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Resumo

Os carrapatos sdo ectoparasitas hematéfagos que apresentam grande
importancia econbmica e médico-veterinaria por transmitirem patégenos para 0s
diversos hospedeiros, bem como por causarem reducao na qualidade da carne, couro e
leite devido a sua acdo espoliativa. A espécie Rhipicephalus sanguineus (Ixodidae),
conhecida popularmente como “carrapato do cao” tem ampla distribuicao geografica e é
a principal responséavel pela transmissdo de patégenos aos caes domeésticos, além de
ser potencial transmissora destes para a espécie humana. A espécie Ornithodoros

=0

rostratus (Argasidae) conhecida como “carrapato do ch&o” é encontrada principalmente
na regido centro-oeste do Brasil e tem causado problemas, tais como grandes
hematomas na pele do hospedeiro, principalmente dos suinos e dos animais silvestres,
além de humanos, devido a sua fixacdo. O tecido fluido desses animais € a hemolinfa,
a qual é composta por plasma linfatico e por diversos tipos de células, ainda pouco
estudadas. A hemolinfa é responsavel pelo transporte de diversas substancias
importantes para a sobrevivéncia do animal, tais como enzimas, hormonios e residuos a
serem excretados pelo organismo. O objetivo deste trabalho foi o de realizar uma
descricdo comparativa e detalhada das células encontradas na hemolinfa das duas

espécies de carrapatos citadas.

Palavras chave: Ixodidae, carrapatos, hemolinfa, Rhipicephalus sanguineus,

Argasidae, Ornithodoros rostratus.



1. Introducao

Os carrapatos, artropodes pertencentes a Classe Arachnida e Subclasse Acari,
estdo divididos em trés familias, sendo estas: Ixodidae (692 espécies), Argasidae (186
espécies) e Nuttalliellidae (1 espécie) (NAVA et al., 2009).

Esses animais sdo ectoparasitas, hematéfagos, podendo também se alimentar
de linfa e de restos tissulares (LABRUNA, 2004). O parasitismo € a principal
caracteristica que os classifica como importantes vetores de diversos agentes
patogénicos, como virus, riguetsias, bactérias, espiroquetas e protozoarios
(FLECHTMANN, 1985). Como exemplo pode-se citar a espécie Rhipicephalus
sanguineus que é considerada uma possivel vetora de Rickettsia rickettsii para animais,
incluindo o homem, ja que estudos relataram a sua presenca em humanos no Estado
do Pard (SERRA-FREIRE, 2010). Esta bactéria tem sido encontrada em células do
intestino, dos ovarios, dos tubulos de Malpighi, das glandulas salivares e da hemolinfa
dessa espécie, sendo também o microorganismo responsavel pela transmissdo da
febre maculosa (COSTA et al., 2011). A contaminagdo primaria causada pela R.
rickettsii pode ocorrer em carrapatos: ou via intestino quando ha ingestdo de sangue
com bactérias livres ou via co-alimentacdo, quando os carrapatos alimentam-se ao lado
de outros em um mesmo hospedeiro. O sangue que € ingerido flui para o interior do
carrapato através de um canal formado pela quelicera e pelo hipostomio, dai segue
para a cavidade faringeal e pelo curto esd6fago chegando finalmente ao intestino médio
e aos diverticulos. ApOs atravessar a barreira do trato digestorio, a bactéria penetra na
cavidade corporal onde sobrevive e se multiplica. Ap6s sair do intestino médio, a R.
rickettsii invade os hemacitos, por¢céo celular da hemolinfa, tendo, deste modo, acesso
a praticamente todos os tecidos do carrapato causando assim a contaminagao
generalizada. Aparentemente, a R. rickettsii desativa os mecanismos de defesa dos
hemacitos (células sanguineas), 0 que permite sua sobrevivéncia nos tecidos do
ixodideo e sua transmissdo aos vertebrados (SOCOLOVSCHI et al., 2009). Outros
prejuizos podem ser causados pelo fato dos carrapatos se alimentarem do sangue de
seus hospedeiros. Como exemplo pode-se citar a anemia, anorexia além do
enfraquecimento do sistema imunoldgico, o que possibilita a aquisicdo de outras
patologias (LABRUNA, 2004).



A espécie Rhipicephalus sanguineus pertence a familia Ixodidae e acredita-se
ser originaria da Africa, estando, contudo, presente em todos 0s cinco continentes
(SERRA-FREIRE, 2010). Essa ampla distribuicdo provavelmente tenha ocorrido devido
a migracdes de pessoas que levaram consigo cdes domésticos (hospedeiro primario)
parasitados por R. sanguineus (LABRUNA, 2004).

