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Rhipicephalus microplus tick is an ectoparasite with a great negative impact
for veterinary medicine. Under massive infestations cattle may present severe
anemia; besides that, ticks can transmit pathogenic agents causing host death.
Among the methods used to alternatively control ticks is the use of the arthro-
podpathogenic fungus Beauveria bassiana s.1. that has been considered promi-
sing due to the fungus capacity of penetration of full cuticle in all tick develo-
pmental stages, colonizing them and causing tick death. Arthropod immune
response is basically composed of humoral and cellular components. Several
cell types that actively work against microbial infection are present within the
hemolymph. The aim of the present study was to evaluate the amount and
identify hemocytes present in the hemolymph of R. microplus engorged fema-
les artificially inoculated with B. bassiana senso latu (s.l.) conidia (isolate CG
206). Fungal suspension (1 x 10° conidia/mL) or Tween 0.01% (control group)
were inoculated in R. microplus engorged females. Hemolymph collections
were made through the female dorsal region (for quantitative analysis) and the
distal section of the legs (for qualitative analysis) 24, 48 and 72 hours after fun-
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gal inoculation. Hemocytes quantification was performed using a Neubauer
chamber. Qualitative analysis was carried out by a smear of hemolymph on
slides. Data were submitted to Mann-Whitney test for comparison of averages
on a significance level of 5% (p <0.05). Comparison between unexposed fema-
les and females exposed to B. bassiana s.l. showed that hemolymph from the
fungus treated group presented significant reduced amount of hemocytes 24
hours after fungal inoculation. Total amount of hemocytes 48 hours after fungal
inoculation was 49.5 times lower in comparison with the amount observed 24
after fungal exposure. The following hemocytes were identified in tick females’
hemolymph: prohemocytes, granulocytes, plasmatocytes, spherulocytes and
possible oenocytoids. Based on these results, it is concluded that inoculation
of B. bassiana s.1. isolate CG 206 caused cellular alteration in the hemolymph of
R. microplus females showing reduction of total amount of hemocytes 48 hours

after fungal inoculation.

KEY WORDS. Hemocytes, cattle ticks, arthropodpathogenic fungi.

RESUMO. O carrapato Rhipicephalus microplus é
um ectoparasito de grande importancia em medi-
cina veterinaria. Grandes infestacdes com este pa-
rasito podem levar os bovinos a quadros severos
de anemia, além de serem transmissores de agentes
patogénicos culminando até mesmo na morte do
hospedeiro. Dentre os métodos utilizados no con-
trole alternativo de carrapatos, os fungos artropo-
dopatogénicos como Beauveria bassiana s.1. vém se
destacando, devido a capacidade de penetracdo via
cuticula integra das diversas fases de desenvolvi-
mento do carrapato colonizando-os e levando-os a
morte. A resposta imune gerada pelos artrépodes é
basicamente composta de uma parte humoral e ou-
tra de origem celular. Diversos tipos celulares que
atuam ativamente frente a infeccao por patégenos
estao presentes na hemolinfa. O objetivo deste tra-
balho foi avaliar a quantidade, e identificar os he-
mocitos presentes na hemolinfa de fémeas ingur-
gitadas de R. microplus infectadas artificialmente
por inoculacdo de B. bassiana s.1. (isolado CG 206).
Infecgdes artificiais foram feitas por inoculagdo de
suspensao fungica (1x10° conidios/mL) ou 4gua
destilada estéril e Tween 0,01% (grupo controle) em
fémeas ingurgitadas de R. microplus. Coletas de he-
molinfa foram realizadas através da regido dorsal
das fémeas (para andlise quantitativa) e da seccao
distal das patas (para andlise qualitativa) 24, 48 e
72 horas ap6s inoculacao do fungo. A quantificacao
dos hemocitos foi realizada com auxilio de cAmara
de Neubauer. A andlise qualitativa dos hemécitos
foi realizada através do esfregaco, em laminas, de
hemolinfa das fémeas ingurgitadas com auxilio de
microscopio 6ptico. Os dados obtidos foram sub-
metidos ao teste Mann-Whitney para a compara-
cao entre as médias em um nivel de significancia
de 5% (p<0,05). Observou-se que a quantidade de
hemocitos na hemolinfa das fémeas dos grupos

