo mineral (Bio-rad®) e a re-
hidratacdo realizada a 20°C durante 12 horas. A IEF foi iniciada logo apds o término da re-
hidratacdo, de acordo com as etapas descritas na tabela 3.

Tabela 3. Protocolo de isoeletrofocalizagdo no Protean® IEF Cell (Bio-rad®) para tiras IPG 7

cm*.
Intervalo de Etapas Voltagem (V) Tempo (h:min.)
pH (E)
Re-hidratacao 50V 12h
El 200V l1h
E2 500V l1h
310 E3 1000 V l1h
) E4 3000 V 30 min
ES 3500 — 14000 V  Indeterminado (até atingir a voltagem
maxima)
Hold step 200 V Indeterminado (até que o equipamento
seja desligado)

*Baseado na recomendac¢do da Bio-rad®.

3.15.2 Segunda dimensao - SDS-PAGE

Ap6s a IEF, as tiras foram retiradas da cuba de IEF, o excesso de 6leo mineral
removido e a etapa de equilibrio iniciada. As tiras foram colocadas na placa de incubacido com
o gel voltado para cima e imediatamente foram imersas em 1,5 mL do tampao de equilibrio I
(Tabela 4) (Bio-rad®). A placa de incubagdo foi mantida sob agitagdao branda por 10 min. Em
seguida, o excesso de tampao foi removido e as tiras incubadas em tampao de equilibrio II
(Tabela 5) (Bio-rad®) por 10 min, sob agitacao branda. O excesso de tampao foi retirado e as
tiras foram lavadas trés vezes em tampao de corrida Tris-Glicina-SDS 1x (Tris 24,7 mM;
Glicina 192 mM, pH 8,3).

Tabela 4. Solucdo tampao de equilibrio I com SDS (Bio-rad®) para incubacao das tiras IPG
utilizadas na isoeletrofocalizacdo de proteinas (primeira dimensdo do 2D-PAGE).

Componentes Quantidade
Uréia 6 M
SDS 2 %
Tris-HCI pH 8,8 0,375 M
Glicerol 20 %
DTT 130 mM
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Tabela 5. Solucdo tampao de equilibrio I com SDS (Bio-rad®) para incubagdo das tiras IPG
utilizadas na isoeletrofocalizacdo de proteinas (primeira dimensao do 2D-PAGE).

Componentes Concentragao
Uréia 6 M
SDS 2%
Tris-HCI pH 8,8 0,375 M
Glicerol 20 %
Iodoacetamida 135 mM

A segunda dimensdo foi conduzida na cuba Mini Protean 1I (Bio-rad®). Cada tira foi
posicionada sobre um gel de separagdo (SDS-PAGE 15%, 10 cm x 8 cm), realizado de acordo
com Laemmli (1970). O padrdao de peso molecular (Bio-rad®) foi aplicado em uma tira de
papel filtro, posicionada na extremidade esquerda do gel. O espago vazio foi preenchido com
0,5% de agarose morna e apds a solidificacdo, a corrida foi iniciada mantendo-se a voltagem
constante (200 V). Terminada a corrida eletroforética, os géis foram corados com solucdo de
Coomassie coloidal overnight. O gel foi descorado com d4gua destilada a temperatura
ambiente. A digitalizacdo das imagens foi realizada em LabScan (versio 3, Amersham
Biosciences®), Labscanner Software e o scanner utilizado foi Image Scanner (versdo 2,
Amersham Pharmacia Biotech®, UK).

3.16 Analise Proteomica (gel 2D)
3.16.1 Digestao com tripsina

Os spots escolhidos foram excisados do gel de SDS-PAGE e foram transferidos
separadamente para microtubos. Para descorar os spots, foram realizadas 3 lavagens (30 min
cada) com 400 pL de solucio NH4CO; 25mM pH 8,8 em 50% ACN. Os spots foram
desidratados por 5 minutos com 200 uL. de ACN 100% e secos em um liofilizador. Foram
adicionados 30 uL de solucao de re-hidratacdo e digestdao contendo NH4CO3 50 mM e 15 pg
de tripsina (Promega®), por 20 horas a 37 °C.

Ap6s a digestdo por tripsina, os peptideos foram extraidos do gel pela adi¢do de 30 uL.
de solug@o contendo TFA 5% e ACN 50% por 30 min, com agitacdo, e foram analisados por
espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF).

3.17 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As amostras de plasma da hemolinfa foram filtradas em membrana com filtro de 100
kDa (HI00KDa) (Amicon®) e o filtrado analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e por SDS-PAGE 15%. A hemolinfa filtrada na membrana H100KDa foi filtrada em
membrana com filtro de 10 kDa (H10KDa) (Amicon®), de acordo com as orientagcdes do
fabricante.

Amostras de hemolinfa oriundas das filtragdes em membranas H100KDa e H10KDa
foram aplicadas em uma coluna analitica C18 fase reversa (Shimadzu CLC-ODS (M), 100A,
Smm, 4,6 X 250mm), previamente equilibrada com dgua e ACN 90%, acoplada a um sistema

26



de CLAE (Shimadzu modelo LC-10A). A eluicdo foi realizada em um gradiente linear de O-
90% de ACN durante 60 min em um fluxo de 0,6mL/min. O volume de amostra injetado no
cromatégrafo variou de acordo com o grupo de tratamento.

Amostras da hemolinfa coleta 48 horas apds o tratamento por imersao foram aplicadas
na coluna de gelfiltracdo (Superose 6HR 10/300 GL, GE Healthcare®) previamente
equilibrada em tampao fosfato pH 7,2 a um fluxo de 0,5 mL/min durante 60 minutos. O pico
da gelfiltracdo com maior absorbancia foi aplicado na coluna C18 conforme descrito acima. O
efluente de ambas as colunas foram monitorados com as absorbancias de 220 nm e 280 nm.

3.18 Atividade Antimicrobiana do Plasma da Hemolinfa
3.18.1 Teste de difusao em meio s6lido — antibiograma

As bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e Escherichia coli (gram-
negativa) foram cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia Veterindria, Instituto de
Veterinaria, UFRR]J.

As bactérias foram cultivadas em caldo Infuso de Cérebro e Coragao (BHI) e mantidas
em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 h. As suspensdes bacterianas contendo 10° UEC de S.
aureus ou E. coli foram semeadas homogeneamente com swab estéril em placas de Petri
contendo meio de cultura dgar BHI.

Para realizacdo do teste de difusdo em meio sélido, discos de papel filtro estéreis, com
6 mm de diametro, foram colocados sobre o meio de cultura para que as amostras de plasma
da hemolinfa pudessem ter sua atividade antimicrobiana avaliada. Cada placa continha trés
discos de papel filtro. Em cada disco foram inoculados 4 uLL da amostra. Foram utilizadas
duas placas para cada amostra. As placas foram incubadas a 37 °C para posterior visualizacado
de formacdo do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano, adaptando-se do descrito por
Hunt (1986). As observagdes foram realizadas com 24 h e 48 h apds a semeadura das
bactérias em meio de cultura.

Além das amostras do plasma de hemolinfa coletadas 24 h e 48 h apds os tratamentos
com os fungos, foram utilizadas amostras de hemolinfa coletadas 6 h apds tratamento por
imersdo ou inoculagdo.

3.18.2 Teste de difusao em meio sélido - antifungigrama

Para avaliac@o da inibi¢@o ou redu¢do do crescimento fungico, suspensdes conidiais na
concentracdo 1 x 10° conidios mL™" de M. anisopliae s.1., B. bassiana ou F. oxysporum foram
semeadas homogeneamente com swab estéril em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA acrescido de cloranfenicol (0,05%). Discos de papel filtro estéreis (6 mm) foram
previamente imersos em cloranfenicol (500 mg/L), autoclavados (120 °C por 20 min) e secos
em forno Pasteur a 100 °C para posterior aplicagdo das amostras. Foram utilizados 4 pL da
amostra por disco. Para cada amostra foram utilizadas duas placas de Petri, onde cada placa
continha trés discos; logo foram realizadas 6 repeti¢des por amostra. As placas de Petri foram
incubadas a 25 £ 1 °C e UR = 80% e as observacdes realizadas 24 h, 48 h e 72 h apds
realizagdo do bioensaio para verificar a formagao de halo ou zona de inibicdo ou redugao
fingica, adaptando-se do descrito por Hunt 1986.

A atividade antifingica das amostras de hemolinfa foi testada com o respectivo fungo
utilizado no tratamento das fémeas ingurgitadas, ou seja, a amostra de hemolinfa coletada de
fémeas ingurgitadas infectadas com M. anisopliae s.1. foi testada apenas contra M. anisopliae
s.l. O mesmo foi realizado para os fungos B. bassiana e F. oxysporum. As amostras de
hemolinfa dos grupos controle positivo e negativo foram testadas contra os trés fungos.
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As amostras de plasma da hemolinfa que exibiram atividade antimicrobiana foram
analisadas por CLAE utilizando a coluna Superose, como descrito no item 3.13. As fracdes
coletadas desta gelfiltracao foram aplicadas na C18, utilizando a metodologia descrita no item
3.13. Posteriormente, as fracdes coletadas da coluna C18 foram completamente secas em
evaporador, resuspensas em 100 uL de 4dgua para CLAE e monitoradas quanto a atividade
antimicrobiana. A atividade antimicrobiana destas frag¢des foi testada contra o fungo utilizado
no tratamento das fémeas ingurgitadas e contra o fungo leveduriforme Candida albicans,
conforme metodologia descrita acima.

A cepa de C. albicans, cedida pelo Laboratério de Micologia da UFRRIJ, foi cultivada
em caldo BHI e a quantificacdo da suspensdo realizada em camara de Neubauer, segundo
Alves (1998). A suspensdo contendo 1 X 107 células/mL foi espalhada homogeneamente com
swab estéril em placas de Petri contendo meio de cultura BDA acrescido de 1% de extrato de
levedura. A avaliagdo da formacdo de halo de inibi¢do foi realizada 24 h, 48 h e 72 h apoés a
semeadura do fungo no meio de cultura.

3.19 Analise Proteomica das Fracoes com Atividade Antimicrobiana
3.19.1 Espectrometria de massas - MALDI-TOF

As fragdes coletadas da coluna C18 que apresentaram atividade antimicrobiana foram
completamente secas em evaporador e resuspensas em 10 uL. de TFA 0,1%. Em seguida, 1
pL da amostra foi adicionado a 1 uL de solucdo saturada (matriz) de dcido alfa-ciano-4-
hidroxicinaminico em ACN 50%/TFA 0,3%. O volume de 1 pL desta mistura foi aplicado
diretamente na placa do Maldi, mantida em temperatura ambiente para secar e em seguida
analisada no espectrometro. As amostras foram analisadas manualmente nos modos linear
(1.000 a 20.000 Da) e refletido (900 a 5000 Da) (voltagem 20 kV, 1000 tiros por espectro). A
calibracdo externa foi realizada com uma mistura de peptideos Sequazyme Standard kit
(Applied Biosystems®).

3.20 Busca no Banco de Dados

Os dados obtidos pela anédlise do MALDI-TOF foram processados no programa Data
Explorer (versdao 4.4, Applied Biosystems®) e os dados provenientes do ESI-Q-TOF foram
processados no programa ProteinLynx Global Server (versdo 2.0, Waters®) com auxilio do
programa online MASCOT (www.matrixscience.com). Uma tolerancia inicial de + 0,1 Da
para foi empregada na andlise do ESI-Q-TOF. As cisteinas foram consideradas carbamido-
metiladas, além da oxidacao por metionina.

3.21 Extracao de Lipideos

A extracdo dos lipideos associados a hemolinfa e aos hemdcitos foi realizada com
cloroférmio: metanol: dgua (1: 2: 0,8) (v/v) de acordo com o método descrito por Bligh e
Dyer (1959). Para tal extragdo, o volume de hemolinfa e hemdcitos de cada amostra
correspondente a 300 ug de proteina total foi colocado em um tubo de extrag¢do e adicionado
agua destilada até completar o volume de 800 uL. Em seguida, foi adicionado 2 mL de
metanol e 1 mL de cloroférmio. Os tubos foram agitados em vortex, de cinco em cinco
minutos, durante 1 h. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados 3000 rpm por 10 min
(centrifuga clinica). O sobrenadante foi transferido para outro tubo de extracdo, no qual foi
adicionado 1 mL de 4gua e 1 mL de cloroférmio. Os tubos foram novamente centrifugados
(3000 rpm/10 min) e a fase orgénica (parte inferior do tubo) retirada com o auxilio de uma
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pipeta Pasteur e transferida para outro tubo de extracdo. A fase organica foi seca por arraste
de Nitrogénio e armazenada a -20°C para posterior andlise.

A extracdo dos lipideos do corpo gorduroso foi realizada de acordo com a metodologia
descrita acima, porém todo o infranatante resultante da homogeneizacdo dos 10 corpos
gordurosos foi utilizado para extracdo. A densitometria dos lipideos foi normalizada em
funcdo da quantidade de proteina total contida no volume utilizado para extragdo de cada
amostra.

3.21 Analises dos Lipideos

Os lipideos extraidos das amostras do plasma da hemolinfa e do corpo gorduroso
foram analisados por cromatografia em camada delgada unidimensional em placas de silica
gel (Merck®) enquanto que os lipideos das amostras de hemdcitos foram analisados por
cromatografia em camada delgada de alta performance (Merck®). Os lipideos foram
reconstituidos em 30 puL de cloroférmio para aplicacdo das amostras nas placas de silica. Os
fosfolipideos foram separados utilizando uma mistura de solventes: acetona: metanol: acido
acético: cloroférmio: dgua (15:13:12:40:8, v/v) (HORWITZ; PERLMAN, 1987) enquanto os
lipideos neutros foram separados apds a corrida das placas de silica gel em mistura de hexano:
éter etilico: acido acético (60:40:1, v/v) (KAWOOWA; LAW, 1988). Apds a evaporacao dos
solventes, as placas de cromatografia foram pulverizadas com a solu¢do de Cherring
constituida de sulfato de cobre 10% (p/v) e acido fosférico 8% (v/v) e queimadas em forno
Pasteur a 170°C por 5-10 min (RUIZ; OCHOA, 1997). As imagens foram submetidas a
densitometria através do programa Image Master Total Lab versdo 1.11 (GE Healthcare® -
Brazil Life Sciences, Sao Paulo, SP, Brazil).

3.22 Determinacao da Atividade Lipase no Corpo Gorduroso

3.22.1 Preparo da enzima (lipase)

Os corpos gordurosos foram homogeneizados em tampao fosfato pH 7,2 utilizando-se
um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem com um pestilo de Teflon. O homogenato foi
centrifugado a 5040 x g por 20 min e o infranatante submetido as andlises. Foi realizada
dosagem de proteinas, utilizando-se o método de Lowry modificado (MARKWELL et al.,
1978) e em seguida a determinagao da atividade lipase.