No ciclo de vida do R. sanguineus, o parasitismo € realizado em apenas um
hospedeiro e dele saem apenas quando estdo ingurgitados para realizarem a ecdise
(no caso dos imaturos), ou no caso das fémeas adultas, estas, depois de
completamente ingurgitadas, deixardo o hospedeiro para, no solo, realizar a postura de
um grande namero de ovos (4 a 5 mil) (FLECHTMANN, 1985).

A espécie Ornithodoros rostratus pertence a familia Argasidae e pode ser
encontrada parasitando animais silvestres e domésticos, geralmente em grutas
frequentadas por animais hospedeiros, habitagcbes humanas e em chiqueiros. Sua
picada € muito dolorosa e causa lesGes graves, bem como infec¢cdes bacterianas
secundarias (FLECHTMANN, 1985).

O ciclo de vida desses animais difere daquele dos ixodideos, uma vez que se
alimentam durante horas ou alguns dias e logo em seguida abandonam o hospedeiro.
Isso se repete por varias vezes e quando adultas, as fémeas realizam, ao contrario dos
ixodideos, diversas posturas, entre um repasto e outro, o que resulta, diferentemente
dos ixodideos, num numero de ovos relativamente pequeno (150) (FLECHTMANN,
1985). Além disso, os argasideos possuem mais de um estagio de ninfa (2-8)
(KOPACEK et al., 2010). Como os ixodideos alimentam-se por mais tempo, sua
dispersdo é potencialmente maior em relacio a dos argasideos (ESTRADA-PENA et
al., 2010).

A taxonomia da familia Argasidae é controversa, devido a dois principais fatores:
caréncia de diretrizes adequadas baseadas em caracteristicas morfologicas e grande
biodiversidade presente em tal familia (ESTRADA-PENA et al., 2010). Segundo a
classificacdo de Pospelova-Shtrom (1969), Argasidae contém duas subfamilias: a
Ornithodorinae e a Argasinae. A primeira abriga duas tribos, Otobiini e Ornithodorini. O
género Ornithodoros esté incluido na tribo Onithodorini.



De acordo com Hoogstraal e Aeschlimann (1982), os Ixodidae estdo compostos
por quatro subfamilias, Amblyomminae, Haemaphysalinae, Hyalomminae e
Rhipicephalinae. Esta ultima abriga o género Rhipicephalus. Filippova propés uma
classificacdo alternativa com duas subfamilias: Amblyomminae e Ixodinae (NAVA et al.,
20009).

A espécie O. rostratus ocorre em grande parte da regido do Brasil Central
(FLECHTMANN, 1985). Devido a degradacdo ambiental, a ocupacdo humana e ao
desenvolvimento da pecuéaria no Pantanal Brasileiro, a populacdo de bovinos, de
humanos e de animais domésticos aumentou. A mudanc¢a na densidade populacional
de tais espécies desequilibrou as relacdes parasito-hospedeiros, tornando esta regiao
um foco para o surgimento de doencas parasitarias emergentes e re-emergentes
(CANCADO, 2008).

Os Arthropoda em geral tém como veiculo de circulacdo interna a hemolinfa,
que é um tecido fluido composto por plasma linfatico (porcédo liquida) e hemacitos
(porcao celular), representando de 15 a 75% do volume total do corpo do animal. Sua
funcéo é a de transportar diversas substancias essenciais para o organismo, tais como:
hormoénios, enzimas, residuos oriundos do metabolismo em direcdo aos 0Orgaos
excretores e substancias nutritivas do aparelho digestério para outros tecidos. Além
disso, a hemolinfa teria fungbes de lubrificagdo, armazenamento e protegcdo. Em
insetos, especificamente, a hemolinfa atuaria também na regulacdo da presséo
corporal, na ventilagdo do sistema traqueal, na eclosédo, na ecdise e na expansao das
asas durante a muda (ARAUJO, 2007). Os hemdcitos teriam papel no sistema ativo de
defesa do animal, fagocitando microorganismos invasores ou encapsulando os

parasitas quando grandes demais para serem fagocitados (ALBERTI E COONS, 1999).

A circulacdo da hemolinfa dos carrapatos, assim como em todos os artrépodes, é
do tipo aberta, caracteristica evolutiva resultante da desintegracdo das paredes
celdmicas presentes nos ancestrais anelideos (OBENCHAIN e OLIVER, 1976). O
sistema circulatério destes animais é constituido por um coracdo, uma aorta e vasos
arteriais curtos (SONENSHINE, 1991).
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Nos carrapatos, a hemolinfa além de circular pelo corpo via vasos, preenche a
cavidade corporal banhando assim 6rgaos e tecidos. Resumidamente, em carrapatos, a
circulacdo da hemolinfa ocorre da seguinte forma: o fluido, vindo dos 6rgaos, entra na
cavidade pericardial e posteriormente no coracédo, através dos 0stios. Logo apos, deixa
0 coracgdo via aorta dorsal e segue em direcdo a cavidade periganglionar e, a partir
desta é distribuido por meio das artérias pedais (SONENSHINE, 1991).