tratados com B. bassiana s.l. diminuiu significati-
vamente quando comparado ao grupo controle,
ap0s 24 horas da inoculacdo fingica. O ntimero to-
tal de hemocitos do grupo 48 horas pés inoculagao
fangica foi 49,5 vezes menor do que a quantidade
observada 24 horas apos inoculacdo. Foi possivel
identificar os seguintes hemocitos: pré hemocitos,
granuldcitos, plasmatocitos, esferulécitos e possi-
veis oenocitéides. Baseando-se nos resultados obti-
dos conclui-se que a inoculagdo do isolado CG 206
de B. bassiana s.l. provocou uma alteracao celular
das fémeas ingurgitadas do carrapato R. microplus
através da reducdo do namero total de hemocitos
48 horas apo6s inoculagao.

PALAVRAS-CHAVE. Hemdcitos, carrapato dos bovi-
nos, fungos artropodopatogénicos.

INTRODUCAO

O carrapato dos bovinos Rhipicephalus microplus
(Murrel & Barker 2003) causa grandes prejuizos na
economia de diversos paises. Esse carrapato encon-
tra-se amplamente distribuido na América Central,
América do Sul, Austrélia, Oriente, Sul da Flérida e
Africa (Gonzales 2002). Dentre os prejuizos causa-
dos pelo parasitismo deste artrépode, destacam-se
a depreciagdo do couro, a transmissdo de agentes
patogeénicos e as perdas na producdo de leite e de
carne. Medidas de controle do carrapato sdo, por-
tanto, de grande necessidade neste contexto (Horn
& Arteche 1985). Pesquisas relataram que no Brasil,
devido ao habito hematéfago, a acao espoliativa e a
transmissao de doencas, os prejuizos contabilizados
tenham aumentado de 2 para 3,24 bilhdes de dola-
res anuais (Grisi et al. 2002, 2014).

O controle biolégico de R. microplus utilizando
fungos artropodopatogénicos vem sendo estudado
e tem se mostrado bastante efetivo. Os ascomice-
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tos Beauveria bassiana sensu latu (s.1.) e Metarhizium
anisopliae s.1. sdo os fungos artropodopatogénicos
mais bem caracterizados e amplamente utilizados
em programas de controle biolégico de artropodes
(Alves 1998, Fernandes & Bittencourt 2008, Schrank
& Vainstein 2010).

Beauveria bassiana s.]. apresenta a capacidade de
penetrar na cuticula integra do artrépode, transpon-
do as barreiras iniciais, até atingir o interior do cor-
po dos invertebrados, e iniciando uma série de re-
acgoes no organismo do hospedeiro, que podem ser
classificadas em celulares e humorais (Dunn 1986,
Gillespie et al. 1997, Omoto & Alves 1998, Lavine
& Strand 2002, Levashina 2004). A resposta imu-
ne celular em invertebrados inclui mecanismos de
defesa realizados com a participacdao de diferentes
tipos celulares (Lackie 1988, Lavine & Strand 2002,
Levashina 2004). Segundo Tanada e Kaaya (1993),
em estudos utilizando insetos, os tipos celulares
comumente observados sao pro-hemocitos, granu-
l6citos, esferuldcitos, plasmatécitos e oenocitdides.

