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Engorged femal es of Boophilus microplus were inoculated with conidia of the fungi Metar hizium anisopliae or
Penicillium sp. Two bioassays constituted of six treatment groups were performed to determine the cellsinvolved
in the B. microplus immune response. In the first bioassay there were three different groups. @) engorged females
inoculated with Penicillium sp. (1.36 x 10° conidia/ml); b) engorged females inoculated with Tween 80 at 0.01%
water solution; c) testimony group (engorged females non inocul ated). Each treatment group was composed by ten
ticks. The second bioassay was conducted following the same methodol ogy described above, however, engorged
females were inoculated with M. anisopliae (1.24 x 108 conidia/ml). Ticks were inoculated with 1ul of fungus
suspension or Tween 80 solution directly in theidiosoma. The haemolymph of each tick was collected 24.48 and 72
hours post-challenge. In all groups were observed prohemocytes, plasmatocytes, granulocytes and spherulocytes.
Adipohemocyteswereidentified in small number only inticks noninoculated (testimony group). Oenocytoidswere
found in ticks inoculated with M. anisopliae and ticks non inoculated of both bioassays. In the first bioassay, ticks
treated with Penicillium sp. presented conidial phagocytosis by granulocytes and plasmatocytes. In the second
bioassay, ticks did not overcome the infection resulting in death 72 hours after post challange.
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RESUMO

Para a determinacdo dos tipos celulares envolvidos na res-
posta imune de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus
inoculados com Metarhizium anisopliae e Penicillium sp.
foram realizados dois ensai 0s biol égicos, totalizando seistra-
tamento. Cada tratamento contendo dez carrapatos. O primei-
ro ensaio bioldgico foi composto por: @) grupo de fémeasino-
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culadas com Penicillium sp. na concentracdo de 1,36 X
10%conidios/ml; b) grupo inoculado com agua e Tween 80; ¢)
grupo testemunha (ndo recebeu inoculacdo). No segundo
ensaio bioldgico foram formados os seguintes grupos: a) gru-
po de fémeas inoculadas com M. anisopliae na concentracdo
de 1,24 x 108 conidios/ml; b) grupo inoculado com &gua e
Tween 80; ¢) grupo testemunha (ndo inoculado). Nos grupos
tratados, o volume inoculado foi 1l na regido dorsal do
idiossoma A hemoalinfa foi coletada 24, 48 e 72 horas apés
inoculacdo. Em todos os ensaios bioldgicos foram observa
dos prohemdacitos, granul écitos, esferul écitos e plasmatécitos.
Foram identificados ainda adipohemacitos em pegquenas quan-
tidades nos dois grupos controles. Os oenocitéides foram
encontrados também nos grupos tratados com M. anisopliae
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e nas fémeas ndo inoculadas em ambos ensaios biolégicos.
No primeiro ensaio biol dgico foi observadafagocitose conidial
por granul écitos e plasmatécitos. No segundo ensaio biol 4gi-
co foi constatado a impossibilidade do carrapato em reagir a
infeccdo, resultando em morte 72 horas apés ainoculagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Hemolinfa, carrapatos, ensaios biol 6gi-
cos, fungos entomopatogénicos.

Boophilus microplus (Canestrini, 1887), conhecido como
0 carrapato do boi, possui umaampladistribuicdo mundial na
faixa compreendida entre os paralelos 32° del atitude N e 35°
delatitude S e acarretadiversos prejuizos, tanto em relagéo as
perdas na produtividade como em relagdo aos gastos para
controle desta parasitose. Devido aos inconvenientes causa-
dos pelo uso indiscriminado de acaricidas quimicos, outras
medidas de controle vem sendo estimuladas, dentre elas a
utilizac8o deagenteshiol dgicos (BITTENCOURT et al., 1994).
Como uma medida alternativa ao controle quimico, o fungo
Metar hizium anisopliae vem sendo testado em laboratério e
tem causado ateragdes em diferentes parémetros biol 6gicos
da fase ndo parasitaria em B. microplus, como demonstrado
por Bittencourt et al. (1992, 1994, 1995).