No caso das células (hemacitos) presentes na hemolinfa dos carrapatos, varios
autores sugeriram a existéncia de sistemas de classificagdo para os mesmos. Douglas
(1943) classificou os hemadcitos de Dermacentor andersoni como amebadcitos. Teravsky
(1957) descreveu trés tipos celulares: proleucécitos, eosindfilos e basdfilos. Tsvileneva
(1959, 1961) descreveu dois tipos: fagdcitos e trofdcitos. Dolp (1970), usando o método
Giemsa de coloracao, diferenciou os hemécitos de Hyalomma anatolicum excavatum,
H. dromedarii, Argas persicus e A. arboreus: em prohemdcitos, plasmoécitos e
esferuldcitos. Binnington e Obenchain (1982) descreveram cinco tipos diferentes:
prohemdacitos, plasmécitos tipo | e Il, granuldcitos, esferuldcitos e oenocitdides
(ALBERTI E COONS, 1999). Segundo Carneiro e Daemon (1997), anteriormente foi

descrito na hemolinfa de R. sanguineus, sete tipos celulares, a saber:

e Prohemdécitos (PR) — dois tipos, PR | e PR I, sendo os PR | pequenos,
arredondados ou ovéides, com nudcleo grande, preenchendo quase todo
citoplasma. Os PR I, seriam derivados dos PR I, apresentando citoplasma
eosinofilico.

e Plasmaécitos (PL) — com citoplasma basofilico, podendo apresentar vacuolos e/ou
granulos. O nucleo (um ou dois) é arredondado ou oval e excéntrico.

e Granuldcitos (GR) — arredondados ou ovais com granulacdes citoplasméticas,
mascarando um nucleo eosinofilico, de tamanho variavel, central ou excéntrico.
Foram divididos em: GR | (medindo até 16) e GR Il (superior a 16).

e Esferulécitos (ES) — divididos em: ES | e ES I, tendo ES | tamanho variavel e
forma arredondada ou oval, com nucleo arredondado ou alongando e excéntrico
e citoplasma contendo esférulas basofilicas e eosinofilicas. ES Il foi subdividido
em trés grupos, utilizando-se os critérios de quantidade de esférulas e a forma

celular: ES lla, arredondados, ovais ou piriformes com esférulas de cor variando
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de negra a marrom-acinzentada, nucleo eosinofilico, granular ou compacto e
excéntrico. ES llb variam de esféricos a fusiformes com as esférulas menores
que as dos ES lla, ocorrendo em menores quantidades, conferindo aspecto
vacuolizado ao citoplasma. O nucleo € pequeno e excéntrico. ES llc,
intermediario aos tipos anteriores e semelhantes ao ES lla em relagdo a
quantidade e compactacdo das esférulas e ao ES Ilb em relacdo a forma
(fusiforme) e por apresentarem prolongamentos citoplasmaticos. O ndcleo é
excéntrico.

e Adipohemdcitos (AD) — arredondados com tamanho variavel e gotas refringentes
no citoplasma. O ndcleo é excéntrico.

¢ Oenocitoides (OE) — grandes, arredondados, com citoplasma homogéneo ou
apresentando pequenas granulacdes refrateis. O nlcleo € pequeno e excéntrico.

e Células nado definidas (ND) — encontradas em baixa frequéncia e ndo se
enquandram em nenhum dos tipos anteriores. Podem ser hialinas ou estarem em
processo de lise. Foram encontrados elementos ndo-hemacitos na hemolinfa de

adultos de R. sanguineus (fungos, bactérias, além de estruturas ndo definidas).

Nas espécies Amblyomma cajennense e Haemaphysalis sp, foram descritos
apenas trés tipos celulares: prohemdcito I, plasmocito e esferulocito, sendo que o
plasmacito foi o Unico tipo ja descrito nas familias Ixodidae e Argasidae (AMOSOVA,
1983; BRINTON e BURGDORFER, 1971; CARNEIRO e DAEMON, 1996, 1997; DOLP,
1970; DOUGLAS, 1943; EL SHOURA, 1986; KUHN e HAUG, 1994;: NORDENSKIOLD,
1905; TSILENEVA, 1959), (CARNEIRO e DAEMON, 2001).

