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RESUMO

SA, Fillipe Araujo de. Avaliag&o de vias metabolicas e composicéo lipidica do corpo
gorduroso de Rhipicephalus microplus infectados por diferentes isolados d de
Metarhizium anisopliae sensu lato. 2014. 70p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2014.

O fungo Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) apresenta-se como um enorme
potencial para o controle da populagdo de carrapatos. Apesar da grande importancia do
corpo gorduroso no metabolismo dos artrépodes, os estudos do papel desse tecido como
uma fonte de controle potencial das infestacbes de carrapatos sdo escassos. Esse
trabalho avaliou a composicdo lipidica e a ativacdo das enzimas ERK e AMPK em
corpo gorduroso de Rhipicephalus microplus apos a infecgdo por diferentes isolados do
fungo M. anisopliae s.l.. Os isolados utilizados no estudo foram CG 32, CG 112, CG
148, CG 347 e CG 629 e foram inoculados sob a forma de conidios vidveis ou invidveis.
Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas foram dissecados e seus corpos gordurosos
foram coletados 24 e 48 horas apds a infeccdo. Os tecidos foram homogeneizados,
congelados, sonicados e centrifugados para a extracdo de proteinas. A composicao
lipidica foi avaliada pela técnica de cromatografia em camada delgada. As alteracdes
em enzimas chaves de importantes vias metabolicas foram detectadas através da técnica
de Western Blotting utilizando anticorpos contra residuos protéicos fosforilados em
tirosina, em serina e contra as enzimas AMPK e ERK fosforiladas e tubulina como
controle de carregamento. O estudo demonstrou um aumento nos niveis de
triacilglicerol 24 e 48 horas e de &cido graxo apos 48 horas apés a inoculagdo de fungos
viaveis na hemocele do carrapato. A deteccdo da forma ativa de ERK foi evidenciada
apenas com a inoculacdo do fungo inativado na hemocele, demonstrando que a ativacao
dessa via por parte do carrapato. J& para deteccdo de AMPK fosforilada, apenas o
isolado CG 112 foi capaz de aumentar a ativacdo dessa enzima estando viavel ou ndo,
enquanto os isolados CG32 e CG 629 foram capazes de manipular positivamente essa
via ao serem inoculados na forma inativada no carrapato. Esse estudo demonstra, pela
primeira vez, alteracGes em importantes vias metabdlicas em carrapatos infectados por
um fungo entomopatogénico. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar
essa interacdo entre patdgeno e hospedeiro.

Palavras-chave: Rhipicephalus microplus, Metarhizium anisopliae sensu lato,
triacilglicerol, AMPK, ERK.



ABSTRACT

SA, Fillipe Araujo de. Evaluation of lipid composition and signaling pathways in fat
body of Rhipicephalus microplus infected with different strains of Metarhizium
anisopliae sensu lato. 2014. 70p. Dissertation (Master Science in Veterinary Science,
Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia
Animal, Universidade Federal Rural doRio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014

The fungus Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) presents as a huge potential for the
control of tick populations. Despite the importance of the fat body in arthropods
metabolism and the potential of such pathways as targets to block the spread of such
pathogens, studies in ticks are still scarce. This study evaluated the lipid composition
and activation of ERK and AMPK enzymes in Rhipicephalus microplus fat body after
infection with different isolates of the fungus Metarhizium anisopliae sensu lato. The
isolates CG 32, GC 112, GC 148, GC 347 and GC 629 were inoculated as viable or
non-viable conidia in the ticks. The engorged females were dissected and their fat
bodies were collected 24 and 48 hours after infection. The lipid composition was
assessed by thin layer chromatography (TLC) and enzyme activation was detected by
Western blotting with antibodies against serine phosphorylation, tyrosine
phosphorylation, p-AMPK and p-ERK. The study showed increased levels of
triacylglycerol 24 and 48 hours and fatty acid after 48 hours post inoculation of viable
fungi in the tick's hemocoel. The detection of the active form of ERK was demonstrated
only after inoculation of non-viable conidia of all isolates tested. On the other hand, to
the phosphorylated AMPK, only the isolate CG 112 was able to activate with viable or
non-viable conidia, whereas isolates CG 32 and CG 629 were able to activate only with
non-viable conidia. This study provides the first report about changes in important
metabolic pathways in ticks infected with entomopathogenic fungi. However, further
studies may be necessary for a better elucidation of this interaction.

Key-words: Rhipicephalus microplus, Metarhizium anisopliae sensu lato,
triacylglycerol, AMPK, ERK.
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1 INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus microplus é um ectoparasito responsavel por grandes perdas
econdmicas na pecudria bovina. A distribuicdo deste carrapato é favorecida por fatores
ambientais como temperatura elevada e alta umidade relativa do ar, estando amplamente
disperso no Brasil. A infestagdo por esse ectoparasito causa aos animais danos diretos, como
desconforto, irritacdo, anemia, depreciacdo do couro, predisposi¢do a miiases, e indiretos, por
ser importante vetor de agentes, como Babesia spp e Anaplasma sp que fazem parte do
complexo da Tristeza Parasitaria Bovina, podendo levar até a morte do bovino. Os prejuizos
ligados a essa ectoparasitose chegam a cerca de dois bilhGes de dblares anuais somente no
Brasil (GRISI et al., 2002).

Para minimizar esses prejuizos, o controle por acaricidas quimicos é utilizado héa
décadas. Porém, o uso indiscriminado dessas substincias leva a graves problemas como
contaminacdo ambiental, presenca de residuos quimicos na carne e leite (inviabilizando o
comércio para alguns paises) e o desenvolvimento de populacbes de carrapatos resistentes
(GEORGE et al., 2004). Sendo assim, métodos alternativos vém sendo estudados para
diminuir esse impacto ambiental, dentre eles um que merece destaque é através de fungos
entomopatogénicos.

Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l.) e Beauveria bassiana s.I. sdo fungos
cosmopolitas comumente isolados do solo e conhecidamente entomopatogénicos. Estudos
descrevem a capacidade patogénica desses agentes contra artropodes, incluindo carrapatos da
espécie R. microplus (FERNANDES et al, 2008). Quinelato et al. (2012) demonstraram que
diferentes isolados de M. anisopliae (s.l.) possuem diferente niveis de viruléncia sobre larvas
de R. microplus.

Em um desafio ao organismo do artrépode, ha ativacdo de diversas vias metabdlicas,
principalmente responsaveis por vias catabdlicas que sejam capazes de aumentar a energia
celular, na tentativa do controle da infeccdo e de manutencdo do metabolismo basal.

O passo inicial para esse processo catabolico € a quebra de triacilglicerol em acidos
graxos. Esse processo, conhecido como lipolise, ocorre em mamiferos pela acdo da lipase
horménio-sensivel e tem acdo mediada por importantes vias como AMPK e ERK. Por esse
motivo, 0 corpo gorduroso parietal, principal 6rgdo de reserva de lipidios (principalmente,
triacilglicerol e colesterol), ganha destaque e importancia no estudo da infeccdo do carrapato
por fungos e outros patdgenos.

Durante a infec¢do pelo isolado Ma 959 de M. anisopliae s.l. ha, paradoxalmente, um
aumento de triacilglicerol e colesterol esterificado no corpo gorduroso de R. microplus apés
48 horas de infeccdo (ANGELO et al., 2013).

A proteina cinase ativada por AMP (AMPK) induz uma ampla cascata de eventos
catabdlicos para a manutencdo da energia celular em periodos de privacdo energética. Sua
ativacdo € mediada pelo desequilibrio nas concentracbes de AMP-ATP (essencial para a
célula); como o proprio nome da enzima diz, 0 AMP gera uma alteracdo conformacional na
molécula de forma a expor residuo de serina que pode ser fosforilado por uma série de cinases
responsaveis pela ativacdo dessa enzima. O AMP ligado a AMPK também modula
positivamente sua atividade (aumentando a atividade catalitica e diminuindo a
susceptibilidade a defosforilacdo). Para o metabolismo lipidico, a AMPK é capaz de modular
negativamente a acetil CoA carboxilase (ACC), glicerol-fosfato-acil transferase (GPAT) e a
HMGCOoA redutase, enzimas-chaves na sintese de acido graxo, triglicérides e de colesterol,
respectivamente. Além disso, é capaz de inibir a lipolise por acdo sobre a lipase hormdnio-
sensivel (HSL) (TOWLER; HARDIE, 2007).

A proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK), uma das enzimas das
subfamilias das MAPK, diretamente ou por meio de sua via sinalizadora tem papel
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fundamental em importantes eventos celulares como expressao génica, diferenciacéo celular,
proliferacdo, além de outras vias importantes para a homeostase celular. Dentre as suas a¢des,
pode-se destacar o controle da lipolise por downregulation da expressdo de perilipina e
ativacdo da HSL que permite a liberacdo de triacilglicerol de adipdcitos em mamiferos
(GEHART et al, 2010).

Apesar da importancia econdmica elevada, as vias de sinalizagdo de metabolismo
energético e lipidico ainda sdo desconhecidas ou pouco estudadas em carrapatos. Elucidar
possiveis pontos chave no metabolismo e resposta imune desse carrapato vem a ser
importante para o desenvolvimento de formulagGes de controle desse vetor.

O trabalho teve como objetivo avaliar a composicédo lipidica do corpo gorduroso de R.
microplus e determinar a ativacdo de vias metabdlicas (AMPK e ERK) ap6s a infeccdo
artificial por diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.I.



2 REVISAO DE LITERATURA
O carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato Rhipicephalus microplus Canestrini, 1887 (MURREL; BARKER, 2003)
pertence ao Filo Artrhopoda, Classe Aracnida, Subclasse Acari, Ordem Parasitiformes,
Subordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, Familia Ixodidae, Subfamilia Rhipicephalinae
(ANDERSON; MAGNARELLLI, 2008).

Com o0 avanco das pesquisas no campo molecular, estudos recentes de revisdo dos
géneros Boophilus e Rhipicephalus, junto com estudos morfoldgicos anteriores, evidenciaram
grande similaridade entre esses dois géneros, sendo assim proposto que as cinco espécies
descritas anteriormente como pertencentes ao género Boophilus passassem a pertencer ao
género Rhipicephalus. Desta forma, o género Boophilus foi abolido e reclassificado como
subgénero de Rhipicephalus (BEATI; KEIRANS, 2001; MURREL; BARKER, 2003).

E um ectoparasito de origem asiética, mais especificamente da regido da india e Ilha de
Java (WHARTON, 1974). Sua dispersdo pelo restante do mundo ocorreu durante as
expedicOes exploratdrias durante a Era das Grandes Navegacdes e, também, pela importacédo
de gado asiatico pelas col6nias que se localizavam nas regides tropicais e subtropicais, como
América Central, América do Sul e Africa (GONZALES, 2002), tendo se estabelecido entre
os paralelos 40°Norte e 30°Sul, excetuando-se areas de altitude muito elevadas ou muito
aridas (FURLONG, 2002). Estudos recentes, apontam que 0 carrapato que parasita o gado
bovino no continente da Oceania pertence a espécie R. australis, e ndo a R. microplus como
acreditava-se (ESTRADA-PENA et al., 2012).

O hospedeiro preferencial de R. microplus é o bovino, podendo também infestar outros
animais em épocas de grande infestacdo nas pastagens (GONZALES, 1974), porém sem a
mesma eficiéncia (ROCHA, 1999; PEREIRA, 2008; FRANQUE et al., 2009). Dentre o0s
bovideos, as maiores infestacdes ocorrem em gado europeu (Bos taurus) quando comparados
ao gado zebuino (Bos indicus) (OLIVEIRA et al., 1989; ROCHA, 1999), devido a fatores
genéticos que desencadeiam uma série de caracteristicas nesses animais (principalmente na
pele e no sistema imunologico) (PIPER et al., 2008; CONSTANTINOIU et al., 2010;
RODRIGUEZ-VALLE et al., 2010). Fatores como a idade, sexo e estado nutricional estdo
relacionados com a sensibilidade do bovino ao carrapato (SUTHERST et al., 1979).

E um carrapato monoxeno, ou seja, seu ciclo de vida é dividido em fase de vida livre, que
ocorre desde a queda da fémea ao solo até a fixacdo da larva em um hospedeiro, e fase de vida
parasitaria, quando o carrapato passa a ingerir substratos teciduais e sangue e faz as ecdises
necessarias para mudanca de fase no ciclo de vida até o total ingurgitamento e queda ao solo
para a postura de ovos.