Carneiro & Daemon (1996) caracterizaram os he-
mocitos presentes na hemolinfa do carrapato des-
crevendo os pré-hemocitos como células pequenas,
arredondadas ou ovoides, cujo ndcleo ocupa quase
todo o citoplasma celular. O citoplasma, restrito a
uma estreita camada ao redor do nicleo apresenta
diferentes graus de basofilia, podendo ou nao apre-
sentar inclusdes citoplasmaticas; os plasmatdcitos
como células cujo citoplasma biofilico pode apre-
sentar vacdolos e/ou granulos, o ntcleo é arredon-
dado ou oval, fortemente eosinofilico e geralmente
excéntrico. Sua forma varia podendo ser encontra-
do com formato alongado, piriforme ou arredon-
dado; os esferulécitos sdao células de tamanho va-
ridvel, arredondadas e ligeiramente ovais, ntcleo
eosinofilico, arredondado ou alongado e excéntrico.
O citoplasma contém esférulas levemente biofilicas
e eosinofilicas, de diversos tamanhos, que chegam
a encobrir o ntcleo. Frequentemente é observada a
liberacao destas esférulas e também podem conter
vactolos; granulécitos sdo células arredondadas
ou ovais, com nucleo fortemente eosinofilico, de
tamanho variavel, central ou excéntrico, envolvi-
do por um grande volume de citoplasma acidéfi-
lo, contendo granulacdes variando de finas a gros-
seiras, também eosinofilicas, que frequentemente
mascaram a presenca do nucleo; oenocitéides sao
células grandes arredondadas, com citoplasma le-
vemente eosinofilico ou neutrofilico, homogéneo
ou com pequenas granulacdes retrateis. O ntcleo,
relativamente pequeno em relagdo ao volume cito-
plasmatico é eosinofilico e excéntrico.

Silva (2006), em seus estudos com fémeas ingurgi-
tadas de R. microplus infectadas com fungos artropo-
dopatogénicos identificou cinco tipos de hemdcitos
circulantes, sendo eles: pr6-hemocitos, plasmatdci-
tos, granuldcitos, esferulécitos e oenocitdides.

Em R. microplus, os plasmatécitos e granuléci-
tos sdo os tipos celulares mais importantes, pois
estdo envolvidos no processo de nodulagao, que
é mecanismo de defesa de insetos que consiste na
formagdo de nédulos para isolar patégenos. Os
plasmatécitos sdo as células mais abundantes e os
principais responséaveis pelo processo de fagocito-
se (Pereira et al. 2001).

A realizacdo de mais estudos sobre o meca-
nismo celular de defesa do carrapato R. microplus
frente a uma infeccao fangica por B. bassiana s.l.
é de grande importancia para o desenvolvimento
do controle biol6gico utilizando fungos artropodo-
patogénicos. Deste modo, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a resposta celular de fémeas de
R. microplus quando infectadas artificialmente por
inoculagdo do fungo B. bassiana s.1. isolado CG 206
através de analises quantitativas e qualitativas de
células presentes na hemolinfa do carrapato.

MATERIAL E METODOS

Manutencao da coldénia de Rhipicephalus microplus e
do isolado de Beauveria bassiana s.l.

A manutengdo da colonia de R. microplus foi feita na
Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitolégicas
Wilhemn Otto Neitz (EPPWON) do Departamento de
Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ). Foram utilizadas fémeas ingur-
gitadas de R. microplus coletadas do piso das baias de
bovinos artificialmente infestados e mantidos estabula-
dos. O presente trabalho faz parte de um projeto sub-
metido e aprovado pela Comissdo de ética no uso de
animais (CEUA) da UFRR] tendo o seguinte nimero de
protocolo 154/2011.

Ap6s a coleta, as fémeas ingurgitadas foram lavadas
em dgua corrente e imersas por trés minutos em solucdo
de hipoclorito de sédio a 1% para que houvesse a higie-
nizacdo da cuticula, sendo posteriormente secas, identi-
ficadas e pesadas.

O isolado CG 206 de B. bassiana s.1. utilizado no pre-
sente trabalho foi cedido pela colecdo de fungos fila-
mentosos EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnolo-
gia (CENARGEN). Este isolado fungico foi mantido sob
condicdes controladas de temperatura e umidade (25 +
1 °C e 280% de umidade relativa) em meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) no Laboratério de Controle
Microbiano de Artrépodes da UFRR].

Preparo da suspensao fungica
As suspensoes fungicas foram preparadas através da
raspagem de conidios da superficie do meio de cultu-
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ra, sendo posteriormente suspensos em dgua destilada
estéril e Tween 80 a 0,01% (Luz et al. 1998). Seguindo a
metodologia de Alves (1998), foi feita uma quantificagdo
dos conidios através da cAmara de Neubauer, ajustan-
do a concentragdo em 1x10%conidios/mL para 15 mL de
suspensao.