Em relacdo as células do sistema imune do carrapato, os plasmécitos e os
granuldcitos tipo | sdo responsaveis pela fagocitose. Ja o granuldcito tipo Il ndo realiza
fagocitose. No processo hemocitico denominado de encapsulacédo, os tipos celulares
envolvidos sdo os granulécitos | e Il e os plasmacitos. Essas células se multiplicam e

formam uma cépsula ao redor do organismo invasor (KOPACEK et al., 2010).

Uma vez que a classificacdo dos hemdécitos tem se mostrado divergente entre os
diversos estudiosos, no presente trabalho fez-se uma revisdo detalhada sobre o

assunto para melhor caracterizar essas células da hemolinfa dos carrapatos, assim
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como esclarecer e/ou definir suas fungbes dentro da fisiologia geral destes
ectoparasitas, no sentido de contribuir trazendo informa¢des importantes até mesmo

para os estudos de controle desses animais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

A partir das informacbes expostas anteriormente, este trabalho teve como
objetivo geral realizar um estudo comparativo da morfo-fisiologia dos tipos celulares
presentes na hemolinfa de carrapatos Rhipicephalus sanguineus (Ixodideo) e comparar
os resultados obtidos aos da hemolinfa de carrapatos da espécie Ornithodoros rostratus

(Argasideo).

2.2 Objetivos especificos

o Analisar morfologicamente as células da hemolinfa de R. sanguineus e de O.
rostratus utilizando técnicas de microscopia de luz.

o Identificar a presenca dos componentes do citoesqueleto destas células.

o Comparar os resultados obtidos no estudo da hemolinfa das duas espécies
(pertencentes a duas familias diferentes), uma vez que estas apresentam
habitos, ciclo de vida e fisiologia diferentes, na tentativa de se correlacionar a
forma e a estrutura das células da hemolinfa com a funcdo que cada uma
desempenha nas diferentes espécies.

o Comparar os tipos celulares encontrados com outros resultados obtidos a partir

de outros estudos com a hemolinfa de artrépodes.
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3. Material e Métodos

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados carrapatos adultos de
ambos 0s sexos, representantes da familia Argasidae e Ixodidae. Como representantes
dos ixodideos, utilizou-se carrapatos R. sanguineus oriundos de col6nia mantida pelo
grupo BCSTM (Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology) na UNESP, Rio Claro-
SP e como representantes dos argasideos, foram utilizados carrapatos O. rostratus
mantidos em colénia e gentiimente cedidos pelo Prof. Dr. Marcelo Bahia Labruna do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS), Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de S&o Paulo (USP).

3.1 Coleta da Hemolinfa

A hemolinfa foi coletada dos carrapatos a partir de um corte da parte distal do 1°
par de pernas. Logo apés a mesma foi processada segundo metodologia descrita

abaixo:

3.2 Microscopia de Luz

Para realizagdo da microscopia de luz, gotas da hemolinfa foram depositadas em
uma lamina de vidro que foi na sequéncia seca ao ar por 20 minutos. Posteriormente,
procedeu-se a fixacdo com alcool metilico 99,8% por 8 minutos e lavagem em agua
destilada. Apos, as laminas foram novamente secas e coradas pelo método de Giemsa.
O material foi analisado com base nas caracteristicas morfolégicas e estruturais,
quando comparou-se as semelhancas e as diferencas entre as células da hemolinfa de
R. sanguineus e de O. rostratus.
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3.3 Coloracéo de Giemsa segundo Kiernan (2008)

O corante Giemsa foi preparado a partir da diluicdo de 10mL de solucdo mée de
Giemsa em 90mL de Tampao Fostato. As laminas foram imersas nesta solucdo por 15

minutos, e posteriormente lavadas em agua corrente.

3.4 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Para esta técnica coletou-se a hemolinfa diretamente em laminulas circulares
contendo uma gota de fixador (Paraformaldeido 4%). Depois procedeu-se a secagem
ao ar do fixador. Apos, foram realizadas duas lavagens com tampao fosfato-salino
(PBS), cada uma com duracdo de 5 minutos. Na sequéncia, o material foi corado com
faloidina-FITC (Sigma Aldrich) por 10 minutos e as preparagbes foram novamente
lavadas em PBS, sendo trés lavagens durante o mesmo tempo. O material foi montado
entre lamina e laminula com Prolong Gold Antifade Reagent contendo DAPI. As

imagens foram obtidas em Microscopio Confocal de Varredura a Laser Leica SP5II.
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4. Resultados

No presente trabalho foram aplicadas metodologias que fizeram uso de
Microscopia de Luz e Confocal de Varredura a Laser para analise dos hemdécitos de

duas espécies de carrapato, Rhipicephalus sanguineus e Ornithodoros rostratus.