O periodo de vida livre pode se estender durante 28 a 300 dias até a formacdo completa
da larva e mais seis meses até a fixacdo da mesma sobre o hospedeiro (ROCHA, 1999). Essa
imensa diferenca de tempo deve-se a influéncia de variaveis climaticas. Em periodos secos e
frios, de abril a setembro no Brasil, os nimeros de larvas nas pastagens e de fémeas adultas no
animal diminuem significativamente e o ciclo se torna mais longo em relacdo aos periodos
quentes e umidos (a partir da primavera) quando ciclo € mais curto e ha, também, maior taxa
de sobrevivéncia e reproducdo (KASAI et al.,2000; SILVA et al., 2010). Essa diferenca
ocorre mesmo em regides quentes como 0 Sudeste brasileiro, deixando clara a influéncia da
umidade e dos indices pluviométricos nessa conta.

Ja o periodo parasitario, dura em média de 22 a 23 dias, apresentando pequenas variacdes
em decorréncia do clima, sendo bastante constante em todas as regides (variando no maximo
de 19 a 38 dias) (ROCHA, 1999). Essa fase se inicia apos a fixacdo da larva ao hospedeiro,
transformando em metalarva que passard por uma ecdise e se transformard em ninfa,
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ganhando mais um par de patas. Durante o estagio ninfal se inicia o dimorfismo sexual. Apds
mais uma ecdise, da origem a forma adulta quando ocorreré a copula e o inicio da formacgéo e
maturacdo dos ovos (que s vai terminar quando a fémea ja estiver no solo para a realizagdo
da postura (ROCHA, 1999; MORANDO; GELINSKI, 2010). Os machos possuem uma vida
mais longa quando comparado a das fémeas, sendo capazes de copular com diversas durante a
sua vida adulta; os machos, também ingerem sangue e detritos teciduais, porém em bem
menor quantidade (apenas para garantir seu metabolismo) (KISZEWSKI et al., 2001).

Todos os ixodideos (carrapatos que possuem escudo dorsal) sdo anautégenos, ou seja, a
hematofagia € imprescindivel a esses ectoparasitas durante a fase sobre o hospedeiro, pois
necessitam de material sanguineo para producdo, desenvolvimento e maturacdo dos ovos
(KISZEWSKI et al., 2001).

O rebanho bovino brasileiro é o segundo em tamanho, ficando apenas atras da india (que
caracteriza-se por ter um grande rebanho ndo comercial) (FAO, 2011) alcangando, em torno,
de 212 milhGes de cabecas de gado, ou seja, maior que a populacdo do pais. Porém, em
capacidade produtiva o Brasil ocupa a segunda posi¢do em producédo de carne, ficando atras
do rebanho americano, e, apenas, 0 sexto lugar em producdo de leite (IBGE, 2011). Essa
discrepancia entre tamanho do rebanho e produtividade deve-se a graves problemas de
manejo do gado, incluindo inadequado controle de endo e ectoparasitos (FURLONG, 2005).
O prejuizo anual, apenas no Brasil, pelo parasitismo por R. microplus chega a dois bilhdes de
dolares anuais (GRIS et al., 2002), por perdas produtivas e gastos com tentativas de controle,
que muitas vezes sdo inadequadas. O habito hematdéfago oriundo do parasitismo leva a danos
diretos ao animal como anemia (pela perda de sangue), danos ao couro, prurido, desconforto,
imunossupressdo e reducdo da ingestdo de alimento, acarretando perdas sobre o ganho de
peso, estado nutricional, crescimento e a producdo do gado bovino (JONSSON, 2006). Além
de danos diretos, a lesdo causada pela espoliacdo da pele leva ao favorecimento do
aparecimento de outras lesdes cutaneas como infeccdes bacterianas secundarias e miiases
(FURLONG, 2005; RECK et al., 2014), danificando ainda mais o0 couro que poderia ser
vendido como subproduto da criacdo de gado; outros graves problemas indiretos de uma
infestacdo por carrapato sdo a transmissdo de diversos agentes patogénicos, principalmente
Babesia spp. e Anaplasma marginale, ligados ao complexo de doencas denominado Tristeza
Parasitaria Bovina que podem levar a alta morbidade e, até mesmo, mortalidade do gado
(JONSSON et al., 2008). A inoculacdo desses agentes ocorre durante o repasto sanguineo,
sendo excretados junto a saliva do carrapato para a corrente sanguinea do hospedeiro (GOHIL
et al.,2013), sendo que em A. marginale, o provavel vetor seja 0 macho de R. microplus e as
larvas e ninfas séo responsaveis pela veiculacdo de B. bovis e B. bigemina, respectivamente
(STILLER; COAN, 1995; GOHIL et al.,2013).

Apesar da importancia econdmica elevada, ndo ha um programa governamental de
controle dessa ectoparasitose, frequentemente ficando a cargo do proprio produtor, sem o
auxilio de um profissional competente, a escolha de um tratamento, sendo muitas vezes
inadequado (FURLONG, 2005). O controle quimico vem sendo usado ha anos e, ainda é a
principal forma de controle utilizada na grande maioria dos rebanhos, porém, além de trazer
um impacto ecologico significativo (BULLMAN et al., 1996), presenca de residuos na carne e
leite (KUNZ; KEMP, 1994), ha cada vez mais problemas com o desenvolvimento de cepas de
carrapatos resistentes as principais bases quimicas presentes no mercado como
organofosforados (PATARROYO; COSTA,1980), piretrdides (NOLAN, 1989; MENDES et
al., 2013) amitraz (SOBERANES et al., 2002), ivermectina (MARTINS; FURLONG, 2001),
fipronil (CASTRO-JANER et al., 2010) e também a associacdes de duas ou mais drogas
(BENAVIDES et al, 2000; FERNANDEZ-SALAS et al., 2012; POHL et al., 2012).

O desenvolvimento de uma nova base quimica que seja segura e eficaz € muito dificil e
demandaria um altissimo investimento financeiro (GRAF et al., 2004), sendo assim o0 uso de
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métodos alternativos de controle vém ganhando cada vez mais espago e serd posteriormente
discutido nessa reviséo de literatura.

Corpo Gorduroso

O corpo gorduroso dos artropodes € um 6Orgdo de extrema importancia metabdlica e
reprodutiva, especialmente em insetos. Como o préprio nome diz, a principal funcdo desse
6rgdo € a reserva energética, especialmente de lipideos e glicidios, sendo os triglicerideos, os
mais abundantes em carrapatos e insetos (ANGELO et al., 2013; ARRESE;SOULAGES,
2010). Porém, esse 6rgdo ainda possui muitas outras fungdes metabdlicas como estocagem de
aminoécidos, sintese de importantantes proteinas da hemolinfa, producdo de peptideos
antimicrobianos, producdo de vitelogenina e detoxificacdo de metabGlicos de nitrogénio
(COHEN, 2009; LIPOVSEK et al., 2011).

Os trofdcitos sdo o Unico tipo celular a compor esse 6rgdo (SONENSHINE; ROE, 2013).
Denardi et al. (2008) descreveram dois tipos de trofocitos: os arredondados e os cubicos, que
possuiam uma é&rea citoplasméatica menor. A forma clbica estaria presente na forma de
corddes celulares, enquanto a forma arredondada localizada de forma isolada acima desses
cordbes. Até o momento, ndo ha descricdo de variacdo funcional entre essas celulas na
literatura.

O corpo gorduroso de carrapatos, assim como o dos insetos, se encontra em dois
principais sitios de localizacdo: associado a parede interna do tegumento, revestindo todo o
idiossoma, intimamente ligado as traqueiolas componentes do sistema respiratorio; e proximo
ao sistema digestivo e reprodutor (SONENSHINE; ROE, 2013; DENARDI et al., 2008).
Obenchain e Oliver (1973) denominaram essas regides de central (ao redor dos 6rgéos) e
periférico (disperso junto ao tegumento). No entanto, Denardi et al. (2008) propuseram
utilizar a mesma terminologia que é usada em insetos, passando a ser aceito 0s termos
parietal, substituindo periférico, e perivisceral, substituindo central, por ser mais adequada em
relacdo a localizagdo desses 6rgaos.

Em insetos, a porcdo perivisceral, intimamente ligada a regido abdominal onde se
localiza o intestino médio, esta relacionada a atividades enddcrinas de producao de moléculas
carreadoras de substancias pela hemolinfa e horménios digestivos, producdo de ferritina,
vitelogénese, enquanto a porcdo associada ao tecido conjuntivo do exoesqueleto esta
relacionada a reserva de nutrientes, principalmente glicogénio e lipidios (CHAPMAN, 1998;
SONENSHINE; ROE, 2013). J4 em carrapatos, as funcdes metabdlicas do 6rgdo ndo sdo bem
definidas, apenas aspectos estruturais sdo bem conhecidos, ndo havendo diferencas celulares e
estruturais entre essas duas porcdes do drgéo.

Ao contrario do corpo gorduroso dos insetos, em carrapatos esse 0rgdo € menos
evoluido. Dessa forma, as fungdes metabdlicas sdo bastante reduzidas em comparacdo a
estocagem lipidica, sendo altamente ativo ap0s o periodo de alimentacdo (DENARDI et al.,
2008; SONENSHINE; ROE, 2013).

Outra importante diferenca entre carrapatos e insetos € a importancia do 6rgdo na
vitelogénese, pois enquanto em insetos, 0 6rgdo é o unico sitio de producdo de vitelogenina,
em carrapatos a producdo é reduzida nesse local (que participa principalmente na producédo de
energia para esse processo ser realizado principalmente nos odcitos e células pedicelos do
ovario e no intestino médio) (CAMARGO-MATHIAS, 2013).

O corpo gorduroso participa ativamente da resposta imune a injarias nos insetos, com
participacdo na producdo de diversos peptideos antimicrobianos (BULET et al., 1999). Em
carrapatos, essa funcdo imune estd mais relacionada aos hemaécitos que ficam dispersos pela
hemolinfa, apesar disso, ha presenca de genes precursores de defensinas, incluindo a



microplusina por R. microplus, nos trofocitos, indicando a producdo dessas moléculas nesse
6rgdo em carrapatos (FOGAGCA et al., 2004),

Rezende (2013) detectou a presenca de receptores do tipo Toll-like em trofdcitos
arredondados de R. microplus, que sofria um aumento de expressdo mediante infeccdo
fungica por B. bassiana s.l., sugerindo a participacdo desse tipo celular, de forma ativa, em
desafios imunes a esse carrapato

Metarhizium anisopliae sensu lato

Os hipomicetos do genéro Metarhizium (Mestchikoff) Sorokin (1883) (Hypocreales:
Clavicipitaceae) séo fungos filamentosos, que sdo encontrados em solo, na rizosfera de
plantas ou em cadaveres de artrépodes de quase todo o planeta, com excecdo ao continente
antartico (apesar de possuir isolamentos proximos ao circulo Antértico) (ROBERTS; ST.
LEGER, 2004; SCHARANK; VAINSTEIN, 2010). E um fungo de micélio esbranquicado a
amarelado, tendo coloracdo totalmente esverdeada (olivaceo) quando o conidio, uninucleado e
cilindrico, se torna maduro (BISCHOFF et al., 2009).

Metarhizium anisopliae sensu lato (s.I) € um fungo mesofilico, ou seja, capaz de crescer
em uma faixa de tempetatura geral de 15 a 35°C, tendo uma temperatura O6tima para o
crescimento e a germinacéo entre 25 e 30°C (MILNER et al., 2003). Porém, diversos estudos
envolvendo termotolerancia ja foram realizados, demonstrando a presenca de isolados e
espécies tolerantes a frio e a calor (YIP et al., 1992; BIDOCHKA et al., 2001; FERNANDES
et al., 2008). Por exemplo, a espécie M. acridum possui alta tolerancia ao calor, havendo
crescimento de alguns conidios mesmo ap0s expostos a temperatura de 45°C, ja Metarhizium
do complexo flaviviride apresentou alta atividade em baixa temperatura (5°C) (FERNANDES
et al., 2010).

Outro fator abidtico de grande importancia para a sobrevivéncia e infectividade fungica é
a umidade relativa. Os entomopatdgenos necessitam de alta taxa de umidade relativa para
germinarem, geralmente entre 80-90% (ZIMMERMANN, 2007a). Porém, estudos anteriores
relatam germinacdo de conidios a baixa umidade (RIBEIRO et al., 1992; BATEMAN et al.,
1993) demonstrando que apesar de muito importante e influenciar diretamente na eficicia da
germincao, baixa umidade ndo € um fator limitante para esse processo por si so.

Por sua vez, o principal fator limitante da eficiéncia do fungo no ambiente e em trabalhos
a campo ¢é a radiacdo ultravioleta (emitida pelo sol) (CAGAN; SVERCEL, 2001), inativando
0 conidio, podendo levar a danos ao DNA e induzir mutacGes génicas (NICHOLSON et al.,
2000). Diversos trabalhos envolvendo radiacéo solar demonstraram que conidios expostos por
poucas horas a raios de luz UV-B (280 a 320 nm) e UV-A (320 a 400 nm), componentes
importantes da luz solar, se tornaram incapazes de germinar (ALVES et al., 1998; BRAGA et
al., 2001a,b; FERNANDES et al., 2007).