Os invertebrados apresentam vérios mecanismos de de-
fesa para evitar a invasdo e dispersdo dos fungos em seu
organismo. Nos insetos, a imunidade é classificada como
natural, celular e humoral e segundo Alves (1998) aimunida-
de celular é realizada pelas células presentes na hemolinfa
classificadas como prohemdcitos, plasmatécitos,
granulécitos, esferulécitos, oenocitodides e coagul ocitos. As
reacOes de defesa ocorrem em dois estégios. no primeiro,
granuldcitos e coagul écitos localizam a particula estranha e
liberam fatores de reconhecimento, enquanto gue no segun-
do estégio, estes fatores conduzem os plasmatdcitos as le-
sBes ou patdgenos. A alteracbes nacomposi¢do dahemolinfa
dos insetos foram observadas ap6s infecgdo com bactérias e
virus por Fisher e Ganesalingam (1970) e com fungos por
Huxhamet a. (1989).

No carrapato Dermacentor andersoni Stiles, (1905) foram
observados quatro tipos celulares descritos como
prohemdcitos, esferulécitos, plasmatdcitos e oenocitdides
(BRINTON; BURGDORFER, 1971). Em B. microplusinocula
dos com bactérias paraa observacéo da producdo de reativos
de oxigénio foram verificados dois tipos celulares apenas,
plasmatdcitos e granulécitos, considerando os plasmatdcitos
as células mais abundantes (PEREIRA et a., 2001) enquanto
gue em Ornithodoros moubata Murray, 1877 desafiados atra-
vés da inoculagdo de microesferas de polistrene fluorescente
foram identificados apenas granuldcitos, plasmatocitos e
prohemécitos. Contudo, como o sistema imune celular de B.
microplus reage perante ainoculagdo com um agente fangico
ainda ndo esta esclarecida. O objetivo deste trabalho foi veri-
ficar quais os hemdcitos envolvidos na resposta imune do B.
microplus quando inoculados com os fungos M. anisopliae e
Penicillium sp.

A infeccdo experimental e aandlise darespostacelular de
B. microplus foram realizadas na Estac8o para Pesquisas
Parasitol6gicaW.O. Neitz - Instituto de Veterinéria, Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro. Foram executados dois
ensai os biol 6gicos com dois fungos: Metarhizium anisopliae
e Penicillium sp., sendo utilizadas um total de sessentaféme-
as ingurgitadas de B. microplus retiradas de animais natural -
mente infestados do municipio do Rio de Janeiro que ndo
tiveram contato recente com carrapaticidas. Apés a coleta, as
mesmas foram lavadas em &gua corrente, imersas em solucéo
dehipoclorito de sodio a0,01% e novamente lavadas em &gua
destilada, secas, colocadas em placas de Petri e mantidas em
camara climatizada (27°C e >80%UR). Para a elaboracéo da
suspensdo foram utilizados os fungos Penicillium sp e 0 M.
anisopliae isolado 959, sendo as suspensdes de conidios de
cada isolado preparadas a partir de fungos produzidos em
meio dearroz. Asdilui¢des paracadaisolado foram realizadas
segundo descricdo de Alves (1998) atingindo a concentracdo
final de 108 conidios/ml e todos os grupos tratados constitui-
dos por dez espécimes. O primeiro ensaio biol6gico foi cons-
tituido por um grupo testemunha (sem inoculagéo); um grupo
inoculado com solucéo de tween 80 a0,1% em &guadestilada
estéril e um grupo foi tratado com a suspensdo do fungo
Penicillium sp. na concentracdo de 1,36 x 108 conidios/ml.
Para 0 segundo ensaio bioldgico, foi mantida a mesma se-
guéncia de tratamento, porém como suspensao flngica foi
utilizada a preparada com M. anisopliae na concentracdo de
1,24 x 108 conidios/ml. Nostratamentos com suspensao fungica
ou &gua destilada, os carrapatos foram inoculados na regi&o
dorsal do idiossoma com um volume de 1ml, utilizando uma
microseringaHamilton (10ml). A coletade hemolinfafoi reali-
zada 24, 48 e 72 horas apos ainocul agdo pelaseccdo da extre-
midade distal (tarso etibia) das patas. A amostrafoi fixadaem
acool metilico (PA) por trés minutos e corada com Giemsa a
0,02% durante 30 minutos. As células foram observadas em
microscopio 6tico (Inalh) em objetivade 40x e 100x.