4.1 Microscopiade Luz

4.1.1 Rhipicephalus sanguineus

Na hemolinfa de R. sanguineus séo encontrados 8 tipos celulares, a saber:

Prohemacitos (PR)

Células pequenas, medindo cerca de 8 um, arredondadas, apresentando
granulos citoplasmaticos e com um nucleo grande, ocupando quase todo o citoplasma
(Fig. 1A).

Granulocitos (GR)

Células arredondadas ou ovais, e que possuem granulacdes eosinofilas no
citoplasma, as quais, muitas vezes, dificultam a observacdo do ndcleo. Sao divididos,

segundo o seu tamanho, em dois tipos:
GR tipo | — Células que medem até 16um de didmetro (Fig. 1B).

GR tipo Il — Células com diametro superior a 16um (Fig 1C-D).
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Plasmacitos (PL)

Células polimorficas, medindo cerca de 19um. Podem apresentar vacuolos e/ou
granulos no seu citoplasma. O nucleo é arredondado ou oval e ligeiramente excéntrico

(Fig. 2A-D). Este tipo celular foi observado também em processo de divisao (Fig. 1E).

Esferul6citos (ES)

Células divididas em dois grupos e medindo cerca de 20um: esferulécitos tipo |
(ES 1) e tipo Il (ES II).

ES | — Arredondado ou oval, com grandes vacuolos e/ou granulos no citoplasma,
estruturas que podem encobrir 0o nucleo, dificultando a observacdo do mesmo. Os
granulos e/ou vacuolos apresentam diferentes coloragdes. O nucleo é arredondado e

excéntrico (Fig. 2E).

ES tipo I — Os ES |Il, por sua vez, sédo subdivididos em trés grupos,
considerando-se: tamanho celular, quantidade e densidade dos granulos
citoplasmaticos: Esferulécitos lla (Fig. 2F e 3A), lIb (Fig. 3B-D) e lic (Fig. 3E).

e Esferuldcito lla
Célula arredondada ou oval que possui granulos, em sua maioria, roxo-
escuros e outros em tonalidade purpura, distribuidos por todo o citoplasma. O

nucleo é arredondado, excéntrico e eosinofilico (Fig. 2F e 3A).

e Esferuldcito llb
Célula arredondada, oval ou fusiforme. Seus granulos sdo menores do
gue os observados nos ES lla e também sdo encontrados em menores
guantidades, quando comparados aos observados em ES lla. Essa morfologia
confere um aspecto vacuolizado ao citoplasma. O nucleo é pequeno, em relacéo

ao tamanho celular, eosinofilico e excéntrico (Fig. 3B-D).
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e Esferuldcito lic
Tipo celular intermediéario entre o ES lla e ES Ilb, uma vez que apresenta
estruturas semelhantes encontradas em ambos os tipos. Assemelha-se ao ES lla
em relacdo a marcacdo e densidade dos granulos e ao ES llb em relagédo a
forma celular (fusiforme). O nucleo, geralmente ocupa posi¢cdo excéntrica, e

eventualmente pode ser observado encoberto pelos granulos (Fig. 3E).

Oenocitoide (OE)

Célula grande e arredondada com citoplasma apresentando granulos
pequenos, eosinofilicos e dispersos. O nucleo é pequeno em relacdo ao

citoplasma, além de ser excéntrico (Fig. 3F).



Figura 1

10 ym
D T " - )

Figura 1: Células de hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus. (A) Prohemacito
(B) Granulécito | (C-D) Granuldcito 1l (E) Plasmécito em divisdo. N = nucleo;
seta = granulo.



Figura 2

Figura 2: Células da hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus. (A-D)
Plasmdcito (E) Esferulécito | (F) Esferuldcito lla. N = nucleo; seta = granulos.
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Figura 3

Figura 3: Células da hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus. (A) Esferul6cito
lla (B-D) Esferuldcito IIb (E) Esferulécito lic (F) Oenocitoide. N = ndcleo; seta =
granulos.
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4.1.2 Ornithodoros rostratus

A analise da hemolinfa do carrapato da espécie O. rostratus, revelou a presenca

dos seguintes tipos celulares:

Prohemocito (PR)

Células arredondadas com nucleo ocupando grande parte do citoplasma,
restringindo este a regido periférica. O citoplasma apresenta granulacdo intensa e

homogénea (Fig. 4A).

Plasmécito (PL)

Células com tamanhos variaveis e citoplasma homogéneo. O nucleo é oval ou
arredondado e excéntrico. Na regido extracelular periférica da célula observa-se a

presenca de material com aspecto viscoso (Fig. 4B-C).