3.22.2 Determinacao da atividade lipase

A atividade lipase no corpo gorduroso das fémeas ingurgitadas inoculadas com os
fungos foi determinada utilizando a metodologia descrita por Choi et al. (2003). Foram
preparadas solucdes estoques de dcido 5,5 ditiobis (2-nitro-benzédico) (DTNB) 40 mM em
isobutanol e 2,3-dimercapto-1-propanol tributirato (DMPTB) 10 mM em Triton X-100. A
mistura de reagao contendo DMPTB 0,2 mM, DTNB 0,8 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100
10% e Tris-HCI1 50 mM, pH 7,4 foi misturada sob agitacdo por 1 minuto em um volume final
de 900 pL. Foram transferidos 180 puL da mistura de reagdo para pocos de microplacas e em
seguida, adicionados 20 pL da preparacdo de enzima. A microplaca foi imediatamente
incubada a 37°C durante 15 min e a atividade determinada em leitor de ELISA (modelo
BIORAD iMARK™) a 405 nm. A leitura da absorbancia de cada amostra foi realizada em
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triplicata e todo o ensaio realizado duas vezes, em momentos distintos, ou seja, outras fémeas
ingurgitadas de R. microplus e novas suspensoes flingicas.
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade dos Conidios

Os conidios das suspensdes de M. anisopliae s.l., B. bassiana e F. oxysporum
utilizadas nos bioensaios apresentaram 100% de germinacdo ap6s 24 h de incubagdo a 25 +
1°C e UR >80%.

4.2 Reisolamento dos Fungos apés Bioensaios

Amostras de fémeas ingurgitadas dos grupos tratados com suspensdes conidiais de M.
anisopliae s.1. ou B. bassiana incubadas em camara umida apresentaram desenvolvimento de
colOnias fungicas em ambos os tratamentos (imersao ou inocula¢do).

No quarto dia apds o tratamento por imersdo, a ac¢do de ambos os fungos
entomopatogénicos foi observada, uma vez que as fémeas ja apresentavam reducdo do seu
tamanho e da postura quando comparado com o grupo controle (Figuras 3B, 3C e 3A,
respectivamente), porém nao foi observado o crescimento de M. anisopliae s.1. ou B. bassiana
sobre a cuticula das fémeas.

No oitavo dia apds o tratamento por imersao, as fémeas tratadas com M. anisopliae s.1.
ja estavam mortas e seus caddveres ja apresentavam alteracdo na coloracdo da cuticula e
completa reducdo de tamanho (Figura 3F) quando comparado com o grupo controle, porém
ndo foi observada a esporulacdo do fungo sobre a cuticula. O crescimento fingico sobre a
cuticula das fémeas somente foi observado no grupo tratado com B. bassiana (Figura 3G). As
fémeas dos grupos controle e tratadas com F. oxysporum nio apresentaram crescimento de
fungos e estavam fazendo postura (Figuras 3A e 3D).

Em relacdo ao tratamento por inocula¢do, no quarto dia ji se pode observar o
crescimento de M. anisopliae s.1. ou B. bassiana sobre a cuticula das fémeas (Figura 4C e
4D); o grupo de fémeas inoculadas com F. oxysporum nao apresentou desenvolvimento de
colonia fingica sobre a cuticula, embora todas as fémeas jd estivessem com coloracao
escurecida e moribundas (Figura 4E). No oitavo dia apds inoculagdo, as fémeas apresentavam
completo desenvolvimento de M. anisopliae s.1. ou B. bassiana sobre toda a superficie da
cuticula (Figura 4H e 41). Tais coldnias foram avaliadas quanto as suas caracteristicas macro e
micromorfolégicas e identificadas como sendo as mesmas espécies de fungos utilizadas no
bioensaio.

Amostras de fémeas ingurgitadas dos grupos controles (PICADO ou inoculado com
agua destilada estéril e Tween 80 0,1%) e inoculados com F. oxysporum nao apresentaram
desenvolvimento de coldnias fungicas (Figuras 4A, 4B, 4E, 4F, 4G, 4J).
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Figura 3. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus ap6s o tratamento por
imersdo. A-D: quarto dia apds o tratamento. A: grupo controle; B: grupo tratado com
Metarhizium anisopliae s.l.; C: grupo tratado com Beauveria bassiana; D: grupo
tratado com Fusarium oxysporum. E-H: oitavo dia apés o tratamento. E: grupo
controle; F: grupo tratado com Metarhizium anisopliae s.1.; G: grupo tratado com
Beauveria bassiana; H: grupo tratado com Fusarium oxysporum.
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Figura 4. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
apés o tratamento por inoculacio A-E: quarto dia apds o
tratamento. A: grupo picado; B: grupo inoculado com dgua
destilada estéril e Tween 80 0,1%; C: grupo inoculado com
Metarhizium anisopliae s.1.; D: grupo inoculado com Beauveria
bassiana; E: grupo inoculado com Fusarium oxysporum. F-J:
oitavo dia apds o tratamento. F: grupo picado; G: grupo
inoculado com &gua destilada estéril e Tween 80 0,1%; H:
grupo inoculado com Metarhizium anisopliae s..; 1: grupo
inoculado com Beauveria bassiana; J: grupo inoculado com
Fusarium oxysporum.
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4.3 Coleta da Hemolinfa

A coleta da hemolinfa foi bem sucedida em todos os grupos (Figura 5), com excecio
do Fo INO 48 e Ma INO 48. As fémeas inoculadas com M. anisopliae s.1. (Figura 6C) e F.
oxysporum (Figura 6E) mostram-se mais intumescidas que as fémeas dos grupos controle ou
inoculadas com B. bassiana (Figuras 6A, 6B e 6D, respectivamente). Logo, alguns dados
relacionados a estes grupos ndo foram obtidos em fun¢do da impossibilidade da coleta de
hemolinfa gerada pela destruicdo dos tecidos das fémeas de R. microplus (Figura 7) e
conseqiiente alterag@o das caracteristicas desta hemolinfa, como colorag@o e composicao.

Figura 5. Etapas da coleta de hemolinfa. A: saida da hemolinfa apds
perfuracdo da cuticula com agulha ultrafine; B: coleta da hemolinfa com
auxilio de capilar de vidro. C: hemolinfa no interior do capilar de vidro.

Figura 6. Comparacdo de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos
diferentes grupos utilizados para coleta de hemolinfa 48 horas apds o tratamento por
inoculacdo. A: controle; B: controle inoculado com dgua destilada estéril e Tween
80 0,1%; C: inoculado com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.1.; D:
Beauveria bassiana; E: Fusarium oxysporum. As fémeas representadas nas figuras C
e E mostram-se intumescidas.

Figura 7. Comparacao dos tecidos internos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus 48 horas apds o tratamento por inoculagdo. A: controle inoculado com
dgua destilada estéril e Tween 80 0,1%; B: inoculagdo com Metarhizium anisopliae
s.l.; C: Fusarium oxysporum. Disseccao realizada com 48 horas apds a inoculagdo.
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4.4 Dosagem de Proteinas

A concentragdo de proteina total no plasma da hemolinfa mostrou-se
significativamente diferente entre os grupos tratados por imersdo (Figura 8) ou inoculagdo
(Figura 9) com os fungos M. anisopliae s.1., B. bassiana ou F. oxysporum. Na coleta realizada
24 h ap6s o tratamento por imersdo, a concentragdo de proteina total do grupo Fo IME 24
(108,2 = 10,2 pg/uL) ndo apresentou diferencga significativa (p>0,05) quando comparado com
o grupo CTR 24 (112,3 £ 7,3 ug/uL). O grupo do fungo entomopatogénico Ma IME 24 (78,9
+ 10,8 pg/ul) reduziu significativamente a concentracdo de proteina total quando
comparados com CTR 24 (p<0,05); no entanto, o outro entomopatdgeno B. bassiana (Bb IME
24 (122,77 £ 12,9 pg/uLl)) aumentou significativamente a concentragdo de proteina total no
plasma da hemolinfa quando comparado com o grupo controle (p<0,05).

Na coleta realizada 48 h apds o tratamento por imersdao, ndo ocorreu diferenca
significativa (p>0,05) entre o grupo CTR 48 (110,6 = 10,2 ug/uL) e os grupos Bb IME 48
(97,9 + 8,1 ug/uL) e Fo IME 48 (123,0 £ 15,0 ug/uL). O grupo Ma IME 48 (64,5 + 5,8
pug/uL) reduziu significativamente a concentracio de proteina total quando comparado com os
grupos CTR 48 (p<0,01), Fo IME 48 (p<0,01) e Bb IME 48 (p<0,05).
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Figura 8. Concentracdo de proteina total do plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos periodos de 24 e 48 horas apds o
tratamento por imersdo em suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras minusculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste
de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras maitsculas iguais ndo diferem
estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.
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Em relacdo ao tratamento por inoculagdo, nao houve diferencga significativa (p>0,05)
na concentracdo de proteina total entre os grupos PICADO 24 (124,5 £ 7,5 pg/uL) e H20 24
(127,6 £ 5,6 ug/uL). As concentragdes obtidas nos grupos inoculados com os fungos, Fo INO
24 (57,0 £ 5,5 pg/uL), Bb INO 24 (65,0 £ 21,3 pg/uL) e Ma INO 24 (87,5 £ 13,7 pg/uL)
foram significativamente diferentes dos grupos controles H20 24 e PICADO 24, porém nao
demonstraram diferenca significativa (p>0,05) quando comparados entre si.

A concentragdo de proteina total 48 h apds o tratamento por inoculacdo dos grupos
PICADO 48 (117,0 + 11,5 pg/uL), H20 48 (134,4 + 12,7 ng/uL), Ma INO 48 (85,8 + 28,2
pug/uL) e Bb INO 48 (77,9 £ 15,2 pg/uL) ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05). A
dosagem de proteina total do grupo Fo INO 48 foi de 121,5 pg/uL, porém este grupo nao
entrou na estatistica devido a sua auséncia em algumas coletas, como justificado no item 4.3.
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Figura 9. Concentracdo de proteina total do plasma da hemolinfa
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos
de 24 e 48 horas apds o tratamento por inoculagdo da suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK). Letras maitdsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)
pelo teste de SNK.

A concentracdo de proteina total dos hemdcitos coletados apds o tratamento por
imersdo estd demonstrada na figura 10. O grupo Bb IME 24 (32,5 + 1,2 ug/ul) reduziu
significativamente (p<0,05) a concentracdo de proteina total quando comparado com o grupo
CTR 24 (42,0 £ 1,0 ug/uL); no entanto, os grupos Ma IME 24 (38,1 + 2,7 ug/uL) e Fo IME
24 (38,7 £ 2,2 pg/uL) ndo demonstraram diferenca significativa (p>0,05) quando comparados
com o CTR 24. Quando o grupo Ma IME 24 foi comparado com os demais grupos de fungos
(Bb IME 24 e Fo IME 24) néo ocorreu diferenca significativa (p>0,05).

Na coleta realizada 48 h apds o tratamento por imersdo, também nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos CTR 48 (42,1 + 4,5 pg/uL) e Ma IME 48 (51,5 + 74
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pug/uL) e entre CTR 48 e Fo IME 48. O grupo Ma IME 48 se mostrou diferente dos grupos Bb
IME 48 (18,4 + 2,4 ug/uL) (p<0,001) e Fo IME 48 (31,9 £ 2,8 ug/uL) (p<0,05).

70 1

60 - A - 24
I [ 48 h
50 - AB
a
T a X
40
2 b B
=) T
= 30 -
C
20
10 4
O T T
CTR Ma Bb Fo
Tratamentos

Figura 10. Concentragdo de proteina total dos hemdcitos
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos
periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento por imersao
em suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Cada grupo
continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de
Student-Newman-Keuls (SNK). Letras maitdsculas iguais ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

No tratamento por inoculagdo (Figura 11), o grupo PICADO 24 (51,5 = 1,1 pg/uL)
apresentou diferenca significativa (p<0,05) do grupo H20 24 (44,8 + 1,3 ug/uL). Ambos os
grupos controles foram significativamente diferentes (p<0,001) dos grupos inoculados com
fungos Ma INO 24 (9,7 + 1,5 ug/uL), Bb INO 24 (13,8 £ 4,1 pg/uL) e Fo INO 24 (11,5 £ 0,7
pg/ul). Nao ocorreu diferencga significativa (p>0,05) entre os grupos inoculados com fungos.
Ja na coleta realizada 48 h apds o tratamento, os grupos PICADO 48 (22,5 + 2,4 ug/ulL) e
H20 48 (26,8 + 3,2 ug/uL) ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05) entre si, e
ambos foram significativamente diferentes (p<0,001) dos grupos Ma INO 48 (6,9 + 1,4
pg/ul) e Bb INO 48 (5,1 £ 0,9 ug/uL). Nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos
Ma INO 48 e Bb INO 48.
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Figura 11. Concentragdo de proteina total dos hemdcitos de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos
periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento por inoculacao
da suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Cada grupo
continha 90 fémeas.

Letras minudsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de

Student-Newman-Keuls (SNK). Letras maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na concentracdo de proteina total dos
corpos gordurosos das fémeas ingurgitadas tratadas com os fungos M. anisopliae s.l., B.

bassiana e F. oxysporum quando comparados com os grupos controles, em ambos os tempos
de coleta (Figura 12).
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Figura 12. Concentracdio de proteina total do corpo
gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento
por inoculacdo da suspensdo conidial de Metarhizium
anisopliae s.1., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum.
Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de
Student-Newman-Keuls (SNK). Letras maidsculas iguais ndo diferem estatisticamente
entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

4.5 Quantificacao de hemocitos

A quantidade de hemdcitos obtida na coleta da hemolinfa dos grupos tratados
por imersdo ou inoculagdo estd representada nas figuras 13 e 14, respectivamente. No

tratamento por imersdo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos,
independente do tempo de coleta.
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Figura 13. Quantificacdo dos hemdcitos de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos
periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento por
imersdo em suspensdo conidial de Metarhizium
anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium

oxysporum. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05)
pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras maitsculas iguais ndo

diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

No tratamento por inoculagdo também ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos PICADO 24 (2,71E+08 + 1,00E+08 hemdcitos/uL) e H20 24 (2,35E+08 +
6,31E+07 hemdcitos/uL) e entre os grupos tratados com fungos Ma INO 24 (4,86E+07 +
1,22E+07hemdcitos/uL), Bb INO 24 (5,15E+07 = 1,17E+07 hemdcitos/uL) e Fo INO 24
(4,52E+07 = 1,25E+07 hemdcitos/uL), porém houve diferenga significativa (p<0,05) entre os

grupos tratados com os fungos e os controles.