Nosensaios biol 6gicos realizados foram identificados seis
tipos celulares: prohemdcitos, granulécitos, plasmatocitos,
esferuldcitos, adipohemacitos e oenocitdides, sendo os dois
ultimos, ostipos celulares menos abundantes. Em D. ander soni
foram observados quatro tipos celulares prohemacitos,
esferuldcitos, plasmatécitos e oenocitoides (BRINTON;
BURGDORFER, 1971). J4 em O. moubata foram identificados
apenas granul dcitos, plasmatécitos e esferul écitos (INOUE et
a., 2001). Em Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) e
Haemaphysalis Koch, 1844 somente foram encontrados trés
tipos: prohemdcitos, esferuldcitos e plasmatocitos;
granulécitos, prohemacitos e plasmatdcitos, respectivamente
(CARNEIRO; DAEMON, 2001).

No primeiro ensaio biolégico, hemolinfa das fémeas
ingurgitadas de B. microplus inoculadas com fungo apresenta-
ram umaresposta celular diferenciadados demaisgrupostesta-
dos, sendo observada a ocorréncia de fagocitose dos conidios
de Penicillium sp. por granul écitos e plasmatécitos (Figura 1),
fatojacitado por Omoto eAlves(1998) epor Levashina(2004),
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Figura 1. Amostras de hemolinfa de fémeas ingurgitadas de Boophilus microplus coradas pelo Giemsa (1000 X). (a) Conidios de Penicillium
sp. (=) fagocitados por plasmatécitos, (b) 1- Plasmatdcitos, 2- Conidios de Penicillium sp. fagocitados por plasmatécitos; (c) Conidios ( =) de
Metarhizium anisopliae; (d)1- Granulécito, 2- Oenocitdide, 3- Degranulacéo de esferulécito; (e) conidios ( =) de M. anisopliae e hemdcitos
em degeneracéo e (f) conidios de M. anisopliae e plasmatécitos em degeneragédo ( ).

quando cita que estas sd0 as principais células envolvidas no
processo imune. Corroborando também as afirmagdes de Inoue
et al. (2001) sobre 0 envolvimento de granul écitos no processo
de fagocitose em O. moubata. Segundo Crossley (1975) a
fagocitose é um dos principais mecanismos de respostaimune

dos invertebrados. No grupo inoculado com Penicillium sp.,
asfémeasingurgitadasfizeram sua posturanormal mente, quan-
do comparadas as do grupo controle, morrendo somente apds
otérmino damesma. Adipohemacitos e oenocitéidesforam con-
sideradas células raras.
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No segundo ensaio biolégico, ndo foi observada
fagocitose pel os tipos cel ulares encontrados nas fémeasino-
culadas com o M. anisopliae como constatado no ensaio
biol 6gico anterior. As amostras de hemolinfa col etadas apds
48 horas da inoculagdo com M. anisopliae apresentaram
esferulécitos em desgranulacdo, e também conidios e hifas
dofungo (Figural). Emrelagdo adistribui¢éo do fungo pelo
organismo do carrapato Bittencourt et al. (1995) observaram
semel hante processo de disperséo das hifas nahemolinfa de
B. microplus que sobreviveram por um periodo de sete dias,
enquanto que no presente experimento as fémeas tratadas
morreram em média 72 horas apds ainoculacdo do fungo. Foi
constatado que mesmo sendo observada a presenca de
conidios fagocitados pelos hemdcitos, o processo infeccio-
S0 n&o pode ser controlado, com posterior desenvol vimento
e colonizagdo do fungo M. anisopliae. Foi observada a pre-
senca dos mesmos tipos celulares em todos os grupos estu-
dados.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ALVES, S.B. Patologia e controle microbiano: vantagens e
desvantagens. In: ALVES, S.B. Controle Microbiano de
Insetos. 22 ed., Piracicaba: FEALQ, 1998. p. 21- 37.