Granuldcito (GR)

Células arredondadas ou ovais. Apresentam granulacées no citoplasma que
podem dificultar a visualizagcdo do nucleo, pois recobrem-no ligeiramente. Contudo, os
granulos ndo impedem a visualizacdo do nucleo por completo. Assim como o0s
granulécitos de R. sanguineus, os de O. rostratus também podem ser divididos em tipo
| e Il de acordo com seu diametro, sendo o tipo | com diametro até 16um (Fig. 4D) e 0

tipo 1l com diametro maior que 16um (Fig. 4E).

Esferulécito (ES)

Este tipo pode ser dividido em dois grupos: esferulécitos tipo | (ES ) e tipo 1l (ES
).
ES | — Células arredondadas ou ovais e que possuem grandes vacuolos e/ou

granulagbes no citoplasma. O nucleo é de dificil visualizagéo, pois geralmente esta
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encoberto pelos granulos e/ou por vacuolos. Contudo, quando possivel visualiza-lo, se
apresenta arredondado e excéntrico (Fig. 4F).

ES tipo Il — Os ES Il se subdividem em trés grupos, segundo o tamanho,
guantidade e densidade dos granulos citoplasmaticos: Esferulécitos lla (Fig. 5A), llb
(Fig. 5B-C) e lic (Fig. 5D-E).

e Esferuldcito lla
Células arredondadas ou ovais que possuem granulos citoplasmaticos,
corados entre as tonalidades de roxo-escuro e purpura. O ndcleo é arredondado

e excéntrico (Fig. 5A).

e Esferulocito llb
Células arredondadas, ovais ou fusiformes. Possuem menos granulos,
guando comparados aos observados em ES lla, conferindo um aspecto
vacuolizado ao citoplasma. O nucleo pode ser central, mas, na maioria das

células, é encontrado excéntricamente (Fig. 5B-C).

e Esferulocito lic
Tipo celular semelhante ao ES lla em relag&o a coloracao e quantidade de
granulos. Contudo, nos ES llc, estes se encontram menos organizados no
interior do citoplasma, do que nos ES lla. O ES llc se assemelham ao ES Ilb na
forma celular (fusiforme). O nucleo, central ou excéntrico, pode estar ligeiramente

encoberto pelos granulos (Fig. 5D-E).
Oenocitoide (OE)

Célula arredondada ou oval com citoplasma homogéneo e com muitos granulos

de tamanhos variados. O nucleo € pequeno em relagéo ao citoplasma (Fig. 5F).



Figura 4

10 pm 10 ym

E & F 30 pm

Figura 4: Células da hemolinfa de Ornithodoros rostratus. (A) Prohemdcito (B-
C) Plasmacito (D) Granuldcito | (E) Granuldcito Il (F) Esferuldcito 1. N = nucleo;
seta = granulos.
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Figura 5

»

oy 10 pm

10 pm

10 ym

Figura 5: Células da hemolinfa de Ornithodoros rostratus. (A) Esferulécito lla
(B-C) Esferuldcito 1lb (D-E) Esferulécito lic (F) Oenocitoide. N = nlcleo; seta =
granulos.
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4.2 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Utilizou-se a faloidina-FITC para evidenciar a presenca de filamentos de actina
no citoplasma das células e o DAPI para demonstrar a morfologia do ndcleo.

Em R. sanguineus, a actina se concentra na periferia dos hemdcitos (Fig. 6A-F) e
ndo € encontrada em todos os tipos celulares. Observou-se células apenas com o

nacleo marcado (Fig. 6A-B).



Figua 6

Figura 6: Células da hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus coradas
com faloidina- FITC e DAPI. N = nucleo; seta = filamentos de actina.

27



28

Em O. rostratus, ao contrario do que é observado em R. sanguineus, a deposi¢cao
de actina ndo se concentra na periferia celular, mas estd distribuida de maneira
uniforme por todo o citoplasma (Fig. 7E-F). A actina forma estruturas semelhantes a
prolongamentos (Fig. 7C-D), intracelulares. Por meio da microscopia de luz, ndo foi

encontrado nenhum tipo celular com prolongamentos citoplasmaticos externos.



Figura 7: Células da hemolinfa de Ornithodoros rostratus coradas
com faloidina-FITC e DAPI. N = nucleo; seta = filamentos de actina.
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5. Discussao

Os hemdacitos constituem a parte celular da hemolinfa dos carrapatos. Estes
apresentam diversas funcbes, tais como: defesa do organismo e transporte de
substancias consideradas fundamentais para a sobrevivéncia dos animais, como
horménios, enzimas e materiais a serem excretados (ARAUJO, 2007). As duas
espécies aqui estudadas, R. sanguineus e O. rostratus, pertencem a familias
diferentes, Ixodidae e Argasidae, respectivamente. Consequentemente tais espécies

possuem biologia e habitos comportamentais distintos.