Tratamento das Fémeas

As fémeas foram divididas em seis grupos com pe-
sos homogéneos, contento 20 fémeas em cada grupo: 3
grupos foram inoculados com a suspensdo fdangica na
concentragdo de 1 x 10° e os outros 3 grupos (grupos
controle) foram inoculados apenas com dgua destilada
e Tween 80 a 0,01%. Os grupos foram identificados de
acordo com o tratamento que receberam (Bb para inocu-
lacao fungica ou Ctr para inoculagdo com agua destilada
estéril) e o tempo de coleta da hemolinfa apés o trata-
mento (24h ou 48h ou 72h), sendo assim, os grupos fo-
ram identificados como: Bb 24h, Bb 48h, Bb 72h, Ctr 24h,
Ctr 48h e Ctr 72h. Cada grupo continha trés réplicas.

No tratamento por inoculacdo, 5 pL da suspensao co-
nidial e/ ou controle (dgua destilada e Tween 80 a 0,01%)
foram inseridos na hemocele da fémea ingurgitada pelo
forame localizado entre o capitulo e o escudo dorsal,
com auxilio de seringa ultra fina com agulha de 0,3 mm
de didmetro e microscépio estereoscopico (Johns et al.
1998).

Ap6s o tratamento, as fémeas foram dispostas em
placas de Petri e acondicionadas em camaras climatiza-
das com temperatura de 27 + 1°C e umidade de relativa
>80%.

Coleta de hemolinfa para a quantificacdo de hemdcitos

Foi realizada perfuracdo da cuticula na regiao dorsal
das fémeas com o auxilio de uma agulha de 0,3 mm de di-
ametro, seguida por suave compressao do corpo do car-
rapato. A coleta da hemolinfa foi feita utilizando-se um
capilar de vidro da mesma espessura da agulha, acoplado
a uma borracha flexivel (Angelo et al. 2010) 24, 48 e 72 ho-
ras ap6s a inoculacdo da suspensao flngica ou da dgua.
As amostras foram alocadas em microtubos contendo 30
pL de coquetel de inibidores de protease (Inhibit® Sigma-
-Aldrich) e 82 pL de tampao salina (NaCl 1,5 M, EDTA
50 mM, pH 7,4) e mantidas no gelo durante toda a coleta.
Posteriormente, foram centrifugadas a 5040 G durante 10
minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C. Os hemdcitos
foram separados do plasma e ressuspensos em 50 pL de
PBS (tampao fosfato 0,1M, NaCl 1.5 M, pH 7.4).

Quantificacao de hemdcitos totais

A quantificacdo dos hemdocitos foi feita ap6s sua res-
suspensdo em 50 pL de tampao fosfato pH 7,4 com auxi-
lio de camara de Neubauer e microscépio 6ptico.

Identificacao dos hemécitos

Para a identificacdo dos hemocitos na hemolinfa fo-
ram utilizadas as mesmas fémeas usadas para a conta-
gem do ntmero total de hemécitos, entretanto, a coleta
de hemolinfa para identificacdo dos hemocitos foi feita a
partir da seccdo da regido distal do tarso de uma ou mais

patas e da leve compressao do corpo das fémeas do car-
rapato, com auxilio de tesoura e pinga oftdlmica, deposi-
tando a gota de hemolinfa formada em ldmina de vidro
limpa (adaptado de Burgdorfer 1970). Apds a coleta em
laminas, a gota de hemolinfa foi seca ao ar, fixada em
metanol 95% por 15 segundos e deixada em corante de
Giemsa (proporgao de 1:9 de solugdo Tampao Sorensem
pH 7,2) por 30 minutos. Apds este periodo, as laminas
foram lavadas em dgua corrente para a retirada do ex-
cesso de corante, secas ao ar e avaliadas sob microscépio
6ptico para a identificagdo dos hemocitos (Silva 2006).

Analise estatistica

Para a avaliacdo da quantidade de hemécitos obser-
vados entre os diferentes tratamentos realizados e entre
os diferentes tempos avaliados pés-inoculagao foi utili-
zado o teste de Mann-Whitney para a comparacao entre
as médias em um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Viabilidade dos conidios

Através do teste de viabilidade, foi possivel ob-
servar que o fungo utilizado no experimento estava
vidvel, demonstrando percentual de germinagao
de 99% apos 24 horas de incubagdo em meio BDA a
25 +1°C e umidade relativa = 80%.