A primeira descricdo desse género ocorreu em 1879, na Ucrania, por Metschnikoff,
sendo denominado, primeiramente, como Entomophora anisopliae devido ao seu primeiro
hospedeiro relatado, o besouro Anisoplia austriaca. Ja no ano seguinte, em 1880,0 nome da
espécie € alterado pela primeira vez, passando a ser denominado Isaria destructor. O nome
Metarhizium passa a ser usado em 1883, quando o russo Sorokin descreve o fungo como
Metarhizium anisopliae (ROBERTS; ST. LEGER, 2004), denominando a infeccdo de
muscardine verde, ja que ao final do processo de infec¢do, ha conidiogénese sobre os
cadaveres apresentavam tons claros ou escuros de verde (ZIMMERMANN, 2007b), diferente
de muscardine branca causada pelo fungo B. bassiana, que em processo semelhante recobre o
inseto por conidios de coloracdo branca (ZIMMERMANN, 2007a). Uma errénea traducdo do
russo fez com que o género fosse denominado “Metarrhizium” com dupla grafia da letra “r”



até o ano de 1976, quando Tulloch propés em uma detalhada revisdo sobre o género a grafia
atual, correta segundo o cddigo internacional de nomenclatura.

Nessa mesma revisao, baseada em suas caracteristicas morfologicas, Tulloch avaliou as
11 especies e duas variedades (M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. major , M.
flavoviride, M. album, M. brunneum, M. cicadinum, M. gigas, M. chrysorrheaem, M.
glutinosum, M. leptophyei, M. truncatum e M. velutinum) descritas até entdo por diversos
autores, unificando-as em M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. major e M.
flavoviride. As outras espécies se juntaram as duas oficializadas ou realocadas para outros
géneros, sendo esse 0 primeiro grande estudo de revisdo do género.

Nas décadas posteriores, diversos estudos revisaram e incluiram novas espécies e
variedades nesse género, todos baseados em morfologia, composicdo dos micélios, e
resisténcia a efeitos abidticos como temperatura e radiacdo (ROMBACH et al, 1986; GUO et
al., 1986, YIP et al., 1992; RATH et al., 1995)

Driver et al. (2000) propuseram a primeira grande reclassificagdo molecular do género,
baseados no sequenciamento da regido ITS do rDNA flngico, reconhecendo dez linhagens
distintas, dividindo o género em trés espécies: M. album, M. anisopliae e M. flavoviride,
representando nove variedades, M. flavoviride tipo E, M. flavoviride var. flavoviride, M.
flavoviride var. minus, M. flavoviride var. novazealandicum, M. flavoviride var. pemphigum,
M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. majus, M. anisopliae var. acridum e M.
anisopliae var. lepidiotum.

Mais recentemente, Bischoff et al. (2009) elaboraram uma nova abordagem filogenética
multigénica, a fim de avaliarem as relacbes moleculares dentro das espécies, variedades e
isolados que classificaram como complexo Metarhizium anisopliae. A partir de evidéncias
filogenéticas e morfoldgicas, os autores concluiram haver um carater monofilético (de
ancestral comum) de nove taxons terminais (que compdem esse complexo), reconhecendo
como espécie: M. anisopliae, M. guizhouense, M. pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, M.
majus e M. brunneum, antes variedades, e descrevendo duas novas espécies: M. globosum e
M. robertsii. Os isolados ainda ndo classificados segundo a analise descrita por esses autores
passaram a ter a denominacdo M. anisopliae sensu lato (s.l.), ou seja, pertencentes ao
complexo M. anisopliae, porém sem espécie definida.

Durante muitos anos, o fungo Metarhizium sé era conhecido por sua forma assexuada,
porém, Liang et al. (1991) descrevem a forma teleomorfa, ou seja, sexuada, do género,
relacionando Cordyceps taii como teleomorfo de M. taii, posteriormente descrito por Bischoff
et al. (2009) como sinonimia de M. guizhouense). A transformacdo de forma assexuada para
forma sexuada depende de diversos fatores ambientais e, como grande vantagem, permite
uma maior variabilidade genética. Apds essa descoberta, Liu et al. (2001) descreveram C.
brittlebankisoides e idenficaram como teleomorfo de M. anisopliae var. majus (LIU et al.,
2002), posteriormente M. majus. Estudos moleculares feitos por Sung et al. (2007)
transferiram a nomenclatura da forma de Cordyceps para Metacordyceps, por conta do nome
da forma assexuada do fungo.

Controle biologico por entomopatogénicos

Relatos de doencas em artropodes ocorrem desde o inicio da civilizacdo. Os primeiros
reportes cientificos de micro-organismos infectando insetos datam do século XVIII. Réaumur
em 1776 relatou a presenca do fungo Cordyceps sp. infectando larvas de lepidopteros. Ja em
1835, Bassi descobriu que um micrébio parasita, mais tarde nomeado como Beauverian
bassiana, era causador muscardine branca, doenca do bicho-da-seda, comprovando a natureza
infecciosa de um agente microbiano (ZIMMERMANN, 2007a). Metchnikoff, em 1879,
realizava os primeiros testes para controle microbiano do besouro Anisoplia austriaca,

7



utilizando conidios do fungo Metarhizium anisopliae que causava uma doenga conhecida
como muscardine verde nos insetos (ZIMMERMANN, 2007Db).

O termo controle bioldgico foi utilizado pela primeira por Smith (1919) para designar a
introducdo ou outro tipo de manipulagédo de inimigos naturais, com a finalidade de controlar a
populacbes de pestes agricolas (WILSON; HUFFAKER, 1976). Uma definicdo atual de
controle bioldgico foi proposta por Eilenberg et al. (2001) como: “o uso de organismos vivos
para suprimir a densidade populacional ou o impacto de organismos pestes, deixando-o0s
menos abundantes ou menos nocivos do que, caso contrario, seriam”.

Segundo Eilenberg et al. (2009) existem trés técnicas para a implantacdo do controle
biol6gico em uma éarea: o controle biolégico classico, que consiste na introducdo de uma
espécie exotica em uma regido afetada pela praga a ser controlada, sendo a forma mais
comumente utilizada (ERTHAL JR, 2011); controle biolégico aumentativo, que consiste em
uma grande, tipo inundativo, ou pequena, tipo inoculativo, introducdo de um inimigo natural
que nem sempre se encontra em quantidade necessaria para um controle eficaz durante todo o
ano ou em uma época especifica; e, por ultimo, o controle bioldgico conservativo, que
consiste em favorecer a populacdo de inimigos naturais de uma area alterando o ambiente
para isso.

A literatura traz um grande numero de trabalhos sobre o controle microbiologico de
artropodes. Os estudos do uso desses bioagentes para pragas agricolas sdo bem desenvolvidos,
mas para controle de carrapatos ainda possui diversas lacunas (SAMISH et al., 2004). O uso
de fungos e nematoOides tem ganhado destaque como entomopatdgenos com potencial
acaricida. Parasitoides também demonstraram sucesso em programas inundativos (MWANGI
et al., 1997); bacteérias e virus geneticamente recombinados também ja foram estudados mas
sem sucesso pratico em programas de controle (SAMISH et al., 2004).

Dentre os micro-organismos utilizados para controle microbiano de artrépodes, os fungos
entomopatogénicos sao 0s mais estudados e apresentam étimos resultados em estudos in vitro
e a campo (SAMISH et al., 2004; FERNANDES; BITTENCOURT, 2008; FERNANDES et
al., 2012).

Mais de 700 espécies, pertencentes a quase 90 géneros, ja foram descritas sendo
patogénicas a artropodes (SAMISH et al., 2004). As principais caracteristicas, que fazem dos
fungos excelentes alvos da pesquisa sobre controle de artropodes, sdo a capacidade desses de
penetrar ativamente pela cuticula do hospedeiro, a habilidade de agir de forma letal sobre
diferentes formas do inseto ou acaro e a relativa especificidade sobre um determinado
artropode, capacidade de multiplicacdo e dispersdo no ambiente, facilidade de producdo do
agente patogénico em condicBes laboratoriais, compatibilidade do entomopatdgeno com
inseticidas quimicos; facilidade de aplicacdo, seguranca em relacdo a poluicdo ambiental e a
salde de seres humanos e animais e efeito residual (ALVES, 1998). No entanto, também séo
relatadas desvantagens como acdo letal lenta, necessidade de alta umidade para melhor
eficiéncia, relativa susceptibilidade a radiacdo UV e efeito sobre invertebrados ndo alvos
(ZIMMERMANN, 2007 a e b).

Metarhizium anisopliae s.l. foi o primeiro agente a ser reconhecido como potencial
candidato ao controle biolégico de pragas agricolas, ainda em 1888 quando foi produzido e
aspergido em massa no campo, na Russia, busca do controle de Cleonus punctiventris
(FARIA; WRAIGHT, 2007). No Brasil, diversas pragas agricolas possuem importantes
pesquisas para 0 uso a campo desse micopesticida, destacando-se o controle da cigarrinha-da-
pastagem (Deois flavopicta, Zulia entreriana), cigarrinha-da-cana (Mahanarva posticata, M.
fimbriolata), cupim-das-pastagens (Cornitermes cumulans), cupim da cana-de-acucar (Género
Heterotermes), broca-da-bananeira (Cosmopolites sordidus), broca-dos-citros (Diploschema
rotundicolle), broca-do-café (Hypothenemus hampei) e do percevejo-do-colmo do arroz
(Tibraca limbativentris) (ALVES, 1998). Polar et al. (2008) relatam que M. anisopliae s.I.
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apresenta mais de 200 espécies de hospedeiros, incluindo insetos e &caros pertencentes a
diversos géneros

Estudos com carrapatos abrangem uma alta quantidade de Argasideos e Ixodidios.
Amblyomma maculatuma, A. variegatum, A. americanum, A cajenense, Argas persicus,
Dermacentor nitens, Hyalomma anatolicum, I. scapularis, R. appendiculatus, R. microplus,
R. sanguineus (FERNANDES et al., 2012; KAAYA; HASSAN, 2000; POURSEYED et al.,
2010; SOUZA et al.,, 2009; SUN et al., 2011) e outros apresentaram bons resultados,
demonstrando a possibilidade de controle bioldgico.

A infeccdo do carrapato via penetracdo ativa pela cuticula esta relacionada a uma agédo
mecanico-enzimatica (ARRUDA et al., 2005). Ap6s entrar em contato com a cuticula dos
artrépodes, os conidios desses fungos iniciam o processo de germinacao e, entdo, ha liberaco
de diversas enzimas, especialmente proteases, lipases e quitinases, que de forma conjunta com
a pressao mecanica exercida pelo apressério (estrutura formada pela diferenciacdo do tubo
germinativo) do fungo, consegue transpor o exoesqueleto integro do ectoparasito (SANTI et
al., 2010; SANTI et al., 2010b; PERINOTTO et al., 2013). Esse mecanismo é comum a
grande maioria dos fungos entomopatogénicos, porém ha diferencas importantes entre alguns
deles como no caso de Nomuraea sp (SRISUKCHAY AKUL et al., 2005; PERINOTTO et al.,
2012) em que ndo ha a formacdo do apressorio. Esse processo de infec¢do pela cuticula €
fundamental no sucesso do controle por fungos, pois, dessa forma, ndo é necessaria a ingestdo
dos conidios fungicos (como acontece com bactérias e virus) para inicio do processo
patogénico (ALVES, 1998), o que seria bastante dificultado em carrapatos. Apds a penetracao
do fungo, inicia-se o processo de colonizagdo dos orgdos internos do artropode em que as
hifas sofrem engrossamento, ramificam-se e diferenciam-se em blastosporos na hemocele do
hospedeiro. Em insetos, toxinas liberadas pelos fungos, como a destruxina A por M.
anisopliae s.l., sdo capazes de levar o artropode a morte ao serem produzidas no interior do
inseto infectado pelo fungo. Ja em carrapatos, Golo et al. (2011) descreveram que essas
toxinas ndo causam efeitos deletérios, quando aplicadas isoladamente, aos parametros
biologicos das fémeas, necessitando da acdo mecanica e enzimatica do fungo para levar o
acaro a morte. Apos a morte e deplecdo dos nutrientes, os fungos sdo capazes de
recolonizarem a cuticula, havendo producédo de conidios e nova dispersdo no ambiente.

Perinotto et al. (2012) descreveram que populacGes diferentes da mesma espécie de
carrapato podem ter variacdo na susceptibilidade a um mesmo isolado fungico. Isso
demonstra mecanismo de selecdo de cepas resistentes a esses fungos acontece naturalmente
no ambiente, isso ocorre devido aos carrapatos viverem no solo durante a fase ndo parasitaria,
ja tendo entrado em contato com conidios fungicos.