Os carrapatos da espécie R. sanguineus parasitam o hospedeiro e o deixam
somente quando estéo ingurgitados para, posteriormente realizarem a ecdise, no caso
de animais imaturos, ou realizarem a postura, no caso das fémeas adultas. Estas
fémeas fazem a postura de grande quantidade de ovos (4 a 5 mil em média)
(FLECHTMANN, 1985).

Em contrapartida, os carrapatos da espécie O. rostratus parasitam o hospedeiro
durante horas ou dias e, em seguida, o abandonam para realizar a ecdise. Esse ciclo é
repetido varias vezes e as fémeas adultas n&o realizam apenas uma, mas, diversas
posturas, as quais ocorrem entre um repasto e outro. Elas fazem a postura de um
namero menor de ovos do que as fémeas de ixodideos (150 em média)
(FLECHTMANN, 1985).

No presente trabalho foram descritas e caracterizadas as células da hemolinfa
destas duas espécies de carrapatos. Na espécie R. sanguineus, foram observados os
seguintes tipos celulares: prohemdcitos, granulécitos, plasmacitos, esferulécitos e
oenocitdides, muito embora o trabalho de Carneiro e Daemon (1996) ja tivesse descrito
estes tipos celulares em R. sanguineus. Em O. rostratus, observou-se os mesmos tipos

celulares presentes na hemolinfa de R. sanguineus.

O estudo dos hemdcitos de O. rostratus ndo havia sido anteriormente realizado.
Porém, alguns pesquisadores analisaram e descreveram os tipos celulares encontrados
na hemolinfa de outras espécies. Entre os ixodideos, para as espécies, Dermacentor

andersoni foram descritos quatro tipos celulares: prohemdcitos, esferulécitos tipo |, II, Il



31

e IV, plasmécitos e oenocitdéides (BRINTON e BURGDORFER, 1971) e para Ixodes
ricinus (KUHN e HALG, 1994) trés tipos: plasmdcitos tipo | e 1l e granulécitos. Entre os
argasideos, a hemolinfa das espécies Hyalomma anatolicum excavatum, H. dromedarii,
Argas persicus e A. arboreus (DOLP, 1970) havia sido anteriormente estudada, e
encontrou-se trés tipos celulares: prohemdcitos, plasmadcitos e esferulocitos. Estudos
anteriores também encontraram granuldcitos, plasmécitos e prohemocitos em O.
moubata (INOUE et al., 2001). Contudo, apenas este ultimo estudo, além do trabalho
de Carneiro e Daemon (1996), fizeram uso de técnicas histolégicas voltadas para o

estudo da caracterizagédo e da morfologia celular.

Nos trabalhos que descreveram os hemdcitos de outros artropodes, também
encontrou-se correspondéncia nos tipos celulares observados em R. sanguineus e em

O. rostratus.

Prohemdcitos foram descritos em carraptos das espécies R. sanguineus
(CARNEIRO e DAEMON, 1996), D. andersoni (BRINTON e BURGDORFER, 1971), H.
anatolicum excavatum, H. dromedarii, A. persicus e A. arboreus (DOLP, 1970).
Comparando os resultados obtidos a partir das analises histolégicas de Carneiro e
Daemon (1996) e Dolp (1970) levantamos algumas caracteristicas em comum. Ambos
descreveram os prohemdécitos como células pequenas, arredondadas e com nucleo
grande em relacdo ao citoplasma. Todas essas caracteristicas corroboraram o0s
resultados encontrados em nosso trabalho para as espécies R. sanguineus e O.
rostratus. Contudo, algumas informacdes sdo ainda controversas. Dolp (1970) afirmou
gue os prohemdcitos de H. anatolicum excavatum, H. dromedarii, A. persicus e A.
arboreus possuiriam citoplasma basofilo e ndcleo central ou excéntrico. Carneiro e
Daemon (1996) concluiram que os prohemodcitos de R. sanguineus apresentariam
citoplasma eosinofilo e nucleo central. A partir dos resultados deste trabalho concluiu-se
gue o prohemdcito, tanto de R. sanguineus como de O. rostratus, sao células que
possuem citoplasma basofilo abrigando um nudcleo que pode estar central ou
excéntricamente localizado. Inoue et al. (2001) verificaram atividade fagocitica em