Quantificacao dos hemécitos totais

Nao foi possivel quantificar os hemdcitos apds
72 horas da inoculagdo com a suspensao conidial
de B. bassiana s.., pois o tratamento ocasionou a
morte das fémeas antes que fosse possivel coletar
a hemolinfa. Na Figura 1 é possivel observar a au-
séncia de postura, a presenca de hemolise e inicio
do processo de exteriorizagdo fungica nas fémeas
ingurgitadas do carrapato R. microplus apés a ino-
culacdo com a suspensdo fangica. Neste estudo,
nao houve diferenca significativa no namero total
de hemdcitos entre os grupos controle e tratado
com a suspensao fungica 24 horas apds a inocu-
lagdo. Entretanto, ao comparar os grupos controle
e tratado com a suspensdo fungica apos 48 horas
da inoculacdo observou-se reducao de 205,1 vezes
no nimero de hemocitos no grupo tratado com a
suspensao fungica. Foi observado aumento signifi-
cativo no ntimero de hemécitos no grupo controle
apos 48 horas da inoculacao quando comparado ao
grupo controle ap6s 24 horas da inoculacdo. Entre-
tanto, ao comparar os dois grupos tratados com a
suspensdo fungica, pode-se perceber redugdo sig-
nificativa no ntimero de hemécitos 48 horas apos
a inoculagdo quando comparado ao grupo tratado
24 horas ap6s a inoculagado (Tabela 1). Os hemoci-
tos contabilizados na cdmara de Neubauer tiveram
seus valores ajustados para 10* conidios/mL.
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Figura 1. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus 72
horas ap6s a inoculagdo com a suspensao conidial de Beau-
veria bassiana s.]. (A) e com a suspensdo de agua destilada
estéril e Tween 80 a 0,01% (B). Em destaque, nota-se o pro-
cesso de exteriorizacdo fungica na cuticula (C) das fémeas
ingurgitadas do carrapato 72 horas apés a inoculagdo com a
suspensao fngica.

Tabela 1. Média e desvio padrao do ntimero total de hemécitos
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus apds 24 e
48 horas da inoculacdo com suspensdo conidial de Beauveria
bassiana s.]. ou d4gua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%.

Grupos Tempo Pés-Inoculacao
24h 48h

CTR 4,02°4+1,20 20,51°® + 0,10

Bb 206 4,92°4 +1,47 0,10® + 0,09

* Letras mindsculas na mesma coluna maitisculas na mesma linha nao
diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo teste de Teste t (Stu-
dent).

Identificacao de células presentes na hemolinfa

Foram identificados cinco tipos de hemdocitos,
sendo eles: pro-hemocitos (Figura 2A), plasmato-
citos (Figura 2B), esferuldcitos (Figura 2C), granu-
l6citos (Figura 2D) e oenocitéides (Figura 2E). O
tratamento das fémeas com a inoculacdo da sus-
pensdo aquosa de B. bassiana s.]. (isolado CG 206)
nao alterou a morfologia dos hemécitos, de modo
que os mesmos tipos celulares foram encontrados
nos grupos inoculados com a suspensao ftingica e
nos inoculados somente com dgua destilada estéril
e Tween 80 a 0,01%.

Figura 2. Tipos celulares presentes na hemolinfa de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus 24 e 48 horas apos
a inoculagdo de suspensdo conidial de Beauveria bassiana
s.1. (Bb 206) ou dgua destilada estéril e Tween 80 a 0,01%
(CTR). (1, 2 e 3) CTR 24 hs; (4 e 5) Bb 24hs; (6) CTR 48hs;
(7 e 8) Bb 48 hs, A= Pro6- hemécitos, B= Plasmatdcitos, C=
Esferuldcitos, D= Granulécitos, E= Oenocitoides. *Processo
de degranulagao.

U s ‘:‘ T

Figura 3. Corpos hifais (setas) na hemolinfa de Rhipicephalus
microplus 48 horas apds inoculacdo de suspensdo aquosa de
Beauveria bassiana s.1. (CG 206).
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A identificacdo dos hemdcitos das fémeas ingur-
gitadas do grupo 72 horas apos a inoculacdo de B.
bassiana s.1. ndo foi possivel ja que as mesmas mor-
reram antes da coleta de hemolinfa.