BITTENCOURT,V.R.EP; MASSARD, C.L.;LIMA,A.F.Uso
do Metarhizium anisopliae (Metchnikoff, 1879) Sorokin,
1883, no controle do carrapato Boophilus microplus
(Canestrini, 1887). Arquivos da Universidade Federal Ru-
ral RiodeJaneiro, v. 15, n. 2, p.197-202, 1992.

BITTENCOURT, V.RE.P; MASSARD, C.L.;LIMA,A.F.Acdo
do fungo Metarhizium anisopliae sobre a fase ndo parasi-
taria do ciclo bioldgico de Boophilus microplus. Revista
da Universidade Rural - Srie Ciénciasda Vida, v.16, n. 1-
2,p.49-55,1994.

BITTENCOURT,V.RE.P; MASSARD, C.L.;LIMA,A.F. Din&
mica da infecc@o do fungo Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff, 1879) Sorokin, 1883, sobre o carrapato

Boophilus microplus. (Canestrini, 1887). Revista da Uni-
versidade Rural - Série Ciénciasda Vida, v. 17, n. 1, p. 83-
83,1995.

BRINTON, L.P; BURGDORFER, W. Fine structure of normal
hemocytesin Dermacentor andersoni stiles (Acari: Ixodidag).
Journal of Parasitology, v. 57, n. 5, p.1110-1127, 1971.

CARNEIRO, M.E.; DAEMON, E. Caracterizacdo dostiposcelu-
lares presentes na hemolinfa de adultos de Amblyomma ca-
jennense (Fabricius, 1787) Koch, 1844 e de Haemaphysalis
sp. Revista Brasileira de Zoociéncias, v. 3, n.2, p. 139-145,
2001

CROSSLEY, A.C. Thecytophisiology of insects. Advancesin
InsectsPhysiology, v. 11, p. 117-222, 1975.

FISHER, R.C.; GANESALINGAM, V.K. Changes in the
compositions of host haemolymph after attack by aninsect
parasitoid. Nature, v. 227, n. 5254, p. 191-192, 1970.

HUXHAM, I.M.; LACKIE, A.M.; McCORKINDALE, N.J.
Inhibitory effect of cyclodepsipeptides, destruxins, from
the fungus Metarhizium anisopliae, on cellular immunity
in insects. Journal of Insect Physiology, v. 35, n. 2, p. 97-
105,1989.

INOUE, N.; HANADA, K.; TSUJI, N.; IGARASHI, |
NAGASAWA, H.; MIKAMI, T.; FUJISAKI, K.
Characterization of phagocytic hemocytesin Ornithodoros
moubata (Acari: Ixodidag). Journal of Medical Entomology,
v.4,n. 38, p. 514-519, 2001.

LEVASHINA, E.A. Innate immune response of Anopheles
gambiae. Insect Biochemistry and Molecular Biology, V.
34,n.7,p.673-678, 2004.

OMOTO, C.; ALVES, S.B. Mecanismos de defesa de insetos
contra entomopatégenos. In: ALVES, S.B. Controle
Microbiano de Insetos. Piracicaba: FEALQ, 1998. 1163 p.

PEREIRA, L.S.; OLIVEIRA, PL.; BARJA-FIDALGO, C,
DAFFRE, S. Production of reactive oxygen species by
hemocytes from the cattle tick Boophilus microplus. Expe-
rimental Parasitology, v. 99, n. 2, p. 66-72, 2001.

Recebido em 26 de dezembro de 2005.
Aceito para publicagdo em 07 dejunho de 2006.

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 15, 3, 128-131 (2006)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