Na coleta realizada 48 h apds o tratamento por inoculagdo, os grupos controles
apresentaram diferencga significativa (p<0,05) entre si. A quantidade de hemdcitos dos grupos
Ma INO 48 (2,33E+07 + 1,39E+07 hemdcitos/uL) e Bb INO 48 (2,92E+07 + 3,09E+07

hemdcitos/uL) foi significativamente diferente dos grupos PICADO 48 (1,32E+08

+

1,70E+07 hemdcitos/uL) (p<0,05) e H20 48 (4,41E+08 + 7,74E+07 hemocitos/uL) (p<0,01).
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Figura 14. Quantificacdo dos hemdcitos de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de
24 e 48 horas apdés o tratamento por inoculacdo da

Tratamentos

suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae

Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Cada grupo
continha 90 fémeas.

Letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de
Student-Newman-Keuls

(SNK).

Letras

estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

4.6 Eletroforese Unidimensional (SDS-PAGE)

maiudsculas

ndo diferem

No SDS-PAGE 10%, o perfil protéico do plasma da hemolinfa dos grupos tratados
com os fungos se manteve similar ao do grupo controle, ou seja, todas as proteinas/peptideos
presentes no grupo controle foram encontradas nos demais grupos (Figura 15). Porém houve
variacdo na intensidade da proteina com peso entre 55 kDa e 37 kDa (indicada na figura 15) e
da banda com peso molecular entre 6 kDa e 19 kDa (indicada na figura 15) nos grupos
tratados com fungos. Amostras do plasma da hemolinfa dos grupos tratados somente com o
fungo M. anisopliae s.l. foram re-analisadas através de SDS-PAGE 15%, onde a maior
intensidade da banda entre 6 kDa e 19 kDa no grupo Ma INO 48 foi confirmada (Figura 16)
bem como foi confirmada a variacao na intensidade da proteina com peso entre 55 kDa e 37

kDa.
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Figura 15. SDS-PAGE 10% do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus. Hemolinfa coletada 24 e 48 horas apds tratamento por
imersdo ou inoculacdo com Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum. Em destaque, as alteragdes observadas na intensidade da
expressdao da proteina com peso molecular préximo a 55 kDa e do peptideo com
peso molecular préoximo a 6 kDa. Padrao de peso molecular indicado a esquerda do
gel. Coloragdo realizada com Coomassie Coloidal.
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Figura 16. SDS-PAGE 15% de plasma da hemolinfa de Rhipicephalus microplus
tratadas com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l. por imersdo ou
inoculacdo. Hemolinfa coletada 24 e 48 horas apds o tratamento por imersdao ou
inoculacdo com Metarhizium anisopliae s.l. para confirmacdo das bandas com
peso molecular de aproximadamente 6 kDa. Padriao de peso molecular indicado a
esquerda do gel. Coloragdo realizada com Coomassie Coloidal.

O perfil eletroforético das proteinas filtradas em membranas de 100 kDa também se
manteve similar em todos os grupos, tanto no gel de eletroforese nativo (Figura 17) quanto no
SDS-PAGE, realizado com diferentes concentra¢des de acrilamida (Figuras 18 e 19).

As proteinas dos grupos Bb IME 24 e Ma INO 24 ndo apareceram no gel, mesmo
utilizando a coloracdo por nitrato de prata, que apresenta sensibilidade maior que a colorac¢io
com o Coomassie Blue. Provavelmente as proteinas de alto peso molecular destes grupos
ficaram aderidas na membrana durante a filtracdo, ou seja, somente passaram pela membrana
os peptideos, que ndo foram corados no gel, ja que o filtrado foi submetido a dosagem de
proteina apds a filtragdo e antes da confec¢do do gel. O perfil dos peptideos filtrados em
membranas de 10 kDa foram estudados somente por CLAE, utilizando a coluna analitica C18.
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Figura 17. Gel nativo 15% de proteinas do plasma da hemolinfa menor que 100 kDa de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Hemolinfa coletada 24 e 48 horas
apds tratamento por imersdo ou inoculacdo com Metarhizium anisopliae s.1., Beauveria
bassiana ou Fusarium oxysporum. Coloragado realizada com nitrato de prata.
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Figura 18. SDS-PAGE 10% de proteinas do plasma da hemolinfa menor que 100
kDa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Hemolinfa coletada 24 e 48
horas apds tratamento por imersdao ou inoculacdo com Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Padrdo de peso molecular indicado a
esquerda do gel. Coloragdo realizada com Coomassie Brilhante Blue.
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Figura 19. SDS-PAGE 15% de proteinas do plasma da hemolinfa menor que 100 kDa
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus. Hemolinfa coletada 24 e 48 horas
apds tratamento por imersdo ou inoculacdo com Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Padrao de peso molecular indicado a
esquerda do gel. Coloragdo realizada com nitrato de prata.
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Os hemdcitos também ndo demonstraram alteragdo no perfil protéico entre os grupos
estudados (Figura 20). Porém as amostras que demonstraram alteracdo na sua expressao das
proteinas foram re-analisadas e as bandas identificadas por MS/MS.
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Figura 20. SDS-PAGE 12% de hemdcitos de fé€meas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus coletados 24 e 48 horas apds tratamento por imersdo ou inoculacdo com
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Padrao de peso
molecular indicado a esquerda no gel. Coloragdo realizada com nitrato de prata.
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O perfil eletroforético das proteinas contidas no corpo gorduroso foi similar entre os
grupos controle e inoculados com os fungos (Figura 21A). As bandas das proteinas do grupo
Ma INO 24 apareceram com menor intensidade provavelmente em fun¢do de algum erro na
aplicacdo, uma vez que um novo gel foi realizado e as bandas foram mais expressivas, porém
o perfil de proteinas foi semelhante aos dos demais grupos (Figura 21B).
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Figura 21. SDS-PAGE 10%. A: perfil eletroforético das proteinas do corpo gorduroso
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com suspensao conidial
de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. B:
repeticdo do grupo Ma INO 24 (SDS-PAGE 10%) para confirmagdo das proteinas
presentes na amostra. Dissec¢do dos corpos gordurosos realizada com 24 e 48 horas
ap6s o tratamento. Padrao de peso molecular indicado a esquerda do gel. Coloragdo
realizada com Coomassie Coloidal.

4.7 Andlise proteomica — gel 1D
As bandas do SDS-PAGE 12% de hemdcitos que apresentaram diferenca na

intensidade, quando comparada entre os grupos, foram selecionadas e identificadas por ESI-
Q-TOF (Figura 22). A identificacdo das proteinas encontra-se na tabela 6.
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Figura 22. Foto escaneada de SDS-PAGE 12% de hemdcitos de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com suspensdo
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum coletados 24 e 48 horas apds o tratamento. As
bandas destacadas foram excisadas, hidrolisadas e analisadas por ESI-Q-
Tof. Padrdo de peso molecular indicado a esquerda do gel. Coloragdao
realizada com Coomassie Coloidal.
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Tabela 6. Lista das proteinas identificadas em hemdcitos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo ou inoculagdo de suspensdo conidial
de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum.
Hemolinfa coletada 24 e 48 horas apds o tratamento. Identificacdo realizada por
MS/MS.

Nuimero Proteina Nuimero Proteina
da banda da banda
1 Vitelogenina (Dermacentor 7 Serpina, actina, quitinase
variabilis)
2 Vitelogenina 8 Vitelogenina
(Rhipicephalus microplus)
3 Miosina 9 ---
4 Queratina humana 10 Actina
5 HeLp 11 Queratina
6 Serpina-3 12 Hemoglobina bovina

(Rhipicephalus microplus)

Foram identificadas as seguintes proteinas relacionadas com R. microplus:
vitelogenina, HeLp, hemoglobina bovina e inibidores de serinoproteases (serpinas). No
entanto, muitas sequéncias de peptideos ndao foram identificadas. Em relacdo as alteracdes
encontradas com as serpinas-3, foi observada uma menor expressao nos hemécitos do grupo
Bb IME 48 quando comparado com o grupo CTR 48. A menor expressdo das serpinas-3
também foi observada com a inocula¢ido dos entomopatégenos B. bassiana (Bb INO 24) e M.
anisopliae s.1. (Ma INO 24) na hemocele de R. microplus quando comparandos com o grupo
controle (H20 24).

Ja a inoculacdo com Fusarium (Fo INO 24) resultou em uma menor expressdo das
serpinas quando comparado com H20 24, no entanto essa expressao foi maior do que a dos
grupos inoculados com os fungos entomopatogénicos.

4.8 Eletroforese Bidimensional

O grupo inoculado com o fungo F. oxysporum apresentou diferencas qualitativas entre
os spots quando comparado com o grupo controle, bem como apresentou diferencas quanto a
presenca ou auséncia dos mesmos. No entanto, a infec¢do com B. bassiana proporcionou um
perfil muito diferente daquele encontrado nos grupos controle ou inoculado com F.
oxysporum, demonstrando que a infeccdo com o entomopatdgeno altera o proteoma da
hemolinfa do carrapato R. microplus. A deteccao dos spots foi realizada visualmente e apds a
excisdo, todos os spots foram preparados para andlise no MALDI-TOF-TOF, porém a
identificac¢do dos peptideos ainda nao foi concluida.
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Figura 23. Andlise comparativa do gel 2D de proteinas do plasma da hemolinfa
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com fungos
usando tiras IPG (pH 3-10) e SDS-PAGE 15%. A: controle inoculado com dgua
destilada estéril e Tween 80 0,1%; B: inoculacdo com Fusarium oxysporum; C:
inoculacdio com Beauveria bassiana. Hemolinfa coletada 24 horas apds o
tratamento. Padrdo de peso molecular indicado a esquerda do gel. Coloragdo
realizada com Coomassie Coloidal. Todos os spots foram excisados do gel,

4.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

4.9.1 Superose

Os cromatogramas obtidos da passagem do plasma da hemolinfa coletada 48 h apds o
tratamento por imersdo na coluna gelfiltracdo estdo apresentados na figura 24. Apenas a
hemolinfa do grupo tratado com B. bassiana apresentou um perfil cromatogréfico diferente do
grupo controle. O pico que se iniciou com 42 min foi mais intenso no grupo Bb IME 48 que
nos grupos CTR 48, Ma IME 48 e Fo IME 48 (Figura 24); além deste, o plasma da hemolinfa
apresentou um segundo pico consecutivo, porém maior que o primeiro. Os dois picos foram
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coletados e analisados simultaneamente na coluna analitica C18, e o perfil cromatografico
estd demonstrado no item 4.10.3.
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Figura 24. Cromatograma do plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus obtido apds passagem
na coluna Superose. Hemolinfa coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdo com os fungos Metarhizium anisopliae,

Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. A: grupo controle;
B: Ma IME 48; C: Bb IME 48; D: Fo IME 48.

4.9.2 C18

Parte do plasma da hemolinfa que foi filtrado em membrana de 100 kDa (70 uL) foi
aplicado em coluna analitica C18 e os cromatogramas referentes ao tratamento por imersao
estdo apresentados na figura 25. Os picos iniciais, que aparecem nos primeiros 20 min em
todos os grupos, estdo relacionados com o tampao no qual a hemolinfa foi mantida apds a
coleta (30 uL de coquetel de inibidor de proteases e 82 uLL de tampao NaCl 1,5 M, EDTA 50
mM), como demonstrado na figura 25. Todos os grupos apresentaram um pico com
aproximadamente 30 min, com variacao de mili-absorbancia entre 2500 e 3000, com excecao
do grupo Fo IME 24. Com aproximadamente 42 min, um novo pico foi identificado, sendo
mais acentuado nos grupos com 48 h, especialmente o grupo Ma IME 48.
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Figura 25. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 100 kDa
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por imersdo em suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a
infec¢do. 1: tampao utilizado na coleta da hemolinfa (coquetel de inibidor de
proteases e tampao 1,5 M NaCl, 50mM EDTA); 2: grupo controle; 3: M.
anisopliae s.1.; 4: B. bassiana € 5: F. oxysporum.
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Em relacdo ao tratamento por inoculagao (Figura 26), o plasma da hemolinfa de todos
0s grupos manteve os picos iniciados em 38 min e 42 min apresentados nos grupos tratados
por imersdo. O grupo tratado com M. anisopliae s.l. nao apresentou o pico iniciado em 42
min, em ambos os tempos de coleta.
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Figura 26. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 100 kDa e
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por inoculacdo de
suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum e a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48
horas (B) apds a infec¢do. 1: grupo controle (PICADO); 2: grupo controle
(H20 INO); 3: M. anisopliae s.1.; 4: B. bassiana e 5: F. oxysporum.
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Os cromatogramas referentes ao filtrado do plasma da hemolinfa em membrana de 10
kDa, no tratamento por imersdo, estdo representados na figura 27. Com 24 h apds a infecgdo,
os grupos tratados com os fungos apresentaram um perfil cromatografico semelhante:
auséncia de picos a partir de 20 min de corrida. 48 h apds a infeccdo, a presenca de picos
iniciados em 38 min e 42 min foi observada em todos os grupos, inclusive no controle (CTR-
que nao sofreu qualquer tratamento).
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Figura 27. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana de 10 kDa e
analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por imersdo em suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum € a coleta da hemolinfa realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) ap6s a
infec¢do. 1: grupo controle (que ndo recebeu qualquer tratamento); 2: M.
anisonliae s.1.: 3: B. bassiana e 4: F. oxvsporum.
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A injdria da inoculag@o causou o aparecimento do pico iniciado com 38 min somente
48 h apds a inoculagdo (Figuras 28A e 28B). O indculo quer seja dgua destilada estéril quer
seja suspensao conidial, causou o aparecimento deste pico em todos os grupos com 24 h e 48
h apds o tratamento (Figura 28).
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Figura 28. Cromatograma das amostras de plasma da hemolinfa de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus filtradas em membrana
de 10 kDa e analisadas na coluna C18. As fémeas foram tratadas por
inoculacdo de suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum e a coleta da hemolinfa
realizada 24 horas (A) e 48 horas (B) apds a infec¢@o. 1: grupo controle
(PICADO); 2: grupo controle (H20 INO); 3: M. anisopliae s.1.; 4: B.
bassiana e 5: F. oxysporum.

56



4.10 Atividade Antimicrobiana do Plasma da Hemolinfa
4.10.1 Teste de difusao em meio sélido — antibiograma

As amostras do plasma da hemolinfa coletadas 24 e 48 h apds os tratamentos de
imersdo e inoculacdo com os fungos M. anisopliae s.l., B. bassiana ou F. oxysporum nao
apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus e E. coli. As amostras do plasma da
hemolinfa coletadas 6 h ap6s o tratamento por inoculacdo também ndo apresentaram atividade
antibacteriana.