Outra grande vantagem do uso de fungos entomopatogénicos € a possibilidade de
sinergismo com bases quimicas (BAHIENSE et al., 2006). Assim, pode-se atingir melhores
resultados no controle, mesmo com menor uso de acaricidas quimicos (e consequente menor
impacto ambiental e sobre o animal infestado pelo carrapato).

Dentre os fungos mais estudados para controle microbiano de carrapatos, destacam-se B.
bassiana e M. anisopliae s.I. (FERNANDES et al., 2011). Diversos estudos em laboratorio
demonstram Otimos resultados contra carrapatos (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008;
LEEMON; JONSSON, 2008). Ja em trabalhos em condi¢cdes de campo ou em estabulos, 0s
resultados sdo bastante divergentes (POLAR et al.,, 2008; GARCIA et al., 2011). Outros
fungos como Lecanicillum lecanii, Isaria sp., Nomuraea sp. etc. também ja foram utilizados
sobre carrapatos, sendo L. lecanii o que apresentou melhores resultados que o qualificam
como um possivel agente de controle (ANGELO et al, 2010). No Brasil, ja foram encontrados
isolados de M. anisopliae s.l. infectando naturalmente fémeas de R. Microplus, demonstrando
que essa interacdo ocorre naturalmente (COSTA et al., 2002).



A grande maioria dos estudos descritos na literatura foi realizada utilizando-se suspenséo
de conidio em solugdo de &gua destilada e Tween 80. Esse tipo de suspensdo é muito eficaz
em laboratorio, apresentando, muitas vezes, Otimos resultados (FERNANDES;
BITTENCOURT, 2008). Porém, Polar et al. (2008), ao descreverem diversos trabalhos
envolvendo tratamentos em condicdo de campo, relatam que apenas estudos com sucessivas e
massivas aplicacbes de conidios foram capazes de levar a diminuicdo do numero de
carrapatos na area tratada, o que eleva bastante os custos dos programas de controle. Esses
resultados demonstram que fatores ambientais como baixa umidade, radiagdo UV,
temperatura alta etc. sdo altamente deletérios a esses fungos, resultando em diminuicdo
significativa da sua patogenicidade. Dessa forma, formulacdes a base de 6leo (KAAYA;
HASSAN, 2000) ou gel polimerizado (SOUZA et al., 2009) s&o indicados a fim de proteger
0s conidios do ambiente.

Apesar da imensidade de trabalhos publicados sobre o uso de fungos sobre carrapatos, o
comércio de produtos destinados a isso ainda € muito limitado. Pelo menos 12 espécies ou
sub-espécies sdo empregadas como ingredientes ativos de micoinseticidas e micoacaricidas
visando o controle de pragas, embora algumas ndo estejam atualmente disponiveis no
mercado. Produtos a base de B. bassiana s.l. (34,1%), M. anisopliae s.l. (33,5%), Isaria
fumosorosea (5,9%) ou B. brongniartii (4,1%) sé@o os mais comuns dentre os 170 produtos
desenvolvidos em escala global (FARIA; WRAIGHT, 2007), desses produtos, apenas dois,
comercializados nos E.U.A. sdo indicados diretamente a carrapatos pelo fabricante.

A proteina cinase ativada por AMP (AMPK)

Os primeiros relatos de cinases capazes de regular importantes enzimas do metabolismo
de mamiferos datam de 1973, quando Beg et al. e Carlson & Kim descreveram enzimas, que
em baixos indices de ATP, regulavam a ativadade das enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
redutase (HMG-CoA redutase) e acetil CoA carboxilase (ACC) chaves no metabolismo
lipidico (STEINBERG; KEMP, 2009), sugerindo que essa ativacdo ocorreria em fungdo dos
altos niveis de AMPc na celula. Anos mais tarde, Yeh et al. (1980) foram os primeiros a
reconhecer 0 aumento dos niveis de AMP como ativador dessa cascata enzimatica, apesar de
ndo associarem isso a uma cinase. S6 em 1987, Carling et al. foram os primeiros a provar que
as enzimas descritas em 1973 eram na verdade uma s@, capaz de modular as duas vias por
fosforilacdo e descreveram, pela primeira vez, a cinase ativada por AMP (que comecaria a ser
chamada de AMPK por Munday et al. (1988)).

A AMPK (EC 2.7.11.31) é uma enzima heterotrimeérica formada pelas subunidades a
(catalitica), B e y (regulatérias) (GOWANS; HARDIE, 2014; SANZ et al., 2013). Cada uma
dessas pode ser formada por difrentes isoformas (al,a2, B1, 2 e y1,y2,y3), sendo todas as 12
combinacgdes capazes de formar um complexo (HARDIE, 2003). Cada subunidade possui um
gene codificador, porém alguns desses residuos podem se alterar durante a expressdo de éxons
na transcricdo do gene, levando a pequenas alteracdes da subunidade transcrita
(STEINBERG; KEMP, 2009).

A ativacdo da AMPK ocorre em decorréncia de uma mudanca da carga energética
celular, sinalizada pelo aumento nos niveis de AMP celular, com o consequente decréscimo
dos niveis de ATP; especula-se que o nivel de ADP também interfira nessa ativacdo
(GOWANS; HARDIE, 2014). O equilibrio [ATP]:[ADP] é de suma importancia para uma
célula se manter viavel. Em periodos com alta disponibilidade de energia, o ADP € convertido
em ATP com a adicdo de uma molécula de fosfato. J& em periodos de baixa energética, esse
ATP é quebrado, liberando energia. Cabe a AMPK coordenar vias que levem a producéo de
ATP nessa condicao de catabolismo (CARLING, 2004).
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A subunidade a catalitica possui em sua estrutura dominios de serina /treonina na por¢ao
N-terminal que possuem alta atividade apds serem fosforilados em um residuo de treonina
(conhecido como Thr'’? devido 4 posi¢do do aminoacido nesses dominios). A subunidade B,
por sua vez, possui um importante papel conformacional da enzima (ligando a subunidade o a
v), além de ter fungdes regulatorias (SANZ et al, 2013). A ativacdo desses dominios é
facilitada pelo aumento da relacdo AMP/ATP que alostericamente (por ligagdo a subunidade
v) for¢ca uma mudanga conformacional na enzima, expondo o sitio de fosforilagdo (Thrm) que
sofrerd a acdo de cinases regulatorias, denominadas AMPK cinases (AMPKK). (GOWANS;
HARDIE, 2014). Essa ligacdo do AMP a AMPK néo sé facilita a ativagdo pelas AMPKK
como também dificulta a acdo das fosfatases que levariam ao fim da atividade da subunidade
o (DAVIES et al., 1995).

A principal enzima responsavel pela fosforilagdo e, consequente, ativacdo da AMPK é
uma cinase B1 do figado do complexo supressor tumoral (LKB1), também conhecido como
STK11 (serina/treonina cinase 11) (SHACKELFORD; SHAW, 2009), porém, as CaMKKs
(proteinas cinase cinases ativadas por Ca?*/calmodulina), especialmente a CaMKKR, podem
desempenhar um papel fundamental na cascata de ativacdo dessa enzima apds estimulos
decorrentes da baixa energética (GOWANS; HARDIE, 2014) (Figura 1).

e
+—| CAMKKp
ATP
ATP
f
TAMP/ATP

Figura 1. Esquema de ativagdo da proteina AMPK e suas regulagdes. Adaptado de
RUDERMAN et al. (2010)

Ja a inibicdo pode ser alostérica, por aumento das concentracdes de ATP, em detrimento
da de AMP na célula, além disso, na subunidade B da AMPK presente no musculo possui
sitios de ligacdo com glicogénio que, provavelmente, é capaz de inibir a atividade dessa
enzima (HARDIE, 2011). A inibicdo pode ocorrer, também, por acdo enzimatica pela
defosforilagdo do residuo Thr'”? sendo mediada pelas proteinas-fosfatases 2A e 2C (PP2A e
PP2C) (DAVIES et al., 1995; PARK et al., 2013). Outra via inibitoria importante envolve
uma cascata de ativacdo de PKA, por aumento dos niveis de AMPc (GOWANS; HARDIE,
2014). Apos ativada, a PKA € capaz de diminuir a AMPK indiretamente, por modular
negativamente a atividade da CaMKKZp, e diretamente, fosforilando os residuos 485 ¢ 491 de
serina (nas subunidades al e 02, respectivamente) (HURLEY et al., 2006).

Diversos ativadores farmacoldgicos estdo descritos na literatura, entre eles pode-se citar:
oligomicina, sorbitol, resveratrol, metformina, fenobarbital, 5-aminoimidazol-4-carboxamido
ribosidio (AICAR) etc. A grande maioria desses ativadores, ainda, ndo possuem seu
mecanismo de acdo totalmente descrito, apesar de quases todos envolverem ativacdo
alostérica (STEINBERG; KEMP, 2009; HAWLEY et al., 2010). O mais estudado dentre
esses € 0 AICAR, que, ao entrar na célula sofre uma série de modificac@es se transformando
em ZMP, um mimético do AMP, dessa forma se tornando apto a ligar e ativar a subunidade y
da AMPK (HAWLEY et al., 2010).. Por outro lado, ndo ha inibidores farmacoldgicos
especificos para AMPK; o Composto C, uma pirrazolopirimida que é capaz de atuar como
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antagonista do ATP que inibiria a enzima, foi durante anos usado como inibidor, mas hoje
sabe-se que essa molécula além de também inibir outras vias sem ligacdo a AMPK, também
ndo é capaz de inibir essa via em todas as situacdes metabdlicas (VIOLLET et al., 2010).

A atuacdo da AMPK estd ligada a expressdao génica e ativacdo direta sobre o
metabolismo da glicose, de lipidios e sobre sintese proteica. De uma maneira geral, seus
efeitos sdo desligar as vias metabdlicas que consumam ATP (vias anabdlicas) e, a0 mesmo
tempo, estimular vias de producdo de ATP (catabdlicas) com o objetivo de manter a
homeostase energética na célula (GOWANS; HARDIE, 2014).

Como a dissertacdo abordara apenas a vertente lipidica, na revisdo de literatura sera
focada nesse ramo metabdlico dessa enzima.

O primeiro efeito da AMPK no metabolismo lipidico esta na obtencéo desses lipidios, em
estado de privacdo energética. E especulado que as enzimas acido graxo translocase
(FAT/CD36) e proteina ligadora de acido graxo (FABP) sejam estimuladas pela AMPK a
aumentar a entrada de lipidios pela membrana da célula (LIUKEN et al., 2003; BONEN et al.,
2007). Long et al. (2005) demonstraram que ratos knockout para a fragdo y3 da AMPK nao
sofrem 0 aumento da atividade de FAT/CD36 em baixa energética, sugerindo ainda mais que
essa relacdo exista de forma direta.

A ativacdo de AMPK esta fortemente associada com a fosforilagdo e inativacdo da
enzima &cido graxo carboxilase (ACC) (STEINBERG; KEMP, 2009). Com essa inativacéo,
ndo ha conversdo de acetil CoA em malonil CoA, portanto ndo havendo inibicdo competitiva
da canitina acil transferase, levando a predominancia da beta-oxidacdo sobre a sintese de
acido graxos.

Um ponto chave para a sintese de trigliceridios é a conversdo de glicerol-3-fosfato em
acido lisofosfatidico sendo comandada pela enzima glicerol-3-fosfato acil transferase (GPAT)
(STEINBERG; KEMP, 2009). Em tecidos ricos em lipidios, a ativacdo de AMPK leva a
inibicdo da atividade dessa enzima, porém, o mecanismo de inibicdo ndo é totalmente
conhecido, sendo especulado a atuacdo de uma outra molécula nessa interacéo, ja que ndo ha
descricao de fosforilacdo direta de AMPK sobre GPAT (MUOIO et al., 1999).

Outra via importante que também € inibida por acdo da AMPK é a de sintese de
colesterol. Ao fosforilar a enzima HMGCoa redutase no residuo Ser182 (em humanos), ha
inibicdo da atividade catalitica dessa enzima (STEINBERG; KEMP, 2009). Esse processo,
provavelmente, esta relacionado a ativacdo da AMPK por acdo hormonal de adiponectina
(YAMAUCHI et al, 2002).

Além da acdo direta sobre vias de producao de lipidios, a AMPK € capaz de atuar em
longo prazo sobre essas vias, diminuindo a expressao de genes lipogénicos (como FAS, S14,
L -PK e SREBP-1) (STEINBERG; KEMP, 2009).

Em contrapartida, a AMPK possui acdo inibidora sobre a lipase-horménio sensivel
(HSL), uma das enzimas responsaveis pela lipdlise atuando sobre a quebra de triacilglicerol
em acidos graxos livres e na liberacdo dessas moléculas pelos adipocitos (SULLIVAN et al.
1994; DAVAL et al., 2005). Ou seja, curiosamente a AMPK ¢é capaz de inibir a producao e,
ao mesmo tempo, regular a quebra e liberacdo de novas moléculas de &cido graxo em
determinadas céluas. Uma possivel explicacdo para esse fato é dada por Daval et al. (2005)
que especula que essa acdo regulatoria seja um feedbak para os niveis de &cido graxo do
individuo, evitando altas concentracdes livres que poderia ter uma acdo toxica.