O presente estudo observou a presenga de cor-
pos hifais, que é a primeira estrutura formada a
partir da germinagdo do conidio para assim formar
as demais estruturas da colonia fangica, 48 horas
ap0s a inoculagao de B. bassiana s.1. (Figura 3).

DISCUSSAO

A utilizacado dos fungos artropodopatogénicos
vem se tornando uma alternativa promissora no
controle de carrapatos de importdncia médica e
médica veterinaria. Vérias espécies de destes fun-
gos sdo conhecidas por causar mortalidade em di-
ferentes estdgios de desenvolvimento de carrapa-
tos (Fernandes & Bittencourt 2008).

Os hemécitos representam um importante pa-
pel nos mecanismos de defesa de carrapatos e
assim como nos insetos, a fagocitose ¢ uma das
primeiras linhas de defesa apds um desafio micro-
biano (Zhioua et al. 1997). Eles fazem a retirada dos
patégenos da hemolinfa através da fagocitose, no-
dulagdo, encapsulamento, além da producdo e se-
crecao de peptideos com atividade antimicrobiana
(Levashina 2004). O presente trabalho demonstrou
que a inoculacdo do isolado CG 206 do fungo B.
bassiana s.l. altera a resposta celular das fémeas in-
gurgitadas de R. microplus.

O grupo controle 48 horas apés a inoculagao
apresentou aumento significativo do namero de
hemocitos quando comparado ao grupo controle
24 horas ap6s a inoculagdo. Para os grupos trata-
dos com B. bassiana s.1., ap6s 48 horas de inoculagao,
a contagem de hemdcitos foi cerca de cinco vezes
maior do que 24 horas ap6s a inoculacado. Estes re-
sultados encontrados no presente trabalho corrobo-
ram com os estudos de Angelo (2011) que observou
em coletas 48 horas apds inoculagdo que o grupo
controle apresentou aumento significativo em rela-
¢do ao grupo observado 24 horas ap6s inoculagao.

Comparando as analises de 24 horas e 48 horas
ap0s a inoculacdo de dgua e Tween 0,01% (Tabela
1) observou-se um aumento significativo no niime-
ro de hemacitos. Sugere-se que este aumento, tam-
bém observado por Angelo (2011), seja em funcao
da inoculagao do veiculo, que por si s6 pode gerar
uma resposta celular no organismo do artrépode.
Como esses grupos ndo foram inoculados com a
suspensao fangica o organismo das fémeas ingur-
gitas foi capaz de aumentar o nimero de hemécitos
a fim de tentar debelar a presenga de um possivel

patégeno, o mesmo nao aconteceu quando as féme-
as foram inoculadas com a suspensao fingica de
B. bassiana s.1. e apds 48 horas da inoculagao houve
uma reducido do ntamero de hemocitos, demons-
trando o efeito imunossupressor de B. bassiana s.1.

Segundo Wang et al. (2004), ap6s a penetragao
do fungo, inicia-se o processo de colonizacdo em
que as hifas sofrem engrossamento, ramificam-se
e diferenciam-se em blastosporos na hemocele do
hospedeiro. O grupo tratado 24 horas apds o trata-
mento ndo apresentou diferenga estatistica quando
comparado ao grupo controle 24 horas ja que esse
periodo de 24 horas ndo foi suficiente para alterar a
quantidade de hemdcitos circulantes na hemolinfa
do grupo tratado.

Silva et al. (2006) observaram redugdo no nu-
mero de hemocitos presentes na hemolinfa de R.
microplus quando infectados por B. bassiana s.l1., de-
monstrando o efeito téxico/imunossupressor deste
patégeno sobre o carrapato ao longo dos dias apos
a infeccdo. Neste estudo, o grupo tratado com a
suspensao de B. bassiana s.1. também apresentou re-
ducao de 49,5 vezes no nimero de hemocitos totais
circulantes na hemolinfa de fémeas de R. microplus
48 horas ap0s a inoculagdo, quando comparado ao
grupo tratado com a mesma suspensdo fingica 24
horas apo6s a inoculacao.