4.10.2 Teste de difusao em meio sélido - antifungigrama

A amostra do plasma de hemolinfa do grupo Bb IME 48 inibiu o crescimento de B.
bassiana em meio de cultura com 48 h apds a realizagc@o do teste de difusdo em meio sélido
em trés discos utilizados, ou seja, 50% da amostra (Figura 29C e 29D). Os halos de inibi¢do
apresentaram aproximadamente o mesmo diametro (1,1 cm x 1,0 cm). Com 72 h de
observacao, foram visualizados 2 halos de inibicdo, com diametros de 3,6 cm x 3,2 cm e 1,4
cm x 1,3 cm (Figura 29F) e ainda 2 zonas com redugdo de crescimento de B. bassiana com
diametros de aproximadamente 1,2 cm x 0,9 cm cada (Figura 29E). A atividade
antimicrobiana desta amostra foi duradoura, uma vez que a zona de inibi¢do de crescimento
foi mantida por um periodo de 30 dias em que a placa de Petri foi incubada em condi¢des de
temperatura e umidade ideais para o crescimento para B. bassiana. As amostras de plasma de
hemolinfa dos outros grupos nao apresentaram atividade antimicrobiana contra o respectivo
fungo utilizado no tratamento. O controle do teste de difusdo foi realizado com os discos de
papel estéreis, que ndo interferiram no crescimento de B. bassiana (Figuras 29A e 29B).
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Figura 29. Teste de difusdo em meio sélido (antifungigrama) do plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apds o tratamento por imersdo com Beauveria bassiana (Bb IME 48). A-D: B.
bassiana com 48 horas de crescimento em meio de cultivo BDA acrescido de
cloranfenicol 0,5%. A: controle do teste de difusdo em meio sélido contendo o
disco de papel filtro sem qualquer amostra; B: reverso da placa controle do disco
de papel filtro; C: inibicao do crescimento de B. bassiana em trés discos de papel;
D: reverso da placa mostrando inibi¢do do crescimento de B. bassiana em trés
discos por Bb IME 48. E e F: B. bassiana com 72 horas de crescimento em meio
de cultivo BDA acrescido de cloranfenicol 0,5%. E: zonas de reducdo de
crescimento ao redor dos discos de papel; F: inibicio de crescimento de B.
bassiana.
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4.10.3 Antifungigrama das fracoes do plasma da hemolinfa do grupo Bb IME 48

A amostra do plasma de hemolinfa do grupo Bb IME 48 que apresentou atividade
antimicrobiana contra B. bassiana foi aplicada em uma coluna Superose e o perfil
cromatografico estd apresentado na figura 30A. A fracdo obtida dessa gel-filtracdo, cuja
coleta foi iniciada no tempo de 42 min (representada pela seta na figura 30A), foi submetida a
FR-CLAE (Fase Reversa da CLAE) em uma coluna analitica C18. As fracdes eluidas da C18
nos tempos de 25 min (coletada em dois microtubos, por isso denominada 25’00 I e 1I), 38’30
(I e II), 39°00 (I e II), 43’27 e 45°23 (Figura 30B) tiveram sua atividade antimicrobiana
testada contra B. bassiana e C. albicans. As fracdes eluidas em gradiente superior a 50% de
ACN apresentaram atividade contra B. bassiana, porém nenhuma fragao apresentou atividade
contra C. albicans. As observagdes foram realizadas com 24 h (Figura 31) e 48 h (Figura 32).
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Figura 30. Cromatograma do plasma da hemolinfa com atividade antimicrobiana contra
Beauveria bassiana (grupo Bb IME 48) obtido apds passagem na gelfiltracio (coluna
Superose) (A). Na figura A, o pico iniciado em 42 minutos (indicado pela seta preenchida)
foi coletado e aplicado em uma coluna analitica C18 (B). A atividade das fragdes
representadas pelas setas 1, 2, 3, 4 e 5 foi testada contra B. bassiana.

O diametro do halo de inibi¢do de crescimento formado em cada fragdo do plasma da
hemolinfa de Bb IME 48, estd demonstrado na tabela 7. De um modo geral, as fracdes
coletadas da coluna C18 apresentaram atividade anti-B. bassiana, com exce¢do da fracdo 1
(coletada em 25 min), que inibiu o crescimento flingico em apenas um disco. As outras
fragdes, eluidas em mais de 45% ACN apresentaram atividade antimicrobiana, sendo as
fracoes 4 e 5 eluidas em percentual de ACN préximo de 90%, com maior atividade
antimicrobiana.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana das fracdes do plasma da hemolinfa de Bb IME 48
obtidas de FR-CLAE em coluna analitica C18. Numero de halos de inibicao de crescimento
de Beauveria bassiana formados em cada fracdo coletada e seus respectivos didmetros (cm).

Numeracdo da  Tempo de coleta ~ Numero de halos de  Didmetro dos halos de inibi¢do
fracdo no (min’s) inibicao formados

(cm X cm)
cromatograma

1 25’001 1 0,8 x 0,8 cm
25°00 11 0 0

2 38’301 2 0,9x0,7cm
1,1 x 0,9 cm

2 38’30 II 4 1,0x 0,9 cm
1,1 x 1,0 cm
1,2x1,0cm
14x 1,1 cm

3 39°00 1 0 0

3 39°00 1T 3 1,0x 0,9 cm
0,7x 0,7 cm
0,9x 0,9 cm

4 43°27 4 1,1 x0,9 cm
0,9x 0,9 cm
1,0x 1,0 cm
1,0x 0,9 cm

5 45°23 6 1,1 x1,0cm
1,0x 1,0 cm
0,9x0,9cm
1,0x 0,9 cm
0,7x 0,7 cm
1,1 x 0,9 cm
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Figura 31. Atividade anti-Beauveria bassiana das fragdes coletadas
apds passagem do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus (grupo Bb IME 48) em coluna analitica C18.
Avaliacdo realizada com 24 horas. A: controle do teste de difusdo em
meio sélido contendo o disco de papel sem qualquer amostra; B:
fracdo coletada em 25 minutos; C: fragc@o coletada em 38 minutos e 30
segundos (microtubo I); D e E: fracdo coletada em 38 minutos e 30
segundos (microtubo II); F: fracdo coletada em 39 minutos
(microtubo II); G e H: fracdo coletada em 43 minutos e 27 segundos; |
e J: fracdo coletada em 45 minutos e 23 segundos.
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Figura 32. Atividade anti-Beauveria bassiana das fracOes
coletadas apds passagem do plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (grupo Bb IME 48) em
coluna analitica C18. Avaliacdo realizada com 48 horas. A:
fracdo coletada em 38 minutos e 30 segundos (microtubo I); B e
C: fracdo coletada em 38 minutos e 30 segundos (microtubo II);
D: fragdo coletada em 39 minutos (microtubo II); E e F: fracdo
coletada em 43 minutos e 27 segundos; G e H: fracdo coletada em
45 minutos e 23 segundos.
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Os espectros das fracdes que apresentaram atividade anti-B. bassiana foram analisados
por Maldi-Tof e estdo apresentados na seguinte ordem: fragdo coletada em 25 min (microtubo
I contendo aproximadamente 1 mL do efluente da coluna) (Anexo E); 38 min e 30 s
(microtubo I) (Anexo F); 38 min e 30 s (microtubo II) (Anexo G); 39 min (microtubo II)
(Anexo H); 43 min e 27 s (Anexo I); 45 min e 23 s (Figura 33). Todos os espectros foram
analisados nos modos refletido (900 a 5.000 Da) e linear (1.000 a 20.000 Da).

O espectro da ultima fracdo coletada (45 min e 23 s) apresenta a imagem ampliada do
fon com razdao m/z 1.119,5, que possivelmente estd envolvido com a atividade antimicrobiana
das fragdes do plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de R. microplus infectadas com B.
bassiana.
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Figura 33. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em 45 minutos e 23 segundos, que apresentou atividade antimicrobiana.
Amostra de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo
linear; B: espectro obtido no modo refletido; C: imagem ampliada do ion m/z 1.119,5.
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Abs

Outra amostra de Bb IME 48, aplicada na mesma coluna Superose, teve seu pico
coletado entre o tempo de 39 min a 52 min (Figura 34A) e armazenado em tubos microtubo
por um periodo aproximado de 2 anos, sem que tivessem sido seco em sppeed vac, ou seja, foi
mantido em tampao fosfato pH 7,2 acrescido de 0,1% TFA. Decorrido esse periodo, este pico
foi reaplicado na coluna superose, previamente equilibrada com o mesmo tampao utilizado na
primeira passagem, € o perfil cromatografico da amostra foi mantido, apenas eluido em menor
tempo (iniciado com aproximadamente 40 min e finalizado com aproximadamente 47 min).
Posteriormente, esse pico foi aplicado em coluna C18 e as fracdes coletadas foram rastreadas
quanto a atividade antimicrobiana contra B. bassiana. Uma menor quantidade de fragdes foi
obtida (Figura 34B) quando comparado com o perfil cromatografico da primeira amostra de
Bb IME 48 (Figura 30B). As duas fracdes (indicadas pelas setas na Figura 34B), coletadas
nos tempos de 40 min e 43 min 27 segundos, inibiram o crescimento de B. bassiana (Figura
35), e o diametro dos halos de inibi¢do de crescimento esta demonstrado na tabela 8.
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Figura 34. Cromatograma do plasma da hemolinfa do grupo Bb IME 48 que ficou
armazenada a -20 °C durante 2 anos. A: cromatograma apds passagem na coluna Superose
(Gelfiltragd@o). B: o pico iniciado em 40 minutos e finalizado em 47 minutos na gelfiltragdo foi
coletado e aplicado em uma coluna analitica C18. As fragdes representadas pelas setas
apresentaram atividade antimicrobiana contra Beauveria bassiana.
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana do pico do plasma da hemolinfa de Bb IME 48
obtido apds passagem em coluna Superose, armazenado a -20 °C durante 2 anos e
reaplicadas em FR-CLAE em coluna analitica C18. Quantidade e diametro do (s) halo
(s) de inibicao de crescimento formado (s) em cada fragdo.

Numeracdo  Tempo de coleta ~ Ntimero de halos Diametro dos halos de
da frag@o no (min’s) de inibi¢do inibicao
cromatograma formados (cm x cm)

1 40’00 3 0,8 x 0,8 cm
1,2x0,9cm
1,5x1,2cm

2 46’23 3 14x1,2cm
1,3x1,3cm
1,7x1,0cm

Figura 35. Atividade anti-Beauveria bassiana do plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (grupo Bb IME 48). Amostra passada na
coluna Superose e posteriormente em coluna analitica C18. Avaliacdo realizada com
24 horas. A: fracdo eluida na C18, coletada em 40 minutos; B: fracdo coletada em 46
minutos e 23 segundos.
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A maioria das fracdes das amostras de Bb IME 48 que apresentaram atividade
antimicrobiana anti-B. bassiana apresentaram o fon com m/z de 1.119,5 sugerindo que este
ion esteja relacionado com a atividade antimicrobiana no plasma da hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de R. microplus infectadas com o fungo entomopatogénico B. bassiana. Os
espectros das fragdes 1 (coletada em 40 min) e 2 (coletada em 46 min e 23 s) indicadas pelas
setas na figura 34B foram analisados no Maldi-Tof (Anexos J e L, respectivamente).

4.11 Analises dos Lipideos
4.11.1 Plasma da hemolinfa
O plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com M.

anisopliae s.l., B. bassiana ou F. oxysporum apresentou como representantes dos
fosfolipideos a fosfatidilcolina (PC) e o fosfatidilinositol (PI) (Figura 36).
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Figura 36. Composicao de fosfolipideos no plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus tratadas por imersdao ou inoculagdo de suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.1., Beauveria bassiana
ou Fusarium oxysporum. A placa de silica de cromatografia
em camada delgada foi escaneada e submetida a andlise
densitométrica. FS: frente do solvente; PC: fosfatidilcolina;
PI: fosfatidilinositol; O: origem. Cada grupo continha 90
fémeas.
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% PC

% PI

A PC apresentou maior propor¢cdo nas amostras de plasma de hemolinfa e seu
percentual variou entre 57,5% e 71,5% nos grupos avaliados (Figura 37). No entanto, os
fungos ndo causaram alteracdes significativas (p>0,05) em ambas as classes de lipideos
quando comparados com seus respectivos grupos controles, em ambos os tempos de
observacao.
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Figura 37. Percentual de fosfatidilcolina (PC) e fosfatidilinositol (PI) no plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e 48
horas apdés o tratamento por imersdo ou inoculacdo com suspensdao conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores
obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras
maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.
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Os lipideos neutros foram representados no plasma da hemolinfa de R. microplus pelas
seguintes classes: CHOE, AG e CHO (Figura 38). A maior proporcdo destes lipideos foi
representada pelo CHOE, seguida pelo CHO e AG. Os fungos utilizados influenciaram no
metabolismo lipidico de fémeas ingurgitadas de R. microplus, refletindo em alteragdes nas
classes de lipideos neutros no plasma da hemolinfa. Essas altera¢des foram influenciadas pelo
tratamento utilizado e o tempo de infec¢do.
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Figura 38. Composi¢cdo de lipideos neutros no plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
tratadas por imersdo ou inoculagdo de suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. A placa de silica de cromatografia em camada delgada
foi escaneada e submetida a densitometria. FS: frente do solvente;
CHOE: colesterol-éster; AG: acidos graxos livres; CHO: colesterol
livre; MG: monoacilglicerol; O: origem. Cada grupo continha 90
fémeas.
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No tratamento por imersao, nao houve diferenga significativa (p>0,05) quando a classe
de lipideo CHOE foi comparada entre os grupos, em ambos os tempos de observacdo. No
tratamento por inoculacdo, F. oxysporum causou aumento significativo (p<0,05) de 21% de
CHOE no plasma da hemolinfa, quando comparado com o grupo H20 24 (38,7%), no
entanto, 48 h apds o tratamento, a quantidade de CHOE foi semelhante ao do controle (H20
48 - 42,6%; Fo INO 48 - 42,5%). Os fungos entomopatogé€nicos M. anisopliae s.l. e B.
bassiana causaram aumento significativo na quantidade de CHOE de 44% (p<0,001) e 21%
(p<0,01), respectivamente, somente 48 h apds o tratamento (Figura 39).

A classe de AG também nao sofreu alteracdo significativa apds o tratamento por
imersdo dos trés fungos, em ambos os tempos de observacdo. No tratamento por inoculagdo,
nao ocorreu alteracao significativa entre os grupos 24 h apds o tratamento, no entanto, com 48
h M. anisopliae s.1. causou redugdo de 237% de AG quando comparado com o grupo controle
(H20 48 - 23,6%; Ma INO 48 - 7,0%). B. bassiana reduziu em 26% o AG (BB INO 48 -
18,7%), porém nao foi considerado significativo (p>0,05). O percentual de AG encontrado no
grupo Fo INO 48 foi de 23,0% (Figura 39).