Proteina cinase ativada por estimulo extracelular (ERK)
Proteinas cinase ativadas por estimulo extracelular (ERK) sdo serina/treonina cinases

pertencentes a superfamilia das MAPK (proteinas cinase ativadas por mitdgenos), juntamente
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com as vias SAPK/INK (proteina cinase ativada por estresse/c-jun cinase) e a via da cinase
p38.

A ativacdo da via ERK, de uma forma geral, por receptores do tipo tirosina cinase (como
na via da insulina), por integrinas (associados a fatores de crescimento) ou por canais idnicos
de célcio (ligados a ativacdo de proteinas cinases ¢ (PKC)) (YEE et al., 2008; ROSKOSKI JR,
2012).

A cascata de ativagdo da ERK se inicia com a ativacdo desses receptores/canais de
membranas por mitdégenos. Esse mecanismo leva ao recrutamento e ligacdo com outras
proteinas importantes (como Sos, PLCy, GRB2, Shc) para a ativacdo da enzima Ras ligada a
GTP (GTP-Ras) na membrana plasmatica ou em organelas especificas (WORTZEL;SEGER,
2011). Outra forma de ativacdo da Ras é por via direta da PKC, induzida pela abertura dos
canais de célcio. O préximo passo da via é o recrutamento das enzimas Rafs (Raf-1, A-Raf,
B-Raf) (também chamado de MAP cinase cinase cinase ou MAP3K), sendo fosforilada
diretamente pela GTP-Ras (que se transforma em GDP-Ras) ou por meio da via de fosfatidil-
inusitol 3-fosfato cinase (P13K) (WORTZEL;SEGER, 2011; ROSKOSKI JR, 2012).

Apos ativada, as Rafs seguem a cascata de ativacdo ao fosforilarem as enzimas MEK1 e
2 (também chamadas de MAP cinases cinases ou MAPKK) em residuos tipicos Ser-Xaa-Ala-
Xaa-Ser/Thr presentes nessas enzimas . As MEK 1/2 sdo enzimas de 45 e 46 kDa
(respectivamente), sendo as primeiras descritas como ativadoras da ERK; sdo formadas por
um grande dominio N-terminal e um pequeno dominio catalitico C-terminal. A porcéao
catalitica € capaz de fosforilar residuos regulatorios de treonina e serina na ERK. Os Unicos
alvos conhecidos para essa enzima sdo ERK1/2, o que sugere que essas enzimas sejam,
realmente, especificos moduladores dessa via (WORTZEL; SEGER, 2011). Porém, em
neurdnios e glia de Miiller, a ativacdo de ERK ocorre por uma via resistente a inibicdo da
MEK (KINKL et al., 2001), além disso, em culturas de fibroblastos, metabdlitos de Oxido
nitrico sdo capazes de promover a ativacdo de ERK a partir de um mecanismo envolvendo
PKC e ndo MEK (BAPAT et al., 2001).

O dltimo passo da via € a propria ERK. Duas isoformas bem conservadas ERK 1 (44-
kDa) e ERK 2 (42-kDa) séo ativadas, principalmente, pelas MEKs em residuos treonina e
tirosina, como ja descrito anteriormente (Figura 2). S&o cinases bastantes semelhantes, tendo
0s mesmos alvos de acdo. Séo cinases Pro-direcionadas, ou seja, fosforilam residuos treonina
ou serina localizados préximos a residuos de prolina de suas proteinas alvo (GONZALEZ et
al., 1991).
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Figura 2. Esquema da via de ativagdo da enzima ERK, tambem chamada de via Ras-Raf-
MEK-ERK pela sequéncia de enzimas pertencentes a essa via. Retirado de
http://en.wikipedia.org/wiki/File:MAPKpathway.png

S&o descritos cerca de 200 diferentes alvos para ERKSs, sendo cascatas de ativacfes
importantes para a célula (como vias do metabolismo lipidico, glicidico e proteico),
constituintes de citoesqueleto e alvos nucleares. Estima-se que, uma vez ativada, ERKs sejam
capazes de, ap0s um curto periodo, fosforilar mais de 500 alvos celulares
(WORTZEL;SEGER, 2011).

Mais uma vez, sera dado enfoque as vias do metabolismo lipidico envolvidas com essa
enzima. Greenberg et al. (2001) demonstraram que ERK ¢é capaz de fosforilar HSL, desta
forma aumentando sua atividade catalitica, ou seja, levando a quebra e saida de triacilglicerol
nos adipdcitos formando acidos graxos livres dos adipécitos; além disso, outra acdo de ERK
1/2 é promover o downregulation do ARNm de perilipina, molécula importante para a entrada
de triacilglicerol nas goticulas lipidicas dos adipocitos (RYDEN et al., 2004). Outra atuacéao
no metabolismo lipidico é sobre os fatores de transcricdo SREBP1/2 (elementos reguladores
de esterol ligados a proteina), que atuam diretamente sobre a sintese de colesterol; porém, ndo
é totalmente conhecida a atividade da ERK sobre essa via (GEHART et al., 2011). Além
disso, ERK1/2 tém um papel relevante na diferenciacdo de adipdcitos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Localizagio do Experimento

O estudo foi realizado no Laborat6rio de Controle Microbiano da Estacdo para Pesquisas
Parasitologicas Wilhemn Otto Neitz (EPPWON) do Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada
no municipio de Seropédica-RJ e no Laboratorio de Sinalizagdo Celular, no Instituto de
Bioquimica Meédica Leopoldo de Meis, Centro de Ciéncias da Satde na Universidade Federal
do Rio de Janeiro, localizado no municipio do Rio de Janeiro — RJ.

3.2 Manutencéao das colonias de Metarhizium anisopliae sensu lato(s.l.)

Os isolados de M. anisopliae s.l. utilizados no experimento foram CG 32, CG 112, CG
148, CG 347 e CG 629 (Tabela 1). Para a manutencdo das colbnias, os fungos foram
inoculados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) acrescido de extrato de levedura a
1%. ApOs a inoculacdo, as placas foram mantidas em camara climatizada, tipo B.O.D., a 25 £
1°C e umidade relativa (U.R.) > 80% durante 15 dias para o crescimento fingico e producao
de conidios. Posteriormente, foram armazenadas a 4°C até a realizacdo do bioensaio.

Tabela 1. Isolados de Metarhizium anisopliae s.l. com seus respectivos hospedeiros ou
substrato e origens.

Isolado Hospedeiro/Substrato Local

CG 32 Mahanarva posticata (Homoptera: Cercopidae) Bahia

CG 112 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) Planaltina - DF

CG 148 Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae) Goiania - GO

CG 347 Solo Minagu - GO

CG 629 Mahanarva posticata (Homoptera: Cercopidae) Marechal Deodoro- AL

CG=isolados provenientes da Colecdo de fungos de invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia;

3.3 Obtencéao das suspensdes de M. anisopliae s.l.

Os conidios foram raspados das superficies das placas e ressuspendidos em agua
destilada esteéril e espalhante adesivo Tween 80 a 0,1% (LUZ et al. 1998). A suspenséo foi
quantificada segundo Alves (1998) utilizando camara de Neubauer e microscopio Optico até
atingir-se a concentracdo de 108 conidios/mL. Foram inoculados 10 pL da suspensdo inicial
em meio de cultura BDA para avaliacdo da viabilidade dos conidios de M. anisopliae s.l.
(ALVES, 1998). Partes das suspensdes foram separadas e autoclavadas a fim de inativar a
germinacdo fungica.

3.4 Viabilidade dos conidios

Uma amostra de 10 pL da suspensdo de cada isolado, autoclavado ou ndo, foi transferida
para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e incubada em camara climatizada sob
temperatura de 25 + 1°C e umidade relativa > 80% durante 24 horas. A leitura da viabilidade
dos conidios foi feita através de observacdo direta ao microscopio Optico e o célculo da
germinagdo dos mesmos foi realizado segundo Alves (1998).
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3.5 Obtencéo da coldnia de Rhipicephalus microplus

Fémeas ingurgitadas foram obtidas de infestacdo artificial de trés bezerros mesticos
estabulados (submetido & Comissdo de Etica da UFRRJ, protocolo 2083.011620/2011-68) da
EPPWON, em estabulo situado em Seropédica - RJ, entre 0s paralelos 22°49° e¢ 22°45° de
latitude sul, e os meridianos 43°38’ e 43°42’ de longitude oeste de Greenwich, com altitude de
33 metros e clima subtropical.

Apos cerca de 21 dias de infestacdo, as fémeas totalmente ingurgitadas foram coletadas
do solo das baias, levadas ao laboratorio, lavadas em agua corrente e foi realizada a assepsia
da cuticula utilizando hipoclorito de sodio a 1%.

3.6 Tratamento das fémeas por inoculacao

No tratamento por inoculacdo, as fémeas foram divididas em 14 grupos, com dez fémeas
cada. O peso dos grupos foi padronizado. Os grupos tratados seguem descritos na Tabela 2.
Para os grupos tratados, foram inoculados nas fémeas, cinco pL de suspensdo fungica viavel
ou autoclavada através do método de inoculagdo escolhido foi o descrito por Johns et al.
(1998), que utiliza o forame entre o capitulo e a base do escudo para as aplicagdes. As
suspensdes apresentavam as concentracdes de 10° conidios/mL.

Apos os tratamentos as fémeas foram dispostas em placas de Petri e acondicionadas em
camaras climatizadas (UR> 80% e T 27 = 1°C) até o momento da coleta do corpo gorduroso.

Tabela 2. Identificacdo dos grupos de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
estabelecidos nos tratamentos utilizando diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.1.

Siglas Descricédo dos grupos

Grupo controle de fémeas ingurgitadas que ndo recebeu qualquer

CTR24eCTR 48 tratamento.Coletas realizadas 24 horas (h) e 48h apos o tratamento.

Grupo controle de fémeas ingurgitadas inoculadas com agua
H20 24 e H20 48 destilada estéril e Tween 80 0,01%. Coletas realizadas 24h e 48h apds
o tratamento.

Grupo de fémeas ingurgitadas tratadas por inoculacéo de
suspensdo conidial autoclavada (promovendo a inativacdo dos
conidios) do respectivo isolado de Metarhizium anisopliae s.l..

CG32A CG112
A CG 148 A, CG 347

AeCG629 A Coletas realizadas 24h e 48h ap0s o tratamento.
CG32V,CG112 Grupo de fémeas ingurgitadas tratadas por inoculacdo de
V, CG 148 V, CG 347 suspensao conidial viavel do respectivo isolado de Metarhizium
V,e CG 629V anisopliae s.l.. Coletas realizadas 24h e 48h apds o tratamento.
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3.7 Coleta de Corpo Gorduroso periférico

A coleta dos corpos gordurosos perifericos ocorreu 24 e 48h depois do tratamento.

A coleta do CG do carrapato foi realizada em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS). Foi realizado um corte na extremidade anterior das fémeas permitindo o esgotamento
total das visceras, sem pressionar para que ndo houvesse a retirada do corpo gorduroso.

Apos isso, 0 exoesqueleto de quitina foi aberto de forma antero-antero lateral oposta,
separando cuticula dorsal da parede ventral, permitindo acesso ao corpo gorduroso periférico
que fica aderido a essa cuticula. O corpo gorduroso foi raspado com o auxilio de agulhas.

O material coletado das 10 fémeas pertencentes a cada grupo era coletado, deixando
escorrer 0 excesso de PBS e mantido em N, liquido em tubos criogénicos.

3.8 Analise de Proteinas
3.8.1 Extracao de Proteinas

As amostras apos serem retiradas do congelamento, foram ressuspendidas em 100 pL de
tampao de homogeneizagéo de tecidos para blotting (Triton*'% 0,1%:EDTA 10mM:; coquetel
inibidor de protease SIGMA 1x; PMSF 1mM; NaF 1mM;PAO 1mM; azida sodica
0,2mg/mL;Tris-HCI pH 7,4 20 mM; H,0 Milli-Q).

Apos a homogeneizacgdo, as amostras foram congeladas por cinco minutos em nitrogénio
liquido, permanecendo mais cinco minutos em temperatura ambiente até levar ao sonicador
onde ficou por 10 minutos para que houvesse rompimento celular e exposicdo das proteinas.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13000 g a 4°C por 15 minutos. Apos
isso, coletou-se 0 sobrenadante para posterior processamento.