Alves (1998) observou que utilizando o méto-
do de inoculagdo do fungo diretamente no interior
da hemocele do carrapato o processo de infecgao
e esporulagdo do fungo acontecia de forma mais
rapida, pois reduz o tempo necessdrio a etapa de
penetracao do fungo via cuticula, que é a primeira
fase do processo natural de infeccao de artrépodes.

Neste estudo, pdde-se observar em contagem
direta a presenca de corpo hifal 48 horas pds-tra-
tamento. Bittencourt e colaboradores (1995) visua-
lizaram a presenca das hifas de M. anisopliae na he-
molinfa da pata de fémeas totalmente ingurgitadas
tratadas por imersdo, a partir do segundo dia de
tratamento (Figura 4).

A redugdo no nimero de hemécitos nos grupos
inoculados com suspensao fingica foi mais acen-
tuada do que a reportada por Angelo (2011). Esta
autora utilizou o isolado ESALQ 986 de B. bassiana
s.l. para a inoculacdo de fémeas ingurgitadas e o
presente estudo utilizou o isolado CG 206. Compa-
rando a viruléncia destes isolados para o controle
de larvas de R. microplus, Fernandes et al. (2011) re-
portaram que o isolado CG 206 apresentou percen-
tual de controle de até 93%, enquanto que o isolado
ESALQ 986 apresentou percentual de controle ma-
ximo de 58,5%. Esta diferenca indica que o isolado
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Figura 4. Presenca de corpos hifais (setas) na hemolinfa de Rhi-
picephalus microplus ap6s 48 horas da inoculac¢do de Beauveria
bassiana s.1.

utilizado no presente estudo (CG 206) é mais viru-
lento do que o utilizado por Angelo (2011) (ESALQ
986). Dessa forma, sugere-se que um isolado fangi-
co mais virulento pode causar uma maior supres-
sao celular em resposta ao processo infeccioso.

Muitos metabdlitos secundarios (derivados de
varios intermedidrios no metabolismo primario),
produzidos por fungos, podem ser potencialmente
toxicos para artropodes (Rohlfs & Churchill 2011),
citando como exemplo as toxinas produzidas por
Beauveria spp., conhecidas a oosporeina, beauve-
ricina e bassianolide (Castrillo et al. 2005). Estes
metabdlitos ou toxinas podem causar um efeito
imunossupressor nos hemocitos de R. microplus, le-
vando a uma reducdo significativa do namero de
células circulantes (Silva 2006).

Segundo Chandler (2000), a morte do hospedeiro
infectado com fungos artropodopatogénicos ocorre
em um periodo de trés a dez dias e se da pela per-
da de agua, privagdo de nutrientes, danos mecani-
cos e acdo de toxinas. Sob condi¢des adequadas de
umidade e temperatura ocorre a exteriorizagdo do
fungo que recobre o corpo do carrapato, facilitando
a ocorréncia de novas infecgdes em outros hospe-
deiros e assim continuando seu ciclo. Neste estudo
as fémeas morreram 48 horas apds a inoculacao do
fungo, periodo no qual houve grande reducao do
nuamero de hemocitos observados. Silva et al. (2006)
descreveram o mesmo 72 horas p6s inoculagdo com
conidios de B. bassiana s.l. em fémeas ingurgitadas
de R. microplus. Os hemocitos foram identificados
conforme a morfologia descrita na literatura, sen-

do possivel identificar na hemolinfa das fémeas de
carrapato os tipos celulares mais comuns em inse-
tos segundo Tanada e Kaaya (1993), e os mesmos
identificados em estudos de Silva (2006), sendo
eles: pré6-hemdcitos, granulécitos, plasmatécitos,
esferulécitos e possiveis oenocitéides, segundo So-
nenshine (1991) esses sao os tipos celulares mais co-
mumente encontrados na hemolinfa de artrépodes.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciaram que a ino-
culagdo de conidios do fungo artropodoptogénico
B. bassiana s.l. alterou a resposta celular de fémeas
totalmente ingurgitadas de R. microplus, causando
a diminuicdo da quantidade de hemocitos.
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