Em relagdo a dltima classe de lipideo neutro (CHO), ndo foram observadas alteracdes
significativas entre os grupos, em ambos os tratamentos e tempos de observagao (Figura 39).
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Figura 39. Percentual de 4cidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO) e colesterol
éster (CHOE) no plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus nos periodos de 24 e 48 horas apds o tratamento por imersdo ou inoculagdo
com suspensdo conidial de Metarhizium anisopliae s.., Beauveria bassiana ou
Fusarium oxysporum. Valores obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo
continha 9() fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras

maitsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.
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4.11.2 Hemocitos

Os fosfolipideos encontrados em hemdcitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus
foram PE e PC (Figura 40). Destes, cerca de 60% estd representado por PE e 40% por PC. Os
lipideos neutros foram representados pelas classes de AG e CHO (Figura 41), onde o CHO
manteve a maior propor¢do (30%) seguido por AG (25%).
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Figura 40. Composi¢do de fosfolipideos nos hemdcitos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por imersdao ou inoculacdo de suspensdo conidial
de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. A
placa de silica de cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia foi escaneada
e submetida a densitometria. Lane 1: CTR 24; Lane 2: Ma IME 24; Lane 3: Bb IME
24; Lane 4: Fo IME 24; Lane 5: PICADO 24; Lane 6: H20 24; Lane 7: Ma INO 24,
Lane 8: Bb INO 24; Lane 9: Fo INO 24; Lane 10: CTR 48; Lane 11: Ma IME 48;
Lane 12: Bb IME 48; Lane 13: Fo IME 48; Lane 14: PICADO 48; Lane 15: H20 48;
Lane 16: Bb INO 48; Lane 17: Fo INO 48; Lane 18: PC (20 pg); Lane 19: PE (20
ug). FS: frente do solvente; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; O:
origem. Cada grupo continha 90 fémeas.
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Figura 41. Composicdo de lipideos neutros nos hemécitos de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus tratadas por imersdo ou inoculagdo de suspensio
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum. A placa de silica de cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia foi escaneada e submetida a densitometria. Lane 1: CTR 24; Lane 2:
CTR 48; Lane 3: Ma IME 24; Lane 4: Ma IME 48; Lane 5: Bb IME 24; Lane 6:
Bb IME 48; Lane 7: Fo IME 24; Lane 8: Fo IME 48; 9: H20 24; Lane 10: H20
48; Lane 11: Ma INO 24; Lane 12: Ma INO 48; Lane 13: Bb INO 24; Lane 14: Bb
INO 48; Lane 15: Fo INO 24; Lane 16: CHOE e DG (20 pg); Lane 17: TG (20
pg), Lane 18: CHO (20 pg); Lane 19: AG (20 pg). FS: frente do solvente; HC:
hidrocarbonetos; CHOE: colesterol-éster; TG: triacilglicerol; AG: dcidos graxos
livres; CHO: colesterol livre; MG: monoacilglicerol; O: origem. Cada grupo
continha 90 fémeas.

A alteracdo no metabolismo lipidico de R. microplus infectado com fungos também
foi observada nos hemdcitos. De um modo geral, a infeccdo por B. bassiana e M. anisopliae
s.l. alterou a composicao tanto de fosfolipideos (Figura 42) quanto de lipideos neutros (Figura
43) dos hemdcitos 48 h apds o tratamento.

O percentual de PE nao foi alterado significativamente nos diferentes grupos 24 h apds
o tratamento por imersdo. No entanto, 48 h apds a infeccdo por B. bassiana ocorreu redugao
significativa de PE (Bb IME 48 - 46,5%) quando comparado com o controle (CTR 48 -
61,8%). M. anisopliae s.1. (54,3%) e F. oxysporum (59,6%) reduziram o percentual de PE,
porém essa reducdo nao foi significativa (p>0,05). A inoculagdo dos fungos ndo causou
alteracdo significativa em ambos os tempos de observacao (Figura 42).

O percentual de PC nos hemdcitos, 24 h apds o tratamento por imersdo, foi menor nos
grupos tratados com fungos que no grupo controle, porém ndo foi significativo (p>0,05). As
alteracOes significativas na classe de PC, assim como observado com PE, s6 foram notadas 48
h apds a infec¢do por imersdao com B. bassiana, porém ocorreu aumento do percentual de PC
em relacdo ao grupo controle (Bb IME 48 - 53,5%; CTR 48 - 38,2%). Ja no tratamento por
inoculacdo, ndo ocorreu diferenca significativa no percentual de PC entre os grupos (Figura
42).
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Figura 42. Percentual de fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC) nos
hemdcitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e
48 horas apds o tratamento por imersdao ou inoculacdo com suspensdo conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores
obtidos a partir da analise densitométrica. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras

Tratamentos

maiudsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.

Tratamentos

Em relacdo aos lipideos neutros (Figura 43), as diferencas significativas foram
observadas no mesmo periodo de patogenia (48 h), porém somente no tratamento por

Em relacdo ao tratamento por inoculacdo, com 48 h, M. anisopliae s.l. reduziu
significativamente os percentuais de AG (p<0,001) e CHO (p<0,01), quando comparado com
os demais grupos. O percentual de AG nos grupos foi: H20 48 - 30,9%; Ma INO 48 - 1,7%;
Bb INO 48 - 34,2%; Fo INO 48 - 35,8%, enquanto que o percentual de CHO foi H20 48 -
23,6%; Ma INO 48 - 7,2%; Bb INO 48 - 24,9%; Fo INO 48 - 21,6%.
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Figura 43. Percentual de &cidos graxos livres (AG) e colesterol livre (CHO) nos
hemocitos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus nos periodos de 24 e 48
horas apds o tratamento por imersdo ou inoculacdo com suspensdao conidial de
Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum. Valores
obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo continha 90 fémeas.

Letras mintsculas iguais nao diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Letras
maitsculas iguais nao diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de SNK.
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4.11.3 Corpo gorduroso
A composi¢do dos lipideos neutros encontrados no corpo gorduroso de fémeas

ingurgitadas de R. microplus inoculadas com fungos estd demonstrado na figura 44. Os
lipideos encontrados foram TG, AG e CHO.
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Figura 44. Composicio de lipideos neutros no corpo
gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
inoculadas com Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria
bassiana ou Fusarium oxysporum. A placa de silica de
cromatografia em camada delgada foi escaneada e submetida
a densitometria. Lane 1: CTR 24; Lane 2: CTR 48; Lane 3:
H20 24; Lane 4: H20 48; Lane 5: Ma INO 24; Lane 6: Ma
INO 48; Lane 7: Bb INO 24; Lane 8: Bb INO 48; 9: Fo INO
24; Lane 10-13: padroes de triacilglicerol (TG) nas
concentracoes 5, 10, 15 e 20 ug respectivamente; Lane 14-16:
padrdes de colesterol esterificado (CHOE) e 4acidos graxos
livres (AG) nas concentragoes 10, 15 e 20 g,
respectivamente; Lane 17-19: padrdes de colesterol livre
(CHO) nas concentragdes 30, 20 e 40 pg, respectivamente.
FS: frente do solvente; O: origem. Cada grupo continha 10
fémeas.
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A quantidade, em pg, de TG, AG e CHO no corpo gorduroso de cada tratamento foi
calculada e seu percentual relativo obtido considerando os grupos controles de cada dia de
observacao como 100% para cada classe de lipideo avaliada (Figura 45). De um modo geral,
M. anisopliae s.l. e B. bassiana causaram alteragdes em todas as classes de lipideos,
especialmente o fungo M. anisopliae s.l. que aumentou a quantidade destes lipideos em
ambos os tempos de observacdo, dando €nfase ao tempo de 48 h apds a infeccgdo.
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Figura 45. Percentual relativo das alteracdes quantitativas de triacilglicerol (TG),
acidos graxos livres (AG), colesterol livre (CHO) no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com Metarhizium anisopliae s.1.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum sobre placa de silica de cromatografia em
camada delgada. O grupo controle de cada tempo de observagdo foi considerado
100%. Valores obtidos a partir da andlise densitométrica. Cada grupo continha 10
fémeas.
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O entomopatdgeno B. bassiana causou redugdo de cerca de 50% da quantidade de AG
24 h apés a infeccdo, enquanto os demais grupos H20 24 e Fo INO 24 reduziram 22% e
4,2%, respectivamente (ver figura 45). O grupo Ma INO 24 aumentou a quantidade de AG em
relacdo ao controle, porém esse aumento foi de apenas 2%. Com 48 h apds o tratamento,
ocorreu aumento de AG em todos os grupos, especialmente apés a infec¢do por M. anisopliae
s.l. (H20 48 (15,5%), Ma INO 48 (139,8%) e Bb INO 48 (50,8%)).

A quantidade de CHO nos grupos H20, Bb INO 24 e Fo INO 24 reduziu 21,3%,
38,5% e 4,1%, respectivamente, comparado ao CTR, 24 h apds o tratamento, enquanto que o
grupo Ma INO 24 aumentou 7,3% (ver figura 45). Aumentos correspondentes a 31,6%,
106,8% e 80,5% foram observados nos grupos H20 48, Ma INO 48 e Bb INO 48.

A quantidade de TG foi maior nos grupos inoculados com fungos quando comparados
com os grupos controles (CTR e H20), com exce¢dao do grupo Bb INO 24. A inoculacao de
dgua destilada estéril e Tween 80 0,1% na hemocele de R. microplus causou alteracdo na
quantidade de TG em ambos os dias de observacdo (H20 24 - 61,6% e H20 48 - 61,3%) e a
inoculagdo dos fungos aumentou ainda mais o percentual deste lipideo, chegando ao aumento
de cerca de 100% na maioria dos grupos (Ma INO 24 - 121,6%; Bb INO 48 - 116,1%; Fo
INO 24 - 93,2%), com exce¢do do grupo Ma INO 48, cujo aumento foi de 387%. O aumento
de TG no grupo Bb INO 24 foi de 14,9%, porém a quantidade de TG foi menor do que a do
controle positivo (H20 24). Outro cromatograma, com maior qualidade, demonstra a
distribuicao de TG entre os grupos estudados (Figura 46). O grupo Ma INO 48 apresentou a
maior quantidade de TG.

TG

Figura 46. Composi¢ao de triacilglicerol (TG) no corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus inoculadas com Metarhizium anisopliae
s.l. ou Beauveria bassiana sobre placa de silica de cromatografia em camada
delgada para lipideos neutros. Lane 1: padrao de TG (20 pg); Lane 2: CTR 24;
Lane 3: H20 24; Lane 4: Ma INO 24; Lane 5: Bb INO 24; Lane 6: CTR 48;
Lane 7: Ma INO 48; Lane 8: Bb INO 48. Cada grupo continha 10 fémeas.

A distribui¢do das diferentes classes de lipideos presentes em uma mesma amostra foi
observada e o percentual de uma mesma classe comparado entre os grupos de tratamento, em
cada tempo de observagcdo, como demonstrado na tabela 9. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos quando as diferentes classes de lipideos AG e CHO foram
comparadas individualmente e em cada tempo de coleta. No entanto, ocorreu diferenca na
classe de TG, resultando no aumento significativo (p<0,05) no grupo Ma INO 48 quando
comparado com os demais grupos.
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Tabela 9. Distribuicdo das classes de lipideos encontradas no corpo gorduroso de
fémeas de Rhipicephalus microplus inoculadas com Metarhizium anisopliae s.l.,
Beauveria bassiana ou Fusarium oxysporum (Média = Desvio padrio).

Classes de lipideos

Tratamentos
TG (%) AG (%) CHO (%)

CTR 24 11,1+£33a 263+09a 176 £55a
CTR 48 153+32A 222+39 A 17,6 £ 10,2 A
H20 24 159+1,7a 254+20a 17.8+72a
H20 48 160+ 1,1 A 226 +29 A 148+6,2 A
Ma 24 142+24a 241£39a 16,1 +69a
Ma 48 235+0,8B 2477+4,0 A 13,2+5,6 A
Bb 24 152+0,6 a 229+39a 17,1 6,6 a
Bb 48 173+23 A 238+3,1 A 14,6 £5,7 A
Fo 24 145+0,3a 242+09a 194 +8,0a

Letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p> 0,05) pelo teste
Student-Newman-Keuls (SNK); letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
entre si (p> 0,05) pelo teste SNK.

2 Atividade Lipase no Corpo Gorduroso

A atividade lipase no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus
inoculadas com fungos estd demonstrada na figura 47. O grupo CTR 24 foi considerado como
100%, obtendo-se entdo o percentual relativo dos demais grupos. A atividade lipase dos
grupos Ma 24 e Bb 24 foi menor que a do grupo controle, enquanto que o grupo inoculado
com F. oxysporum manteve atividade lipdsica semelhante ao do grupo controle. Observou-se
que 48 h apds a inoculagdo, todos os grupos apresentaram aumento da atividade lipdsica
quando comparado com o CTR 24, porém o grupo inoculado com M. anisopliae s.1. (Ma INO
48) teve um aumento mais acentuado (aproximadamente 3,5 vezes).
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Figura 47. Percentual relativo da atividade lipase no
corpo  gorduroso de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus inoculadas com suspensao
conidial de Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria
bassiana ou Fusarium oxysporum. Cada grupo continha
10 corpos gordurosos. O ensaio foi realizado duas vezes.
O percentual da atividade lipase foi obtido por
comparagdo, sendo o grupo controle (CTR) 24 horas
considerado como 100%.



5 DISCUSSAO

5.1 Infeccao de Rhipicephalus microplus com Fungos

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos vem se tornando uma alternativa
promissora no controle de carrapatos de importancia médica e médica veterinaria. Varias
espécies de fungos entomopatogénicos sdo conhecidas por causar mortalidade em diferentes
estagios de desenvolvimento de carrapatos (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008).
Recentemente ha um grande avanco no entendimento da resposta imune de artropodes,
principalmente dos insetos, cujo modelo é o diptero Drosophila melanogaster. No entanto, a
resposta imune de carrapatos é pouco compreendida, principalmente apds a infeccdo com
fungos entomopatogénicos. O presente estudo mostra alteracdes protéicas e lipidicas na
hemolinfa e no corpo gorduroso de R. microplus induzidas pela infec¢do com os
entomopatdgenos Metarhizium anisopliae s.l. e Beauveria bassiana ¢ com o fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum. Além disso, detecta a atividade antimicrobiana no
plasma da hemolinfa ap6s o desafio com B. bassiana.

Uma das principais vantagens da utilizacdo dos fungos entomopatogénicos no controle
de carrapatos € a especificidade de hospedeiro e o mecanismo de penetracio (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010), iniciado a partir da germinacao dos conidios. A viabilidade dos conidios
presentes em uma suspensao fingica é importante para propiciar uma infeccao bem sucedida,
pois haverd a germinacdo dos conidios e a conseqiiente formacdo do tubo germinativo,
relacionados com o inicio da primeira etapa da penetracdo do fungo na cuticula do carrapato
(BITTENCOURT et al., 1999; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). O percentual de germinacao
dos conidios de M. anisopliae s.l., B. bassiana e F. oxysporum utilizados nos bioensaios foi
de 100%. Portanto, as alteracdes nos perfis protéico e lipidico observadas na hemolinfa
(plasma/hemdcitos) e no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de R. microplus podem ser
atribuidas a uma resposta imune desenvolvida a partir da infec¢do com M. anisopliae s.1., B.
bassiana ou F. oxysporum.