3.8.2 Dosagem de Proteina

O contetdo protéico foi quantificado através do metodo de Lowry (LOWRY et al.,
1951). Em triplicata, um microlitro de amostra foi colocado em pocos de placa com 96 poc¢os
com 39 uL de agua Milli-Q estéril. Albumina sérica bovina foi utilizada em diferentes
concentragdes como padrao.

Para obter o valor da concentracdo de proteinas nas amostras estudadas estabeleceu-se
uma relacdo entre as absorbancias dessas amostras com as de diferentes concentraces do
padrdo albumino-sérico.

3.9 Anadlise do Perfil Lipidico
3.9.1 Extracao dos Lipidios

Os lipidios foram extraidos utilizando o método de Bligh & Dyer (1959), de forma
rapida, onde foi utilizado 300pg de proteina acrescidos de quatro mililitros de uma mistura de
metanol: cloroférmio: agua (2: 1: 0,8 v/v) em tubos conicos apropriados. Apos agitacdo
intermitente, de cinco em cinco minutos, durante uma hora, a solucédo foi centrifugada por 15
minutos a 3.000 rpm em uma centrifuga clinica e o sobrenadante contendo os lipidios,
separado do precipitado.

Aos sobrenadantes foram adicionados dois mililitros de dgua destilada e um mililitro de
cloroférmio para separacdo das duas fases: Organica (Inferior) e Aquosa (Superior). Apds
agitacdo, o material foi novamente centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm. A fase organica,
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contendo os lipidios, foi entdo separada em novos tubos. A secagem da fase orgéanica foi feita
por arraste utilizando o gés nitrogénio (N>).

3.9.2 Corrida Unidimensional

A técnica utilizada foi a de Cromatografia em Camada Fina (Thin Layer
Chromatography - TLC) em placas de silica e aluminio. A fase orgénica, que anteriormente
havia sido seca por arraste pelo N, foi ressuspendida em 30 pL de cloroférmio e, em seguida,
levadas ao vortex. As amostras foram aplicadas na silica em espacos de 1 cm cada, conforme
os dias de tratamento.

Posteriormente, foram introduzidas em camara saturada previamente preparada — 0
preparo da cdmara de corrida consistiu em dispor o solvente sobre o fundo da mesma e a
criacdo de um microambiente saturado, com o auxilio de papéis de filtro, por durante 1 hora.

Para a andlise unidimensional dos lipidios neutros presentes, foram usados 88 mL de
solvente que apresentava 0s seguintes constituintes: de hexano: éter etilico: acido acético
(60:40:1, v/v) (KAWOOYA; LAW, 1988)

3.9.3 Revelacéo das placas

A revelacdo dos lipidios foi feita segundo Ruiz & Ochoa (1997), através da asperséo de
solugdo Cherring, composta de sulfato de cobre 10% (p/v), acido fosforico 8% (v/v) e agua
Milli-Q. A secagem da mesma foi feita com uso de secador.

As placas secas foram dispostas em placas de vidro e levadas ao forno Pasteur (170° C)
entre 5-10 minutos, até que os lipidios fossem queimados, evidenciando assim as bandas.

As imagens foram obtidas através do escaneamento digital das placas prontas e a analise
das bandas foi feita pelo programa ImageMaster TotalLab v1.11°.

3.10 Gel de Eletroforese (SDS-Page)
3.10.1 Preparo das amostras

Foram aliquotadas, em microtubos Eppendorf®, na proporcdo 6:1 (v/v), o correspondente
a 30 ug de proteina da amostra junto a solucdo de tampéo de amostra (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8;
SDS 10%; 20% glicerol; p-mercaptoetanol; azul de bromofenol 0,05% e agua Milli-Q) no
volume que o tornasse diluido seis vezes. Com esta etapa, foi realizada a primeira fase
desnaturante (desnaturacdo quimica).

ApoOs essa etapa, realizou-se a imersdo do material em agua fervente por 3 minutos,
correspondendo a segunda fase desnaturante (desnaturacdo fisica).

Posteriormente, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e armazenadas em
gelo até a aplicacdo nos géis de eletroforese.

3.10.2 Preparo dos Géis de Eletroforese
O preparo dos geéis SDS-PAGE 10% seguiu o protocolo descrito por Laemmli (1970). O
sistema utilizado foi o vertical descontinuo, composto de dois géis (gel de Empacotamento

10%, e gel de separacdo 4%, responsavel pela separacao das proteinas desnaturadas segundo
sua carga exposta).
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3.10.3 Eletroforese

Apos a polimerizacdo dos géis, as placas com os géis foram acopladas a cuba de corrida.
Essas foram cobertas por tampéo de corrida (Tris-HCI pH 8,3 25 mM ; glicina 250 mM; SDS
0,1%; Agua Milli-Q).

As amostras e o padrdo de peso molecular foram aplicados nos pocos. 30 pg de proteina
de cada amostra foram utilizadas e marcador de peso molecular (Spectra™ Multicolor
BroadRange Protein Ladder SM1841).

Durante a corrida, no gel de empacotamento a amperagem permaneceu constante em 20
mA, até ocorrido o total empacotamento de todas as amostras. Atingido o Gel de Separacéo, a
amperagem foi modificada para 35 mA, também mantida constante até o fim da corrida.

3.11 Western Blotting

Apbés SDS-PAGE, as proteinas do gel de poliacrilamida foram transferidas
eletroforeticamente (SemiDry, Bio-Rad) para uma membrana de PVDF (Immobilon-
P,Millipore), empregando-se 15 mA por 45 min, utilizando o tampé&o de transferéncia (glicina
390 mM;Tris 480mM e agua Milli-Q).

Apos o término da transferéncia, as membranas de PVDF foram coradas com Ponceau S
0,2% para verificacdo do sucesso dessa etapa. Apos isso, a membrana foi lavada com solucéo
TBS-T (Tris-HCI pH 7,5 2 mM; NaCl 50 mM; Tween 20 0,1%) até que estivesse livre de
tampéo de corrida e Ponceau. A membrana foi entdo bloqueada com 5% (p/v) de albumina
(dissolvido em TBS-T) por 24 h. Apds este periodo, a membrana foi incubada por duas horas
com anticorpo p-Tyr(PY99- SC-7020),anticorpo monoclonal 1gG,, de camundongos que
detecta especificamente residuos de tirosina fosforilados, diluido 1:10000 em tampédo de
anticorpos (albumina 5%(p/v) em TBS-T), p-Ser (AB-1603), anticorpo policlonal de coelhos
que detecta especificamente residuos de serina fosforilados, diluido 1:1000, p-ERK (SC-
7383), anticorpo monoclonal 1gG,, de camundongos que detecta especificamente a enzima
ERK ativada, diluido 1:1000 e p-AMPK (SC-33524), anticorpo policlonal 1gG de coelhos
que detecta especificamente a enzima AMPK fosforilada, diluido 1:1000. A membrana foi
entdo lavada trés vezes com TBS-T por 10 min e incubada por duas horas com anticorpo
secundario anticamundongo conjugado com peroxidase. A revelacdo foi conduzida com o
sistema ECL (Amersham Biosciences/GE Healthcare) de deteccdo, em que colocamos as
solugbes que ao serem degradadas pela peroxidase do anticorpo secundario emitem
luminescéncia em camara escura. A membrana é revelada em filme radiografico exposto a
membrana por 10 minutos.

O mesmo procedimento foi repetido com anticorpo primario anti-tubulina, servindo de
normalizacdo para o experimento (uma proteina constituinte de citoesqueleto que todos 0s
grupos apresentam na mesma proporc¢do). Para isso, realizou-se o strip do blot com NaOH 1
M, para retirada de todo anticorpo ligado a membrana e limpeza com TBS-T por 10 minutos
por trés vezes.

A intensidade de coloracdo das bandas foi comparada com o auxilio do software
ImageMaster TotalLab v1. 11°.

3.12 Andlise estatistica

Foram realizadas, pelo menos, trés repeticbes para cada experimento. Para cada
repeticdo, os grupos eram formados por 10 fémeas totalmente ingurgitadas.

19



Para analise dos dados foi realizada analise de variancia seguida pelo teste de Tukey para
comparacdo entre as médias em um nivel de significancia de 5% (p<0,05) com 0 uso do
programa Graphpad Prism® v5.0. Os grupos foram comparados em cada tempo de coleta.
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4 RESULTADOS
4.1 Viabilidade dos conidios

A viabilidade dos conidios dos isolados de M. anisopliae s.l. estudados foi de 100% de
germinacdo, nos grupos que nao passaram por autoclavagdo. Ja nos grupos autoclavados, a
germinagdo foi 0% apos 24 horas de incubagdo a 25 + 1°C e umidade relativa > 80%,
demonstrando eficacia no processo de inativacdo fisica da germinagdo flngica por
autoclavacao.

4.2 Anélise do perfil lipidico

No periodo de 24 horas, apenas trés isolados de M. anisopliae (CG 32, CG 112 e CG
148) foram capazes de elevar a concentracdo de triacilglicerol (TAG) nos corpos gordurosos
estudados, todos em cerca de duas vezes a quantidade encontrada no controle (2,1, 52,3 e 2,6
vezes, respectivamente). Além disso, os isolados CG 32 e CG 112, quando autoclavados,
levaram a queda na concentracdo de colesterol (CHO), em aproximadamente metade da
concentracdo encontrada no controle, e de &cidos graxos livres (apenas no CG 32 autoclavado,
com reducdo de 125% quando comparado ao controle). Os outros isolados ndo citados
anteriormente ndo foram capazes de alterar. N&o foi possivel avaliar colesterol esterificado em
nenhuma das amostras devido a um problema de arraste que inviabilizou a densitometria em
todas as repetigdes realizadas (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Composicdo de lipideos neutros nos trofocitos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por inoculacdo de suspensdo conidial de diferentes isolados
de Metarhizium anisopliae s.l. coletados 24 horas apds o tratamento. A placa de silica de
cromatografia em camada delgada foi escaneada e submetida a densitometria pelo programa
ImageMaster TotalLab Cada grupo continha 10 fémeas. CHOE: Colesterol esterificado; TAG:
Triacilglicerol; AG: Acido graxo livre; CHO: Colesterol.
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Figura 4. Percentual de triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol livre
(CHO) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus no periodo de
24 horas ap0s o tratamento inoculagdo de suspensdo conidial de diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae s.l. viaveis e inativados. Valores obtidos a partir da analise
densitometrica utilizando o programa Image Master Totallab. As barras representam a média
+ 0 erro padrdo e os asteriscos representam diferenca estatistica a 5% de significancia

comparado ao controle segundo o teste de Tukey.

Ja no periodo de 48 horas ap0s o tratamento, todos os isolados quando viaveis levaram a
um aumento das concentracfes de TAG e AG nos trofocitos de R. microplus, O aumento de
TAG foi de 2,9 vezes para CG 32, 10,1 vezes para CG 112, 5,9 vezes para CG 148, 4,41
vezes para CG 347 e 5,3 vezes para CG 629. Para as concentracdes de AG, o aumento foi de
aproximadamente duas vezes para todos os isolados quando comparados ao controle. O
isolado CG 112 foi capaz de elevar os niveis de AG mesmo ap0s autoclavados, também por
cerca de duas vezes. A quantidade de colesterol ndo apresentou diferenca estatistica em
relacdo ao controle para nenhum dos grupos tratados. Os niveis de colesterol esterificado ndo
foram avaliados devido a problemas na densitometria, como ja havia ocorrido na analise de 24
horas (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Composicdo de lipideos neutros nos trofdcitos de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus tratadas por inoculacdo de suspensédo conidial de diferentes isolados
de Metarhizium anisopliae s.l. coletados 48 horas apds o tratamento. A placa de silica de
cromatografia em camada delgada foi escaneada e submetida a densitometria pelo programa
ImageMaster TotalLab. Cada grupo continha 10 fémeas. CHOE: Colesterol esterificado;
TAG: Triacilglicerol; AG: Acido graxo livre; CHO: Colesterol.
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Figura 6. Percentual de triacilglicerol (TAG), acidos graxos livres (AG) e colesterol livre
(CHO) no corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus no periodo de
48 horas ap0s o tratamento inoculacdo de suspensdo conidial de diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae s.l. viaveis e inativados. Valores obtidos a partir da analise
densitometrica utilizando o programa Image Master Totallab. As barras representam a média
+ 0 erro padrdo e os asteriscos representam diferenca estatistica a 5% de significancia
comparado ao controle segundo o teste de Tukey.