No presente trabalho, o processo de infeccdo dos fungos entomopatogénicos foi
demonstrado pela esporulacdo de M. anisopliae s.l. ou B. bassiana sobre a cuticula das
fémeas ingurgitadas de R. microplus imersas ou inoculadas com as suspensdes conidiais e
incubadas em condi¢des ideais de temperatura e umidade. Esta € considerada a ultima etapa
do processo de infeccao no hospedeiro, em que apds o crescimento do fungo na hemocele, ha
a exaustdo dos nutrientes e danos mecanicos, ocorrendo, conseqiientemente, a morte do
hospedeiro e exteriorizacdo do fungo em busca de novos hospedeiros para dar continuidade ao
seu ciclo (CHANDLER et al., 2000).

O periodo necessdrio para a observacao do desenvolvimento da coldnia flingica sobre
a cuticula do carrapato variou em funcdo do tratamento empregado e do entomopatégeno
utilizado. Segundo Chandler et al. (2000), o periodo necessario para que ocorra a esporulagao
do fungo sobre a superficie do corpo de seu hospedeiro varia de trés a 10 dias. No tratamento
por imersdo, a esporulacdo somente foi observada no oitavo dia apds o tratamento com B.
bassiana. As fémeas tratadas com M. anisopliae s.l. ndo apresentaram desenvolvimento de
coldnia sobre a cuticula, embora tenham apresentado sinais da infec¢do, tais como reducao ou
ndo realizagdo de postura, diminuicdo de peso e alteracdo da colorac¢do da cuticula, desde o
quarto dia apds tratamento. O fato de ndo ter ocorrido essa esporulacdo provavelmente se
deve ao pequeno periodo de observacdo. Angelo et al. (2010) observaram a esporulacdo do
fungo entomopatogénico Lecaniciilium lecanii sobre o cadaver de fémeas de R. microplus
somente no décimo apds o tratamento por imersao. O mesmo tempo foi necessario para que
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houvesse a esporulacdo de Isaria farinosa sobre a mesma espécie de carrapato (ANGELO,
2007). Em Rhipicephalus annulatus, os fungos M. anisopliae e M. flavoviridae (= M.
acridum) também colonizaram as superficies dorsal e ventral dos caddveres de fémeas
ingurgitadas apds tratamento (GINDIN, et al., 2001). Em contrapartida, os autores relataram
que o isolado de B. bassiana, ndo emergiu da cuticula do carrapato mas sim através das
aberturas naturais. No presente trabalho, o isolado de B. bassiana (Bb 986) emergiu de toda a
superficie da cuticula. Gindin et al. (2001) relataram que os primeiros sinais de infeccao
foram observados de 3 a 5 dias apds o tratamento, porém ndo mencionaram O tempo
necessario para esporulagido dos fungos sobre os carrapatos.

No tratamento por inoculagdo, a esporulacdo de M. anisopliae s.1. e B. bassiana sobre
a cuticula das fémeas de R. microplus foi observada no quarto dia apds o tratamento. O fato
desta esporulacdo ter sido observada em menor tempo se deve ao fato do fungo ter sido
inoculado diretamente no interior da hemocele do carrapato, reduzindo o tempo necessario a
etapa de penetracdo do fungo, que em condi¢des favordveis, ocorre de 24 a 48 h (ALVES,
1998). Portanto, a patogenia causada pelo fungo inoculado na hemocele do carrapato é
iniciada em um periodo menor quando comparada com a patogenia causada pelo fungo cujo
tratamento se deu por imersao.

O isolado DOA-23 de F. oxysporum ndo colonizou a superficie da cuticula das fémeas
de R. microplus no presente trabalho, independente dos tempos de observagdo e do tratamento
utilizado. Por ser um fungo fitopatogénico, ndo dispde de enzimas especificas necessdrias
para a penetracdo na cuticula dos artropodes e/ou esporulacdo sobre a mesma. Segundo
Lubeck et al. (2008), para que ocorra a penetracdo dos fungos entomopatogénicos, €
necessaria a acdo sinérgica de diferentes enzimas tais como proteases, quitinases e lipases
especificas, pois a cuticula dos artropodes apresenta composi¢do complexa. Desta maneira, as
fémeas imersas em suspensdo conidial de F. oxysporum apresentaram postura semelhante
aquela observada nas fémeas do grupo controle, porém as fémeas que foram inoculadas com
este fungo foram afetadas, pois o fungo conseguiu se desenvolver na hemocele das fémeas.

Para a manutenc¢ao dos isolados de M. anisopliae s.1., B. bassiana e F. oxysporum no
laboratério foram realizados cultivos repetidos em meio artificial. A sucessdo de cultivos dos
isolados de M. anisopliae s.1. e B. bassiana em meios artificiais pode promover a reducado da
viruléncia do fungo (ALVES, 1998), no entanto, alguns isolados de B. bassiana parece ser
menos sensiveis a essa repeticdo de cultivos e mantém sua viruléncia para artrépodes
(BROWNBRIDGE et al., 2001).

Estudos demonstraram que a viruléncia dos isolados de M. anisopliae e B. bassiana
pode ser recuperada quando ocorre a passagem in vivo por um hospedeiro artrépode
(FARGUES; ROBERT, 1983; FRAZZON et al., 2000). Este fato foi observado com o isolado
de M. anisopliae s.l. utilizado neste trabalho, que ao apresentar reducao da viruléncia, foi
reisolado de fémeas de R. microplus apds infeccao in vivo e teve sua viruléncia recuperada. A
partir do seu cultivo deste isolado em meio artificial, a concentragdo conidial de M. anisopliae
s.. inicialmente utilizada (10® conidios mL™) se tornou letal para o carrapato no tratamento
por inoculagdo, promovendo a fragilidade e/ou destruicao dos tecidos a partir das primeiras 48
horas (ver figura 7), impossibilitando a coleta da hemolinfa devido ao extravazamento de
conteddo intestinal. Inevitavelmente, o grupo Ma INO 48 ficou ausente em algumas
modalidades avaliadas.

Durante os repetidos cultivos do isolado de F. oxysporum em meio artificial, algumas
caracteristicas macromorfolégicas do fungo foram alteradas, havendo entdo a necessidade da
obtencdo de uma nova coldnia do isolado DOA-23 de F. oxysporum. Os bioensaios realizados
a partir dos novos cultivos desta coldnia foram prejudicados, acarretando também a
impossibilidade da coleta da hemolinfa do grupo Fo INO 48. Embora este isolado nio seja
entomopatogénico, a destruicdo dos tecidos observada neste grupo (ver figura 7)
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provavelmente ocorreu por pressido mecanica promovida pelo intenso crescimento das hifas
no interior da hemocele. A reducdo da concentracdo conidial para 10’ conidios mL™" foi
realizada na tentativa de manter este grupo nos bioensaios, porém esta manobra nao foi bem
sucedida, ocasionando a auséncia deste grupo em algumas avaliacdes.

5.2 Perfil Protéico de R. microplus apés desafio microbiano
5.2.1 Concentracao de proteina total

Em artrépodes, o sistema imune inato, que compreende resposta celular e humoral, é
ativado por proteinas do hospedeiro que reconhecem determinantes de superficies de
patégenos tais como lipopolisacarideo (LPS), 4cido lipoteicéico (LTA) e peptidoglicano
(PGN) de bactérias e B-1,3-glicano de fungos (MEDZHITOV; JANEWAY, 2002). Na
resposta imune humoral hé a liberacdo de proteinas ou peptideos na hemolinfa, tendo esses
peptideos atividade antimicrobiana de amplo espectro (HANCOCK et al., 2006;
MOOKHERIJEE; HANCOCK, 2007). O desafio por imersdo das fémeas ingurgitadas de R.
microplus em suspensao conidial de F. oxysporum ndo causou alteracdo na concentracio de
proteina total no plasma da hemolinfa em ambos os tempos de coleta, haja visto que este
fungo € fitopatogénico. Por este motivo, ndo foi capaz de gerar a producao e/ou liberacdo de
proteinas envolvidas na resposta imune por ndo conseguir realizar a penetracdo direta na
cuticula do carrapato, que é facilitada pela producdo de proteases, lipases e quitinases que
atuam sobre a cuticula e que sdo determinantes no processo de infeccdo (CASTRILLO et al.,
2005; LUBECK et al., 2008). O estudo das alteracdes provocadas pela inoculagdo de F.
oxysporum na hemocele de R. microplus se torna interessante pois permite a avaliacdo da
resposta de R. microplus a infec¢do por um microorganismo que naturalmente nao € capaz de
infecta-lo.

O aumento na concentragdo de proteina total 24 h apds o desafio com B. bassiana
pode ser traduzido como uma resposta imune do hospedeiro na tentativa de controlar a
infeccdo. Esse aumento somente foi observado com 24 h; no entanto, nas primeiras 24 h de
infeccdo, os fungos entomopatogénicos jd iniciaram o processo de penetracdo, havendo entdo,
a possibilidade de uma resposta imunoldgica do hospedeiro contra o invasor (ALVES, 1998).
Nos artrépodes, a resposta imune modulada por proteinas ocorre rapidamente apés o desafio.
Estudos realizados por Stopforth et al. (2010) demonstraram alteracdes na regulacdo de
proteinas na hemolinfa de Ornithodoros savingy ja nas primeiras 2 h apds o desafio com C.
albicans. Vierstraete et al. (2004), utilizando a metodologia de eletroforese em gel diferencial
(2D-DIGE), identificaram diferengas na expressao de proteinas, bem como proteinas distintas
na hemolinfa de D. melanogaster 25 minutos apds o desafio com Micrococcus luteus ou
Saccharomyces cerevisiae. Levy et al. (2004) encontraram na hemolinfa de Drosophila mais
de 70 proteinas, de um total de 160 proteinas, moduladas pelo menos cinco vezes, apds
infec¢do microbiana.

O processo de infeccdo envolve uma complexa interacao entre o fungo e o artropode
hospedeiro, que pode variar de acordo com as espécies flingicas e até mesmo com diferentes
cepas de uma mesma espécie (CASTRILLO et al., 2005). A infec¢dao de R. microplus por M.
anisopliae s.l. diminuiu a concentracdo de proteina total na hemolinfa nos dois dias de
observacdo. Uma possivel producdo de toxinas (destruxinas) por M. anisopliae s.1. pode ter
causado imunossupressdo no carrapato, que conseqilentemente nio conseguiu gerar uma
resposta com aumento das proteinas envolvidas na resposta imune, pois existe variagdo na
atividade das destruxinas contra diferentes espécies de artrépodes, estando relacionada com a
modulagdo da resposta imune celular do hospedeiro (VEY et al., 2001; VILCINSKAS et al.,
1977).
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Quando os fungos foram inoculados, ocorreu diminui¢do da concentra¢io de proteina
total no plasma com 24 h apds o tratamento. A inoculacdo dos fungos no interior do carrapato
elimina a etapa de penetracdo dos fungos entomopatogénicos e acelera o processo de
infeccdo. Desta maneira, a producdo de metabdlitos secunddrios tanto por B. bassiana quanto
por F. oxysporum ocorreu em um menor periodo de tempo. Muitos metabdlitos secundarios
(derivados de varios intermedidrios no metabolismo primdrio) produzidos por fungos podem
ser potencialmente toxicos para artrépodes (ROHLEFS; CHURCHILL, 2011), citando como
exemplo as toxinas produzidas por Beauveria spp., conhecidas a oosporeina, beauvericina e
bassianolide (CASTRILLO et al., 2005) e as destruxinas produzidas por M. anisopliae
(SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). Estudos realizados por Johns et al. (1998) mostraram que
a inoculagdo de bactérias em fémeas de Dermacentor variabilis também reduziu a quantidade
de proteina na hemolinfa com 24 e 48 h apds o desafio, embora essa reduciao nao tenha sido
significativa provavelmente em fun¢ao do elevado desvio padrao do grupo controle.

5.2.2 Quantidade de hemacitos

Os hemdcitos representam um importante papel nos mecanismos de defesa de
carrapatos e assim como nos insetos, a fagocitose € uma das primeiras linhas de defesa apds
um desafio microbiano (ZHIOUA et al., 1997). Eles fazem a retirada dos patdogenos da
hemolinfa através da fagocitose, nodulacao, encapsulamento, além da producdo e secrecdo de
peptideos com atividade antimicrobiana (LEVASHINA, 2004).

Os fungos entomopatogénicos causaram reducdo da quantidade de hemdcitos na
hemolinfa dos grupos tratados por imersdo, porém essa reducdo ndo foi considerada
significativa, em ambos os tempos de observacao. No tratamento por inoculagdo, a quantidade
de hemdcitos foi reduzida pelos trés fungos, podendo esta reducdo estar relacionada a
producdo de toxinas por M. anisopliae s.l. e B. bassiana, e/ou ao provdvel seqiiestro das
células circulantes na tentativa de controlar a infec¢do por F. oxysporum (SILVA;
BITTENCOURT, 2006). Diferentemente do que foi observado por Silva e Bittencourt (2006),
M. anisopliae s.l. reduziu significativamente a quantidade de hemdcitos com 24 h apds o
tratamento, mantendo a imunossupressao com 48 h apds a inoculagdo, possivelmente porque
o volume do inéculo utilizado no presente trabalho foi maior. Gillespie et al. (2000)
mostraram que as destruxinas produzidas como metabdlitos secundérios por M. anisopliae
promovem uma aparente indugdo da apoptose dos hemdcitos, logo o nimero de hemdcitos
circulantes € diminuido a medida que a infeccdo fingica evolui, pois os metabdlitos
secundérios sdo continuamente produzidos, incapacitando o sistema imune do hospedeiro.

A infeccdo de fémeas de D. variabilis com bactérias causou aumento significativo da
quantidade de hemdcitos 6, 18, 24 e 48 h apds a inoculacdo, demonstrando a habilidade desta
espécie de carrapato em controlar e eliminar rapidamente as infeccdes causadas por E. coli,
M. luteus, Bacillus subtilis e S. aureus (JOHNS et al., 1998). Neste sentido, o carrapato
consegue controlar as infec¢des causadas por bactérias ativando a resposta imune celular,
porém quando a infec¢do ocorre com fungos entomopatogénicos, a resposta celular nao é
eficiente, uma vez que hd redugdo drastica da populagdo de hemdcitos da hemolinfa sem
mecanismos compensatorios no decorrer da infeccao.