4.3 Modulacéo de vias metabolicas
4.3.1p-Tyr

Para melhor compreensdo das possiveis alteracfes metabdlicas existentes no carrapato
infectado por fungos entomopatogénicos, optou-se por realizar experimentos que avaliassem
mudancas no perfil de modulagdo enzimatica das células, comecando pelo Western blotting a
fim de demonstrar o perfil de fosforilagdo no residuo tirosina das proteinas das células
avaliadas. No periodo de 24 horas (Figura 7), pode-se observar, claramente, a evidenciacao de
uma banda de peso molecular entre 140 e 260 KDa e duas bandas com peso molecular entre
35 e 40 KDa. Na banda entre 140-260 KDa, observa-se que 0s corpos gordurosos infectados
pelos isolados CG 148 e CG 347 na forma vidvel encontram-se mais fosforilados. A infeccédo
pelo isolado CG 347 também levou maior fosforilacdo das bandas entre 35-40 KDa, tanto na
forma viavel quanto inativada.
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Figura 7. Perfil de fosforilacdo em tirosina em células de corpo gorduroso de Rhipicephalus
microplus apds 24 horas de tratamento com diferentes isolados de Metarhizium anisopliae
s.l.. Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou foram
infectadas com diferentes isolados de fungos viaveis ou autoclavados foram dissecados em
salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30 pg de proteina do tecido
foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra pTyr (PY99 SC 7020) e
reveladas em kit ECL.

No periodo de 48 horas apés a infeccdo (Figura 8), ainda pode-se observar a banda
compreendida entre 140~260 KDa, apresentando, dessa vez, menor fosforilacdo nas infeccdes
pelos isolados CG 347 na forma viavel e CG 112 inativado. Diferentemente do periodo de 24
horas, é demonstrada uma banda entre 40~50 KDa que apresenta menor fosforilacdo quando
comparada a de maior peso.
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Figura 8. Perfil de fosforilacdo em tirosina em células de corpo gorduroso de Rhipicephalus
microplus apds 48 horas de tratamento com diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l.
Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou foram
infectadas com diferentes isolados de fungos viadveis ou autoclavados foram dissecados em
salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30 pg de proteina do tecido
foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra pTyr (PY99 SC 7020) e
reveladas em kit ECL.
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4.3.2 p-Ser

Outra forma de modula¢do do maquinario proteico da célula avaliado nesse estudo foi o
perfil de fosforilacdo dessas proteinas em residuos serina. No periodo de 24 horas apds a
infeccdo, observou-se apenas a presenca de pequenas bandas de pouca fosforilagdo em toda a
membrana, com duas bandas entre 50-70 KDa com bastante evidéncia. Nao foi observado
diferenca significativa entre a fosforilagdo dessas bandas, somente um excesso de sinal
demonstrado por “fantasmas” durante a revelagdo da banda de maior peso (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de fosforilacdo em serina em células de corpo gorduroso de Rhipicephalus
microplus apds 24 horas de tratamento com diferentes isolados de Metarhizium anisopliae s.l.
Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou foram
infectadas com diferentes isolados de fungos viaveis ou autoclavados foram dissecados em
salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30 ug de proteina do tecido
foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra pSer(SC-81514) e
reveladas em kit ECL.

Ao avaliar a fosforilagdo em serina apds 48 horas de infeccdo, pode-se observar a
presenca de bandeamento bastante similar ao de 24 horas de infeccdo, porém uma das bandas
de peso molecular entre 50~70 KDa se encontra fosforilada em serina apenas nos grupos
tratados com fungos inativados e no tratamento com agua destilada estéril e tween 80,
desaparecendo nos grupos tratados com fungos viaveis (Figura 10), indicando modificacGes
no metabolismo celular durante a infec¢édo fangica.
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Figura 10. Perfil de fosforilacdo em serina em células de corpo gorduroso de Rhipicephalus
microplus apos 48 horas de tratamento com diferentes isolados de Metarhizium anisopliae
s.l.. Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou foram
infectadas com diferentes isolados de fungos viadveis ou autoclavados foram dissecados em
salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30ug de proteina do tecido foi
aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra pSer(SC-81514) e reveladas
em kit ECL. Em destaque, as bandas que se apresentaram de forma diferente entre 0s grupos.

4.3.3 p-ERK

Para a via ERK, apenas os fungos inativados foram capazes de aumentar a quantidade de
enzima fosforilada, isto é, ativa, apés 24 horas de tratamento (Figura 11), com excecdo ao
isolado CG 112 que ndo apresentou diferenca significativa em nenhuma das duas formas de
tratamento. Os demais isolados inativados aumentaram cerca de duas vezes a fosforilacdo da
via, quando comparados ao controle. A fosforilacdo da enzima apds o tratamento com fungos
viaveis ficou bem proxima a ativacéo basal, isto €, do controle, demonstrando que o carrapato
é incapaz de modular essa via nessas condicdes de infeccéo.
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Figura 11. Detecc¢éo de fosforilacdo da enzima ERK em corpos gordurosos de Rhipicephalus
microplus apos periodo de 24 horas de tratamento por diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.l.. Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle
ou foram infectadas com diferentes isolados de fungos viaveis ou autoclavados foram
dissecados em salina 0,9% esteéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30 pg de
proteina do tecido foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra ERK
1/2 fosforilada (1:1000) e contra tubulina (1:10000), revelado por ECL. Foi realizada a
densitometria da banda determinada com o programa Image Master Totallab. As barras
representam a média + o erro padrdo e os asteriscos representam diferenca estatistica a 5% de
significancia segundo o teste de Tukey quando comparados ao controle. CTR= controle;
H,O= agua destilada esteril acrescida de tween 80 0,01%

Apo0s o periodo de 48 horas, apenas 0s isolados CG 32, CG 148 e CG 629 apresentaram
modulacdo positiva da via no corpo gorduroso do carrapato de aproximadamente 2,2, 4,1 e
6,3 vezes, respectivamente, em comparacdo ao controle ao serem inoculados na forma
inativada na hemocele. Curiosamente, o isolado CG 112 apresentou diferenca estatistica da
forma inativa em relacdo a forma viavel, porém quando comparadas ao controle, nenhum dos
dois tratamentos apresentou diferenca estatistica. As fémeas tratadas com agua destilada
estéril e Tween 80 0,01% e com os fungos viaveis ndo tiveram alteracdo na fosforilacéo
quando comparadas ao controle sem tratamento, apesar disso, os isolados CG 32, CG 112 e
CG 629 apresentaram marcada reducdo na fosforilacdo apesar de ndo significativa,
comparados ao controle, segundo 0s testes estatisticos utilizados (Figura 12).
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Figura 12. Detecgéo de fosforilacdo da enzima ERK em corpos gordurosos de Rhipicephalus
microplus apos o periodo de 48 horas de tratamento por diferentes isolados de Metarhizium
anisopliae s.l. Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou
foram infectadas com diferentes isolados de fungos viaveis ou autoclavados foram dissecados
em salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos coletados. 30 pg de proteina do
tecido foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com anticorpo contra ERK 1/2
fosforilada (1:1000) e contra tubulina (1:10000), revelado por ECL. Foi realizada a
densitometria da banda determinada com o programa Image Master Totallab. As barras
representam a média + o erro padrdo e os asteriscos representam diferenca estatistica a 5% de
significancia segundo o teste de Tukey quando comparados ao controle. CTR= controle;
H,0O= agua destilada esteéril acrescida de tween 80 0,01%

4.3.4 p-AMPK

Na via AMPK, os isolados CG 32, CG 112 e CG 347 foram capazes de modular
positivamente sua ativacdo com 24 horas de infeccdo apds inoculacdo de conidios
autoclavados (Figura 13) levando ao aumento de aproximadamente trés, quatro e duas vezes
em comparacdo ao controle, respectivamente. O isolado CG 112 foi capaz, também, de
promover 0 aumento, cerca de trés vezes, de fosforilacdo nas células do corpo gorduroso na
infeccdo da forma ativa do conidio.
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Figura 13. Deteccdo de fosforilagio da enzima AMPK em corpos gordurosos de
Rhipicephalus microplus apds o periodo de 24 horas de tratamento. Grupos contendo 10
fémeas ingurgitadas que receberam tratamento controle ou foram infectadas com diferentes
isolados de fungos viaveis ou autoclavados foram dissecados em salina 0,9% estéril e tiveram
seus corpos gordurosos coletados. 30 pg de proteina do tecido foi aplicada no gel,
eletrotransferido, incubado com anticorpo contra AMPK fosforilada (1:1000) e contra
tubulina (1:10000), revelado por ECL. Foi realizada a densitometria da banda determinada
com o programa Image Master Totallab. As barras representam a média + o0 erro padrdo e 0s
asteriscos representam diferenca estatistica a 5% de significancia segundo o teste de Tukey
quando comparados ao controle. CTR= controle; H,O= &gua destilada estéril acrescida de
tween 80 0,01%.

Ja com 48 horas, apesar de encontra-se diferencas até maiores em relagdo ao controle de
todos os grupos testados, nenhum fungo foi capaz de modular de forma significativa essa via,
provavelmente devido aos altos desvios padrdes encontrados nas repeticGes analisadas (em
gue nao se encontrou o mesmo padrdo de fosforilacdo entre elas) (Figura 14).
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Figura 14. Deteccdo de fosforilagio da enzima AMPK em corpos gordurosos de
Rhipicephalus microplus apos o periodo de 48 horas de tratamento por diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae s.I. Grupos contendo 10 fémeas ingurgitadas que receberam
tratamento controle ou foram infectadas com diferentes isolados de fungos viaveis ou
autoclavados foram dissecados em salina 0,9% estéril e tiveram seus corpos gordurosos
coletados. 30 pg de proteina do tecido foi aplicada no gel, eletrotransferido, incubado com
anticorpo contra AMPK fosforilada (1:1000) e contra tubulina (1:10000), revelado por ECL.
Foi realizada a densitometria da banda determinada com o programa Image Master Totallab.
As barras representam a media £ 0 erro padrdo e 0s asteriscos representam diferenca
estatistica a 5% de significancia segundo o teste de Tukey quando comparados ao controle.
CTR= controle; H,O= agua destilada esteéril acrescida de tween 80 0,01%.
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5 DISCUSSAO
5.1 AlteracGes no metabolismo lipidico

Apresentados os resultados obtidos nesse trabalho, pode-se observar que diferentes
isolados fangicos foram capazes de alterar os perfis lipidicos do corpo gorduroso do carrapato
Rhipicephalus microplus, assim como alterar enzimas chaves na regulagdo de importantes
vias metabolicas nesse 6rgao.

Durante um processo infeccioso, hd& um aumento da demanda energética pelo
metabolismo, determinado pelo sistema imune, a fim de combater o agente causador.
Diversos estudos demonstram que, em mamiferos, os niveis de triacilglicerol se encontram
elevados no plasma durante processos inflamatérios, devido a lip6lise iniciada pelo processo
catabdlico (KHOVIDHUNKIT et al. 2004; NASSAJI; GHORBANI, 2012). Outra alteracao
observada é o aumento dos niveis de colesterol no plasma de murinos acometidos por
bacteremias, ja em primatas ha o efeito oposto nessa situacdo, ou seja, observa-se a
diminuicdo nas taxas de colesterol plasmatico durante uma infeccdo bacteriana
(KHOVIDHUNKIT et al., 2004). Segundo esses autores, essas diferencas nos perfis lipidicos
estdo relacionadas ao aumento da demanda energética e ao papel pré e/ou anti-inflamatério
que alguns lipidios possuem no metabolismo desses animais. Em insetos, Moret e Schmid-
Hempel (2000) observaram que abelhas operarias desafiadas com moléculas ativadoras do
sistema imune (lipopolissacarideos) quando submetidas a jejum diminuiram drasticamente
seu tempo de vida quando comparadas a abelhas que se alimentaram normalmente,
demonstrando a necessidade de fontes energéticas durante a ativacdo do sistema imune. Desta
forma, um patdgeno que seja capaz de impedir a utilizacdo da reserva energética por seu
hospedeiro esta, também, inibindo o sistema imune deste, facilitando assim sua infeccdo e
desenvolvimento.

Nesse trabalho, foi demonstrado que apds a infeccdo por diferentes isolados de
Metarhizium anisopliae s.l., trofocitos do corpo gorduroso tém os niveis de triacilglicerol
aumentados, quando comparados a celulas que ndo sofreram infeccdo, entre trés a 10 vezes
apos 48 horas de infeccdo, dependendo do isolado. Mesmo ap0s 24 horas de infeccdo, todos
os isolados ja foram capazes de levarem ao aumento dos niveis desse lipidio no tecido testado.
Esses resultados sdo similares aos encontrados por Angelo et al. (2013) em que foi observado
que, apos 48 horas de infeccdo, ha um grande aumento nos niveis de colesterol esterificado e
de triacilglicerol no corpo gorduroso de R. microplus tratado com um isolado de M.
anisopliae s.l., ao contrario do que acontece ap0s o tratamento com o fungo Beauveria
bassiana s.l., em que ndo ha aumento nos niveis de lipidios no carrapato. Angelo et al. (2013)
observaram discreto aumento apds o tratamento com o veiculo de inoculacdo quando
comparados ao controle sem tratamento (agua destilada estéril e Tween 80 0,01%) (fato ndo
observado no presente trabalho), mostrando que o estresse de inoculacdo no carrapato pode
levar a discreta resposta do carrapato. Os niveis de acidos graxos livres também se
encontraram elevados apods 48 horas de infeccdo quando infectados pelos isolados de forma
viavel, porém no trabalho realizado por Angelo et al.(2013) ndo hé avaliacdo dessa forma de
lipidios.

Em contrapartida, a infeccdo pelo isolado CG 32 na forma inativada, apos 24 horas,
levou a discreta diminuicdo nos niveis de colesterol e acido graxo, possivelmente em
decorréncia da injaria, ao serem usados na resposta ao antigeno detectado pelo sistema de
defesa do carrapato. Curiosamente, apenas o isolado CG 112 foi capaz de levar a um aumento
significativo dos niveis de triacilglicerol quando inativado apds autoclavagem, sendo assim
estudos posteriores envolvendo esse isolado devem ser realizados para entender o processo
envolvido.
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O principal lipidio constituinte dos ovos de carrapato € o triacilglicerol, sendo utilizado
como uma fonte energética na formacdo do embrido. Os odcitos de insetos possuem a
capacidade de produzir triacilglicerol a partir de acidos graxos, porém de forma bastante
limitada (ZIEGLER; VAN ANTWERPEN, 2006), sendo de grande importancia as reservas
maternas no corpo gorduroso para a constituicdo dos ovos. A nédo liberacdo ou o sequestro
dessas moléculas pelo corpo gorduroso da fémea deixa uma lacuna importante para a
formacéo de ovos viaveis.

Manzano-Roman et al. (2008) demonstraram que a bactéria Anaplasma phagocytophilum
é capaz de alterar a expressdo de perilipinas das células infectadas, sendo assim capaz de
alterar o metabolismo lipidico do hospedeiro facilitando sua infeccdo. Folly et al. (2003) e
Atella et al. (2009), também, evidenciaram que diferentes protozoarios sdo capazes de usar
lipoproteinas da hemolinfa dos vetores como fonte de nutrientes para o seu desenvolvimento.
Sendo assim, é possivel que o fungo esteja manipulando essa via metab6lica ao seu favor em
busca de maior reserva nutricional de lipidios.

Além disso, diversos autores relatam a formacgdo de corpusculos lipidicos pelas células
do hospedeiro induzidas por parasitos intracelulares. Corpusculos lipidicos sdo organelas
formadas por um ndcleo de trigliceridios e colesterol esterificado envoltos por uma
monocamada composta por fosfolipidios, colesterol e algumas proteinas envolvidas em
processo de sinalizacdo e mediadoras de inflamagdo (BOZZA et al., 2009; MELO et al.,
2011). Esses corpusculos estdo diretamente ligados com a formacdo de prostaglandinas e
eicosanoides, sendo, portanto, responsaveis pelo processo de amplificacdo da resposta imune
do hospedeiro, principalmente, a parasitos intracelulares. Apesar disso, diversos protozoarios,
incluindo especies de grande importancia medica dos géneros Plasmodium, Trypanosoma,
Leishmania e Toxoplasma, mediam um aumento da formacdo dessas moleculas a partir de
suas citocinas (JACKSON et al., 2004; NISHIKAWA et al., 2005; MELO et al., 2006,
GOMES et al., 2014). Em infeccdo por T.cruzi, foi descrito que a ativacdo da via Toll por
suas citocinas leva um aumento da formacgdo de corpusculos lipidicos e, em consequéncia
disso, uma diminuicdo da eficiéncia dos macrofagos em fagocitar e amplificar o sinal da
resposta imune (D’AVILA et al., 2011). A via Toll é uma importante via imune e é uma das
vias envolvidas com resposta a infeccdo fangica. Em Aedes aegypti, o fungo B. bassiana é
capaz de levar a ativacdo dessa via imune durante sua infeccdo (DONG et al., 2012). Dito
iss0, outra hipotese a ser testada em estudos posteriores é a possivel formacédo de corpusculos
lipidicos nesse 6rgdo, em resposta a presenca do fungo, o que explicaria o aumento dos niveis
de lipidios que formariam essas estruturas.

Essa diferenca encontrada no presente trabalho entre resposta do carrapato quando
infectado por fungo viavel ou autoclavado deve estar relacionada a uma caracteristica da
infeccdo fungica. Ao penetrar na hemocele do artropode, hd um espessamento do corpo hifal,
se dividindo em forma de blastosporo, que possui em sua parede estruturas totalmente
diferentes das encontradas na superficie de conidios (WANG; ST LEGER, 2007). Como 0s
fungos autoclavados ndo sdo capazes de formar essa estrutura (por estarem inativados),
mantendo-se na forma de conidios que parecem ser, facilmente, reconhecidos e combatidos,
sendo incapazes de gerar qualquer alteracdo no metabolismo lipidico do carrapato. Estudos
ainda sdo necessarios para elucidar melhor essa interacdo entre blastosporos e sistema imune
dos artropodes.

5.2 Alterac6es em vias metabdlicas
Apesar da grande importancia de carrapatos na salde publica de todo mundo, artigos
disponiveis na literatura que envolvam sinalizacdo celular, nesse modelo, séo raros. Quando

se limita a busca a R. microplus, o nimero de resultados se aproxima a zero. Sendo assim, ha
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uma clara lacuna de conhecimento sobre esse parasito tdo importante que, apenas nos ultimos
anos comeca a ser preenchida.

Como ndo ha muitos detalhes metabolicos para esse carrapato na literatura, o primeiro
passo desse trabalho foi verificar o efeito da infeccdo fungica sobre a fosforilacdo de
proteinas, por esse ser 0 mecanismo pos traducional mais comum de controle da atividade
bioldgica de proteinas. Olsen et al. (2006) estimaram que 86,4% da fosforilacdo de proteinas
aconteca em residuos serina, 11,8% em residuos treonina e 1,8% em residuos de tirosina. Os
residuos fosforilados em tirosina fazem parte de uma fina sintonia metabdlica, estando no
topo de cascatas de sinalizacdo sendo responsaveis por iniciar o processo para diversas vias
metabdlicas de grande abrangéncia nas células. No presente trabalho, ndo ficou evidenciada
nenhuma diferenca significativa no perfil de fosforilagdo em residuo tirosina, ndo havendo o
aparecimento ou uma maior evidenciagdo de nenhuma banda por Western Blotting. Como
essa fosforilacdo pode ser transiente em outros modelos de artropodes (JABLONKA et al.,
2011), outros estudos podem ser realizados afim de detectarem pequenas alteragdes nesse
perfil em um menor espago de tempo.

Apesar de ndo muito especifica, a deteccdo de diferencas na fosforilacdo de residuos
fosforilados em serina demonstra uma maior manipulagdo do metabolismo das células
investigadas, ja que a grande maioria das proteinas reguladas por fosforilagdo pode estar
envolvida com essa diferenca. Nesse experimento, foi observado a evidenciacdo de uma
banda entre 50 e 70 KDa quando o carrapato foi exposto ao tratamento controle com agua
destilada e Tween 80 assim como nos tratamentos com fungos autoclavados, demonstrando
que essa injuria é capaz de levar a uma alteragdo no perfil normal da célula. A néo
evidenciacdo dessa banda no tratamento com fungos viaveis demonstra uma clara
manipulacdo metabolica durante a infeccdo fangica, porém mais estudos sao necessarios para
podermos afirmar se isso por manipulagdo fungica sobre o metabolismo do carrapato (a fim
de driblar o sistema imune) ou se faz parte de uma resposta do artrépode contra essa infecgédo
(respondendo de forma diferente da qual quando o fungo né@o apresenta viruléncia).

Diante dessas informagdes, buscou-se avaliar a ativacdo de importantes alvos
metabolicos que estivessem diretamente envolvidos com sistema imune e metabolismo
lipidico e que fossem ativados ou inibidos por fosforilagdo em residuos serina, sendo
escolhidas as enzimas ERK e AMPK como elementos de estudo por possuirem essa
caracteristica.

A ativacdo da via ERK apenas pelos fungos inativados demonstra que essa via possui
importante papel no reconhecimento desses antigenos. Garcia-Garcia et al. (2008)
demostraram a importancia de enzimas da familia ERK na regulacdo de resposta imune de
mexilhBes. A via ERK esta relacionada a diferenciacdo celular e producdo de ROS, etapas
importantes para resposta imune celular de carrapatos. De alguma forma ainda nédo elucidada,
a forma de blastosporo (ativa) consegue evadir esses mecanismos de reconhecimento e
ativacdo dessa importante via.

Em relacdo aos resultados encontrados na avaliacdo do metabolismo lipidico, a lipdlise
possivelmente induzida apés a modulacdo positiva dessa via pode estar sendo compensada
pelo aumento da captacdo de lipidios provenientes da dieta. Esperava-se que 0s niveis de
ativacdo dessa via fossem modulados negativamente com fungos na forma ativa, porém a
diferenca ndo foi significativa em relacdo ao controle. No presente estudo, nao foi avaliado a
ativacdo de proteina cinase A (PKA), ndo sendo possivel especular se ha um déficit na lipolise
por deficiéncia da acdo conjunta dessas enzimas como ocorre em mamiferos. Estudos
posteriores sdo necessarios para melhor elucidacdo do papel dessa enzima na resposta a
infeccdo fungica em carrapatos.

A AMPK é relatada na literatura como a enzima chave no controle energético de diversos
animais, sendo responsavel por comandar diversas agdes catabolicas em periodos de alta
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demanda energética (GOWANS; HARDIE, 2014). Sendo assim, seria de se imaginar que as
fémeas infectadas com fungos viaveis sofressem maior ativagdo dessa via metabolica, pois
essas passam pelos estresses metabolicos de formacao de ovos em conjunto com a infecgdo de
um patdgeno, necessitando de alta quantidade de energia para suprir esse alto desbalango
energético. Porém, curiosamente o resultado encontrado nesse presente estudo € diferente do
esperado. Apenas um isolado fungico (CG 112) foi capaz de modular positivamente essa via
no periodo de 24 horas, sendo os isolados CG 32, CG 112 e CG 629 capazes de modular
positivamente essa ativacdo somente na forma inativada.

A AMPK ¢ uma enzima que se encontra no topo das vias que controlam o metabolismo
lipidico das células, sendo imprescindivel na ativacdo de vias responsaveis pela quebra de
lipidios para liberacdo de energia, ou seja, favorecendo a beta oxidacdo e, também,
aumentando as formas de captacdo (STEINBERG; KEMP, 2009).

Logo, para os fungos inativados, possivelmente, o aumento do grau de ativagdo dessa
via, sem que haja significativa queda dos niveis de lipidios nessas células quando comparado
ao controle, mesmo com maior quebra devido a resposta imune, deve estar relacionado com
maior captacdo na dieta (principal fonte de lipidios para o carrapato). Além disso, esse
periodo é também o de maior producdo de vitelogenina pelo carrapato (UMEMIY A-
SHIRAFUJI et al, 2012), necessitando de energia para completar essa producéo.
Curiosamente, ha uma contradi¢do entre os niveis de lipidios encontrados apds os tratamentos
com fungos vidveis em comparacdo aos niveis de ativagdo da AMPK. De acordo com o
descrito na literatura, esperava-se uma diminui¢do dos niveis de ativacdo dessa enzima
quando comparado ao controle, o que justificaria a diferenca entre os niveis de lipidios
encontrados, porém o encontrado foi a manutencdo dos niveis basais de ativacdo. Ou ainda,
um aumento dos niveis da AMPK inibindo a lipdlise, o que também ndo ocorreu. Sendo
assim, estudos posteriores devem ser realizados para melhor elucidacdo dessa incongruéncia
metabdlica.

Por ser um estudo pioneiro, sobre um assunto de grande importancia e complexidade, os
resultados ainda demonstram algumas lacunas de conhecimento sobre a fisiologia do
carrapato R. microplus. Porém, agrega a literatura um conhecimento basico necessario para
que, em estudos posteriores, essas perguntas possam ser respondidas, dando continuidade a
essa importante linha de pesquisa. Um melhor conhecimento sobre essas vias pode levar a
descoberta de possiveis alvos vacinais, que seriam de grande relevancia para o controle desses
artropodes.
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6 CONCLUSOES

A infeccdo por diferentes isolados de Metarhizium anisopliae é capaz de alterar o
metabolismo lipidico das células do corpo gorduroso de Rhipicephalus microplus,
principalmente em relagdo aos niveis de triacilglicerol.

A resposta metabdlica do carrapato R. microplus é diferenciada mediante a inoculacéo
de antigenos ndo patogénicos quando comparados a resposta a fungos
entomopatogénicos.

As vias ERK e AMPK estdo alteradas durantes a resposta imune de R. microplus ap6s
a infeccdo por diferentes isolados de M. anisopliae.
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