A concentracdo de proteina total dos hemdcitos nos grupos tratados com fungos esta
diretamente relacionada com a diminui¢do da populacdo de hemdcitos circulantes na
hemolinfa.
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5.2.3 Eletroforese e analises protedmicas

As diferentes concentragdes de proteina total tanto no plasma da hemolinfa quanto nos
hemdcitos ndo alteraram o perfil eletroforético, ou seja, todas as proteinas/peptideos presentes
no grupo controle foram encontradas nos demais grupos. No entanto, as diferencas foram
observadas na intensidade da expressdo das proteinas no SDS-PAGE, logo, a infec¢do com os
fungos M. anisopliae s.l., B, bassiana ou F. oxysporum alterou a expressdo de proteinas
constitutivas da hemolinfa e/ou dos hemdcitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus.

No plasma da hemolinfa, as diferencas observadas na intensidade de proteinas e
peptideos foram detectadas nas bandas com peso molecular de =55 kDa e =6 kDa,
respectivamente. Embora ainda ndo tenham sido identificadas, possivelmente as bandas com
maior peso possam ser serpinas, uma vez que apos o desafio microbiano em Drosophila, uma
proteina com peso molecular de 50 kDa foi associada a uma serpina apds a clivagem por
proteases ativas (LEVASHINA et al., 1999). Além disso, no presente estudo, uma banda com
peso molecular proximo de 55 kDa foi identificada nos hemdcitos como sendo uma serpina.

Muitas serino-proteases e seus inibidores (Serpinas) t€ém um papel central na resposta
imune de invertebrados, incluindo a coagulacdo da hemolinfa, melanizacdo e inducdo de
genes de peptideos antimicrobianos (KANOST, 1999; JIANG; KANOST, 2000), sendo os
carrapatos considerados ricas fontes de serpinas, principalmente pertencentes a familia
Kunitz-BPTI (LIMA et al.,, 2009). Nesse sentido, foi observado que nos grupos em que
ocorreu o desafio microbiano a intensidade dessas proteinas (possivelmente serpinas)
aumentou quando comparada com o grupo controle, em ambos os tempos de observacdo. O
aumento na intensidade destas bandas ocorreu 24 h ap6s o tratamento, nos grupos PICADO e
H,0; no entanto, 48 h apds o tratamento a intensidade destas bandas diminuiu, uma vez que
nao havia mais estimulo para manter a resposta imune.

O gel SDS-PAGE 1D dos hemdcitos demonstrou alteracdes na expressdo de
determinadas proteinas, identificadas como vitelogenina (com seqiiéncia homodloga a dos
carrapatos D. variabilis e R. microplus), HeLp, hemoglobina bovina e serpinas. Ainda foram
identificadas queratina, miosina e actina que embora tenha havido todos os cuidados
necessarios para evitar uma possivel contamina¢do durante o processo de confeccao do gel,
estavam presentes no gel. A vitelogenina e a HeLp foram identificadas provavelmente em
funcdo da contaminagdo dos hemdcitos com o plasma da hemolinfa, embora o pellet tenha
sido lavado com tampdo fosfato pH 7,2 antes da sua resuspensdao no tampao e posterior
utilizacdo na eletroforese. Sonenshine (1991) ao demonstrar o perfil eletroforético das
proteinas encontradas nos hemdcitos de D. variabilis identificou as duas proteinas, porém
esse achado nao foi discutido pelo autor. A hemoglobina bovina também pode ser considerada
contaminante da hemolinfa durante o processo de coleta, tendo se misturado aos hemdcitos na
etapa de centrifugacdo para separacao da hemolinfa total.

Nos hemdcitos, as alteracdes encontradas na intensidade da expressdo das serpinas
entre os grupos estudados demonstra que hd modulagdao da resposta imune de R. microplus
pelos fungos. Diferentemente do que foi observado no plasma da hemolinfa, nos hemdcitos
dos grupos inoculados com os fungos houve uma menor intensidade da expressao de serpinas.
Uma menor quantidade de hemdcitos também foi observada nestes grupos quando comparado
com o controle (H20 24). A infeccdo de B. bassiana pela cuticula de R. microplus também
reduziu a expressao das serpinas-3 quando comparado com o controle, no entanto, ndo houve
diferenca na quantidade de hemdcitos entre esses grupos. Estudos da via Toll de Drosophila
mostram que pelo menos algumas serino proteases e serpinas sao moléculas de sinalizacdo
extracelular (LEVASHINA et al., 1999), logo a menor intensidade da expressdo das serpinas
pode ndo estar relacionada com a quantidade de hemdcitos. Portanto, B. bassiana e M.
anisopliae conseguem neutralizar o sistema imunoldgico de hospedeiros artrépodes
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provavelmente através da inibicdo da expressdo de genes, tais como serpinas. Essa inibi¢ao
pode estar relacionada com a producdo de metabdlitos intermedidrios por estes fungos
(GILLESPIE et al., 2000).

No presente estudo, muitas sequéncias de peptideos obtidas da eletroforese dos
hemdcitos ficaram sem identificacdo, uma vez que o genoma de R. microplus ainda nao esta
definido.

Estudos realizados com Drosophila sp. mostraram que a indug@o dos genes de serino-
proteases depende do tipo de patdgeno e da via de infec¢do: os genes de serino-proteases
induzidos na infecc¢do por virus, bactéria e protozodrio foram reprimidos na infeccao natural
por B. bassiana, enquanto que alguns genes de serpinas foram induzidos na infec¢do por
Beauveria (ROXSTROM-LINDQUIST et al., 2004). De Gregorio et al. (2001) mostraram
que a expressao dos genes de um conjunto de serpinas foi induzida com a infec¢io por B.
bassiana enquanto outro conjunto de genes foi reprimido. No presente trabalho,
provavelmente um conjunto de genes de serpinas foi suprimido nos hemdcitos de R.
microplus enquanto outro conjunto de genes foi super expresso no plasma da hemolinfa ap6s
infec¢do por B. bassiana € M. anisopliae, uma vez que sua intensidade foi reduzida nos
hemdcitos e aumentada no plasma da hemolinfa apds andlise do SDS-PAGE.

A presenca de inibidores de proteases poderia bloquear a invasdo e proliferacdo de
agentes patogé€nicos que usam proteinases para a invasao dos tecidos do hospedeiro, aquisicao
de nutrientes e/ou a evasdo do sistema imune do hospedeiro (ARMSTRONG, 2001). Logo, a
supressdo desses serpinas permitiria a atividade das proteases flingicas relacionadas com o
processo patogénico desses entomopatdgenos, tornando a infeccao bem sucedida. No entanto,
a afirmacado da supressdao das serpinas s6 poderia ser feita com estudos de expressdao génica,
que nao foi o objetivo do presente trabalho.

A outra banda que demonstrou alteracdo de intensidade no plasma da hemolinfa
apresenta peso molecular entre 6 kDa e 19 kDa. Este peptideo ji estd seqiienciado, porém
ainda ndo foi identificado. Defensinas com atividade antimicrobiana, apresentando peso
molecular de 5 kDa e 6 kDa, foram identificados na hemolinfa do carrapato D. variabilis apds
o desafio com B. subtilis (JOHNS et al., 2001b). Logo, existe a probabilidade desta banda ser
uma defensina constitutiva do plasma de R. microplus, que teve sua expressio aumentada
apos a infeccdo por M. anisopliae, B. bassiana ou F. oxysporum.

A resposta imune envolvendo proteinas de fémeas ingurgitadas de R. microplus
quando desafiadas com fungos ndo pode ser avaliada unicamente pela técnica de eletroforese,
havendo a necessidade da utilizagdo de estudos protedmicos, com conseqiiente separacao das
proteinas pela técnica de eletroforese bidimensional seguida pela identificagdo por
espectrometria de massas. O presente estudo evidenciou, através do 2D PAGE, que a infec¢do
com B. bassiana ou F. oxysporum altera o proteoma da hemolinfa de R. microplus induzindo
ou inibindo a expressdo de algumas proteinas. Todos os spots desse 2D-PAGE foram
excisados e analisados por Maldi-Tof-Tof, no entanto a identificacdo destas proteinas ainda
nao foi realizada. O proteoma de R. microplus vem sendo explorado recentemente por alguns
autores (KONGSUWAN et al., 2010; RACHINSKY et al., 2008; UNTALAN et al., 2005).
No entanto, ndo hd estudos do proteoma da hemolinfa desta espécie de carrapato apds o
desafio com fungos entomopatogénicos.

A partir destas identificacdes e conseqiiente obten¢do do proteoma da hemolinfa de R.
microplus, espera-se contribuir para um melhor entendimento da resposta imune do carrapato
quando desafiado com fungos entomopatogénicos (B. bassiana) e com F. oxysporum
(fitopatogénico). O entendimento desses mecanismos de defesa € essencial para o
desenvolvimento de melhores estratégias para controlar carrapatos bem como prevenir a
transmissdo de patdgenos por este parasito.
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5.2.4 Cromatografia (CLAE) e atividade antimicrobiana do plasma da hemolinfa

O plasma da hemolinfa filtrada em membranas de 100 kDa foi analisado em CLAE na
coluna C18 apenas para obtencdo de um perfil geral da hemolinfa, que também foi obtido
com SDS-PAGE 1D. Maior énfase foi dada ao plasma da hemolinfa filtrada em membrana de
10 kDa para identificagdo de possiveis peptideos antimicrobianos produzidos por R.
microplus ap6s desafio fungico.

A resposta imune desenvolvida por R. microplus infectados por M. anisopliae s.1., B.
bassiana ou F. oxysporum também foi avaliada pela producao e/ou liberagdo de peptideos na
hemolinfa observados pela técnica de CLAE e identificados por espectrometria de massas. A
atividade antimicrobiana do plasma da hemolinfa dos diferentes grupos foi avaliada contra o
proprio fungo utilizado como tratamento e contra as bactérias E. coli e S. aureus. Apenas o
grupo desafiado com B. bassiana, cuja hemolinfa foi coletada 48 h apds o tratamento por
imersdo, apresentou atividade antimicrobiana contra B. bassiana, porém nao inibiu o
crescimento bacteriano. No entanto, outras espécies de bactérias deveriam ter sido testadas
para que pudéssemos afirmar que essa atividade antimicrobiana foi especifica, pois estudos
realizados com R. microplus ndo-sensibilizados demonstraram que o plasma da hemolinfa,
bem como o contetido do intestino, ndo apresentam atividade contra bactérias gram-negativas
(FOGACA et al., 1999; FOGACA et al., 2004). Essa atividade foi observada somente nos
hemdcitos, através da identificacio do PAM denominado ixodidina, que foi capaz de inibir
20% do crescimento de E. coli (FOGACA et al., 2006). Em outra espécie de carrapato, a
hemolinfa de fémeas ndo-sensibilizadas de D. variabilis inibiu o crescimento de B. subtilis
(10 mm) e M. luteus (15 mm) (JOHNS et al., 1998), contudo, corroborando os resultados
obtidos no presente estudo, ndo apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli.

Fehlbaum et al. (1994) identificaram um peptideo (drosomicina) em Drosophila com
potente atividade antifingica apds o desafio com uma combinagdo de bactérias gram-positivas
e gram-negativas, provavelmente em funcdo da expressdao de alguns genes de PAMs ser
regulada pela via Toll, que é ativada tanto por fungos quanto por bactérias gram-positivas
(LEMAITRE et al., 1997; HOFFMANN, 2003). A infec¢do natural de B. bassiana em
Drosophila induziu uma resposta antifingica especifica, porém mais lenta do que uma
infec¢do induzida por bactérias, que foi iniciada 12 a 24 h ap6s a infec¢do (LEMAITRE et al.,
1997). Muitos estudos relacionados com a resposta imune apds a infec¢ao natural ou ndo com
o fungo entomopatogénico B. bassiana estdo sendo desenvolvidos no inseto modelo D.
melanogaster, porém este € o primerio estudo realizado neste sentido com o carrapato R.
microplus.

Ap6s passagem desta hemolinfa com atividade antimicrobiana na coluna Superose e
depois na FR-C18, as fracdes coletadas desta segunda passagem em CLAE apresentaram
atividade anti-B. bassiana, porém nenhuma fracdo teve atividade anti-C. albicans. A
microplusina, PAM com massa molecular de 10.204 Da identificado na hemolinfa livre de
células de fémeas ndo-sensibilizadas de R. microplus, nao demonstrou atividade contra C.
albicans e E. coli, apenas contra M. luteus (FOGACA et al., 2004). A maioria das fracdes que
exibiram atividade antimicrobiana neste estudo apresentou em comum um fon com razao m/z
de 1.119,5, sugerindo que o PAM observado seja um novo peptideo identificado no plasma da
hemolinfa desta espécie de carrapato, e que somente € induzido pela infec¢ao com o fungo B.
bassiana. No entanto, outros fons podem estar envolvidos com essa atividade antimicrobiana,
ja que algumas fragdes com atividade antimicrobiana ndo apresentaram o ion com essa m/z.
Estudos serdo conduzidos objetivando a purificacdo e conseqiiente identificacdo deste
peptideo.
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Os peptideos antimicrobianos de carrapatos mostram algumas caracteristicas tnicas
como expressdo constitutiva e seqiiéncia unica, que podem fazer deles bons candidatos para o
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas (TAYLOR et al., 2006).

5.3 Perfil Lipidico
5.3.1 Hemolinfa (plasma/hemocitos)

No presente trabalho, outro foco foi dado aos lipideos de R. microplus, tanto na
hemolinfa quanto no corpo gorduroso. Os lipideos sdo extremamente relevantes, pois estdo
envolvidos na biogénese de membranas nos locais de infec¢io ou nos hemdcitos e sao
utilizados como fonte de energia (ARRESE; SOULANGES, 2010). Os lipideos encontrados
na hemolinfa de carrapatos incluem as mesmas classes comumente encontradas em todos os
tecidos de animais, como fosfolipideos, esterdis, acilglicerdis e dcidos graxos livres que, na
hemolinfa de carrapatos, tendem a refletir a composicao de acidos graxos do plasma do
hospedeiro no qual os carrapatos se alimentaram (SONENSHINE, 1991). Em geral, a
variacdo de lipideos encontrada na hemolinfa de artrépodes relaciona-se ao estado fisiologico
(STEELE, 1985) e a resposta a um desafio imunolégico (CHEON et al., 2006). No presente
estudo, as alteracdes observadas tanto na hemolinfa quanto no corpo gorduroso de R.
microplus podem ser atribuidas a resposta imunoldgica, pois os carrapatos se alimentaram em
um unico hospedeiro (ou seja, mesma fonte nutricional) e encontravam-se no mesmo estagio
de desenvolvimento, além dos grupos terem sido homogeneizados quanto ao peso.

No plasma da hemolinfa foram identificadas as classes de lipideos neutros CHO, com
maior abundancia, e AG. Maya-Monteiro et al. (2000) descreveram a composi¢do da principal
proteina na hemolinfa de R. microplus, a HeLp. Essa proteina apresenta 33% de lipideos
(fosfolipideos e lipideos neutros), e entre os lipideos neutros, o mais abundante ¢ o CHOE
(34,7%), seguido pelo CHO (11,7%), AG (7,7%) e TG (1%). No presente trabalho, as classes
de lipideos neutros foram representadas por uma propor¢ao semelhante, com exce¢ao do TG,
que ndo foi identificado em todas as cromatografias realizadas, talvez por representar um
menor percentual dos lipideos no plasma da hemolinfa, como demonstrado por Maya-
Monteiro et al. (2000). Por este motivo, a classe de TG nao foi submetida a anilise
densitométrica, embora a figura 48 tenha mostrado uma nuance de TG nas amostras. A
inoculagdo com os fungos causou aumento no percentual de CHOE no plasma da hemolinfa,
embora a intensidade da HeLp no SDS-PAGE 10% (Figura 15) pareca estar maior neste
grupos que no grupo controle (H,O). No entanto, a reducdo de AG foi observada apods
inoculagdo com M. anisopliae s.l., indicando que a infecc@o fingica altera o metabolismo
lipidico de R. microplus.

Em relacdo aos fosfolipideos, HeLp apresentou 29,4% de PC e 14,3% de PE (MAYA-
MONTEIRO et al., 2000). No presente estudo, a classe de PE nao foi identificada, no entanto,
foi identificado outro fosfolipideo, o PI. Embora a espécie de carrapato seja a mesma em
ambos os estudos, trata-se de distintas populacdes de carrapatos, fato que possivelmente pode
ter sido determinante na diferenca de classes de lipideos encontradas na hemolinfa de R.
microplus. As diferentes origens dos carrapatos (sul x sudeste do Brasil) e a distinta dieta
alimentar dos seus hospedeiros podem ter refletido na composicdo de fosfolipideos na
hemolinfa de R. microplus, ja que, segundo Sonenshine (1991), lipideos da hemolinfa de
carrapatos refletem a composi¢ao do plasma do hospedeiro no qual se alimentaram.
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5.3.2 Corpo gorduroso

As infecgdes parasitirias apresentam uma demanda adicional pelos recursos do
hospedeiro, quer seja pela competicdo direta por energia (COOP; HOLMES, 1996) ou pelo
estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro (MORET; SCHMIDT-HEMPEL, 2000). No
molusco Biomphalaria glabrata, a quantidade de TG no complexo glandula digestiva gonoda
aumentou na infeccdo por Schistossoma mansoni (THOMPSON et al., 1987) e reduziu na
infeccdo com Echinostoma caproni quando comparadas com o grupo ndo infectado
(BANDSTRA et al., 2006). Esse complexo € considerado o principal centro metdbolico
nesses organismos, onde se localizam os principais centros enzimaticos relacionados
especialmente as reagdes anabdlicas e também catabdlicas. Por conseqiiéncia, apresenta uma
circulacdo hemolinfética diferenciada possibilitando um maior afluxo de nutrientes, o que o
torna também o principal 6rgdo de reserva de macromoléculas como glicogénio, lipideos,
galactogénio, entre outros, podendo ser entdo grosseiramente comparado com O corpo
gorduroso. Da mesma maneira, as infec¢des por M. anisopliae s.1. e B. bassiana ora causaram
aumento das classes de lipideos neutros ou fosfolipideos estudadas, ora causaram reduc¢do
destes lipideos na hemolinfa de R. microplus em detrimento da viruléncia de cada fungo.

No corpo gorduroso do carrapato R. microplus, foi observado aumento significativo na
quantidade de TG 48 h apds a inoculagao de M. anisopliae s.l. e B. bassiana. Portanto, o
aumento na quantidade de TG provavelmente ocorreu devido as alteracdes do metabolismo
causadas pela infeccao dos entomopatogenos, gerando o acimulo de TG neste tecido. A
atividade lipésica neste tecido de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com M.
anisopliae s.1. e B. bassiana diminuiu nas primeiras 24 h apds a infeccdo, porém aumentou
com 48 h apds a infeccdo, principalmente na infec¢do causada por M. anisopliae s.l.. O
aumento observado nos grupos controle negativo e positivo (48 h) foi semelhante, o que
significa que a inoculacdo do veiculo utilizado na suspensdo conidial dos fungos nado
interferiu na atividade lipasica do corpo gorduroso e que o aumento da atividade lipdsica no
corpo gorduroso dos grupos inoculados com os fungos deve-se a alteracdo no metabolismo do
carrapato provavelmente para tentar controlar a infeccdo. Paralelamente a elevada atividade
lipasica no grupo inoculado com M. anisopliae s.l. (Ma INO 48) foi observado grande
quantidade de TG. Para tanto, supde-se que o carrapato tenha armazenado grande quantidade
de TG como combustivel energético para tentar controlar a infec¢do causada pelo fungo,
concomitantemente, a atividade lipésica tende a aumentar para que ocorra a hidrélise de TG e
posterior liberacdo de diacilglicerol na hemolinfa para produ¢do de energia
(ATHENSTAEDT; DAUM, 2006).

Na abelha Pachnoda sinuata, a injecdo de andlogos de AMPc, um segundo
mensageiro envolvido em processos fisiolégicos, acarretou na ativagdo da lipase TG e
estimulou a sintese de prolina (AUERSWALD et al., 2005), bem como a injecao de peptideos
adipocinéticos aumentaram a atividade da lipase TG no corpo gorduroso de Holopterna alata
(GADE et al., 2006). Em adipdcitos de vertebrados, a perilipina, que é uma proteina
reguladora da lipdlise, pode impedir ou estimular a hidrélise de triglicerideos dependendo do
seu nivel de fosforilacio (BRASAEMLE, 2007). Manzano-Roman et al. (2008) estudando o
envolvimento da perilipina nas infeccdes de células HL-60 de humanos por Anaplasma
phagocytophilum sugeriram que a perilipina ndo € induzida nestas células como um
mecanismo de defesa para limitar a multiplicacio do patégeno, mas A. phagocytophilum
modula o metabolismo lipidico aumentando a expressao de perilipina para facilitar a infeccao
na célula hospedeira. Da mesma maneira, M. anisopliae s.l. poderia estar modulando a
expressdo de proteinas envolvidas com a lipdlise ou estimulando a fosforilacio dessas
proteinas, aumentando assim a atividade lipolitica no corpo gorduroso de R. microplus.
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Estudos relacionados com a fosforilacdo de proteinas no corpo gorduroso estdo sendo
realizados por nosso grupo de pesquisa para o maior esclarecimento do metabolismo no corpo
gorduroso do carrapato R. microplus infectado com fungos entomopatogénicos, que acarreta o
acimulo de TG e a0 mesmo tempo em que ha aumento da atividade lipésica.

A lipdlise nos insetos € induzida pelo hormonio AKH e ativa o Inositol-3-fosfato
(STAUBLI et al., 2002). No carrapato R. microplus, os fungos M. anisopliae s.1. e B. bassiana
alteram o metabolismo lipidico, pois o aumento de fosfatidilinositol (PI) foi observado na
hemolinfa 48 h apds inoculacdo dos fungos, o que sugere a ocorréncia da lip6lise. Além disto,
a atividade lipdsica estd aumentada no corpo gorduroso; possivelmente a infecc¢ao fingica ndao
estd permitindo a utiliza¢do de TG como fonte de energia, pois ele se mantém elevado no CG.
Desta maneira, as alteragdes provocadas em R. microplus por M. anisopliae s.1. e B. bassiana
levaram ao acimulo de TG no corpo gorduroso, provavelmente por impedir e/ou retardar o
processo de oxidagao necessario para sua utilizagao pelo organismo de R. microplus.

A utilizacdo dos lipideos pelos insetos, e o metabolismo lipidico de um modo geral,
tém sido revisados por muitos autores (ARRESE; SAULAGES, 2010; ATHENSTAEDT;
DAUM, 2006; CHEON et al., 2006; GADE et al., 2006), mas essas informacdes ainda sdo
escassas para carrapatos. Maiores estudos sdo necessdrios para uma melhor compreensao do
metabolismo de R. microplus e de sua resposta imune apds a infec¢do com fungos. Desta
maneira, poderiamos determinar possiveis alvos para o controle deste importante parasito.
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6 CONCLUSOES

A infeccdo por Metarhizium anisopliae s.l., Beauveria bassiana ou Fusarium
oxysporum altera o perfil protéico na hemolinfa de fémeas ingurgitadas de R. microplus,
induzindo a expressao/supressao de determinadas proteinas.

A infec¢do por M. anisopliae s.1. ou B. bassiana modula a resposta celular de R.
microplus causando imunossupressao dos hemdcitos.

Fusarium oxysporum apresenta potencial patogénico quando inoculado na hemocele
de fémeas ingurgitadas de R. microplus.

Metarhizium anisopliae s.., B. bassiana e F. oxysporum modulam a expressdo de
serpinas nos hemdcitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus.

O carrapato R. microplus produz peptideos com atividade antimicrobiana apds desafio
com B. bassiana, e provavelmente essa atividade estd relacionada ao fon m/z de 1.119,5.

Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae s.1. e B. bassiana alteram o metabolismo
lipidico de R. microplus, principalmente as reservas de triacilglicerol presentes no corpo
gorduroso.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo para dosagem de proteina total pelo método de Lowry modificado
(MARKWELL et al., 1978).

Anexo B. Solugdes para o preparo do “stacking gel” 5%.
Anexo C. Solucdes para o preparo do “resolving gel”.
Anexo D. Protocolo para coloragdo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata.

Anexo E. Espectros de massas da fracdao da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
25 minutos (microtubo I), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdao. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo
refletido.

Anexo F - Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
38 minutos e 30 segundos (microtubo I), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra
de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no
modo refletido.

Anexo G - Espectros de massas da fragdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
38 minutos e 30 segundos (microtubo II), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra
de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: imagem ampliada dos
espectros iniciais obtidos no modo linear; C: espectro obtido no modo refletido.

Anexo H - Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
39 minutos (microtubo II), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdao. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo
refletido.

Anexo I - Espectros de massas da fragdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
43 minutos e 27 segundos, que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: imagem ampliada dos
espectros iniciais do modo linear; C: espectro obtido no modo refletido.

Anexo J - Espectros de massas da fragao da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
40 minutos que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da hemolinfa de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o tratamento por
imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo refletido.

Anexo L- Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
46 minutos e 23 segundos que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo
refletido.
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Anexo A. Protocolo para dosagem de proteina total pelo método de Lowry modificado

(MARKWELL et al., 1978).

I- Em um tubo de ensaio, colocar 0,2 mL de 4dgua destilada, 10 uLL de amostra e 1,0
mL de solugdo alcalina (14,7 mL da solu¢do 20 g Na,CO3/100 mL NaOH 1N; 20 g
0,15 mL de Tartarato de sddio e potéssio; 0,15 mL de CuSO,).

2- Ap6s leve agitagdo, manter o tubo de ensaio em repouso durante 15 minutos.

3- Adicionar 0,1 mL do reativo de Folin-Ciocalteou (diluido em 4gua destilada na

propor¢ado 0,5:1 v/v).

4- Apos leve agitacdo, manter o tubo de ensaio em repouso durante 15 minutos.

5- Realizar a leitura das absorbancias das amostras em 660 nm.

6- Realizar a curva padrdo utilizando albumina sérica bovina (BSA) nas concentragdes

de 5 pg/uL, 10 pg/uL, 15 pg/uL e 20 pg/uL, nas mesmas condi¢des descritas acima.
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Anexo B. Solugdes para o preparo do gel de empacotamento 5%.

Quantidade (mL)
Componentes SDS-PAGE SDS-PAGE
(10 cm x 8 cm) (15 cm x 20 cm)
Agua destilada 0,68 6,8
Mix de acrilamida 30%%* 0,17 1,7
Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 0,13 1,25
SDS 10% 0,01 0,1
Persulfato de amo6nio 10% 0,01 0,1
TEMED 0,001 0,01
Volume final 1,0 10,0
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Anexo C. Solugdes para o preparo do gel de corrida.

Quantidade (mL)
Componentes SDS-PAGE 10% SDS-PAGE 10%  SDS-PAGE 12%
(10 cm x 8 cm) (15 cm x 20 cm) (15 cm x 20 cm)

Agua destilada 1,9 15,9 13,2
Mix de acrilamida 1,7 13,3 16,0
30%*
Tris-HCI1 1,5 M pH 8.8 1,3 10,0 10,0
SDS 10% 0,05 0,4 0,4
Persulfato de amo6nio 0,05 0,4 0,4
10%
TEMED 0,002 0,016 0,016
Volume final 5,0 40,0 40,0
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Anexo D. Protocolo para coloragdo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata.

1- Fixar o gel em solucdo contendo 50% de metanol, 12% de acido acético e 0,05% de
formaldeido 37% durante 1 h.

2- Lavar o gel: 20 minutos em etanol 50% (2 vezes), 20 minutos em etanol 30%, 1
minuto em 0,2 g/L. de tiosulfato de sédio (Na;S,05.5H,0) e 20 segundos em dgua destilada (3
vezes).

3- Corar o gel em solugao contendo 2 g/L de nitrato de prata durante 10 minutos e em
seguida lavar rapidamente (10 s) em dgua destilada para retirar o excesso de nitrato de prata
da superficie.

4- Colocar o gel em solucdo de desenvolvimento contendo 60g/L. de carbonato de
sodio (Na,CO3), 0,05% de formaldeido 37% e 0,05% e 4mg/L de tiosulfato de s6dio. Apds a
visualizacdo das bandas, finalizar a reacdo com solug¢do de acido acético 10% durante um
minuto.

5- Lavar o gel com dgua destilada por dois minutos (2 vezes).
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Anexo E. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
25 minutos (microtubo I), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o

tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo

refletido.
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Anexo F. Espectros de massas da fragdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
38 minutos e 30 segundos (microtubo I), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra
de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no
modo refletido.
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Anexo G. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em 38 minutos e 30 segundos (microtubo II), que
apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas
apds o tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: imagem ampliada dos espectros iniciais obtidos no modo linear; C:

espectro obtido no modo refletido.
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Anexo H. Espectros de massas da fracao da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
39 minutos (microtubo II), que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo
refletido.
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Anexo L. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em 43 minutos e 27 segundos, que apresentou atividade
antimicrobiana. Amostra de plasma da hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o tratamento por
imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: imagem ampliada dos espectros iniciais do modo linear; C: espectro obtido no modo refletido.
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Anexo J. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
40 minutos que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da hemolinfa de
fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o tratamento por
imersdo. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo refletido.
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Anexo L. Espectros de massas da fracdo da cromatografia de fase reversa (C18), coletada em
46 minutos e 23 segundos que apresentou atividade antimicrobiana. Amostra de plasma da
hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus coletada 48 horas apds o
tratamento por imersdao. A: espectro obtido no modo linear; B: espectro obtido no modo
refletido.
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