alguns hemdcitos de O. moubata, porém tal funcéo néo foi observada em prohemacitos.
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Prohemdcitos também foram descritos para outras espécies de artropodes.
Dermatobia hominis (DE LELLO et al., 1987), Atta laevigata (GIANNOTTI e CAETANO,
1985), Myriapoda (XYLANDER, 2009), espécies que apresentam prohemdécitos
pequenos, arredondados e com nucleo grande, ocupando grande parte do citoplasma,
assim como em R. sanguineus e O. rostratus. Embora em abelhas Melipona
quadrifasciata ndo se tenha descricdo deste tipo celular, é provavel que estas
correspondam as células em divisdo encontradas em larvas e adultos jovens
(STAURENGO-CUNHA e CRUZ-LANDIM, 1972). Este tipo celular desaparece
gradualmente com o avanco da idade, mas enquanto presente, se multiplica por mitose
(KOSTECKI, 1965).

Granulécitos foram encontrados em R. sanguineus (CARNEIRO e DAEMON,
1996), em I. ricinus (KUHN e HALG, 1994) e em O. moubata, sendo identificada
atividade fagocitica para este tipo celular nesta espécie (INOUE et al., 2001), porém o0s
granulécitos ndo foram caracterizados morfologicamente por estes autores. Segundo
Carneiro e Daemon (1996) os granulocitos de R. sanguineus seriam células
arredondadas ou ovais que apresentariam granulagdes eosindéfilas que, muitas vezes,
mascarariam a presenca do nucleo. Teriam grande variedade de tamanho, e por isso,
tais autores dividiram esse tipo celular em dois grupos. Denominou-se granuldcito tipo |
células com didmetro até 16 pm e tipo Il didmetros maiores que 16 pm. As
caracteristicas morfologicas seriam as mesmas observadas em R. sanguineus no
presente trabalho. Na hemolinfa de O. rostratus, foram encontrados granulécitos,
semelhantes aos de R. sanguineus em relagéo a sua forma, podendo ser arredondados
ou ovais, e a sua classificacdo seria de acordo com o tamanho da célula. Contudo, os
granulécitos de O. rostratus apresentaram granulacdo menos densa, possibilitando

melhor visualizacdo do nucleo.

Granuldcitos foram também descritos e caracterizados em Polistes versicolor e
diferenciados em dois tipos: células granulares tipicas, semelhantes aos plasmatocitos,
com citoplasma granular e células granulares intermediérias, esféricas, sem nucleo
visivel, granulacdes distribuidas por toda célula, porém menos densa que a primeira
(STAURENGO-CUNHA et al., 1976). Comparando-se com os resultados obtidos para

R. sanguineus e O. rostratus, o granulécito de ambas as espécies teriam mais
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caracteristicas em comum com as células granulares intermediarias de P. versicolor.
Este tipo celular ndo foi subdividido como sugerido para os hemdcitos de A. laevigata
(GIANNOTTI e CAETANO, 1985) e de M. quadrifasciata (STAURENGO-CUNHA e
CRUZ-LANDIM, 1972). Nos granuldcitos de A. laevigata, foram observadas projecdes
citoplasmaticas que nao foram observadas, neste trabalho, nos granulécitos de R.

sanguineus e O. rostratus.

Plasmatocitos foram observados na hemolinfa das espécies de carrapatos H.
anatolicum excavatum, H. dromedarii, A. persicus e A. arboreus (DOLP,1970), R.
sanguineus (CARNEIRO e DAEMON, 1997), D. Andersoni (BRINTON e
BURGDORFER, 1971) e O. moubata (INOUE et al., 2001), também verificando-se
atividade fagocitica neste tipo celular. Os autores descreveram este tipo celular de
forma semelhante: células polimérficas, podendo: ser fusiforme; ter ndcleo arredondado
ou oval e excéntrico; ter citoplasma com granulacdes e/ou vacuolos e ter projecoes
citoplasmaticas, encontrando assim, correspondéncia com a descricdo deste tipo em R.

sanguineus e O. rostratus.

A caracterizagdo de plasmatocitos em A. mellifera (CRUZ-LANDIM, 2009) foi
semelhante aquela observada neste trabalho. No entanto, Cruz-Landim (2009)
observou células com citoplasma agranular em A. mellifera. EmA.
laevigata (GIANNOTTI e CAETANO, 1985) o nucleo foi encontrado na regido central.
Em nenhuma descricdo notou-se a presenca de material com aspecto viscoso nha
periferia extracelular da célula, o que, neste trabalho, foi observado nos plasmatdcitos

de O. rostratus.

Plasmocitos e granulécitos sdo células ativas na resposta de defesa celular e
estdo envolvidas no reconhecimento de corpos estranhos e na fagocitose destes.
Estudos ultraestruturais demonstraram que 0s granuldcitos apresentam atividade de
protease e seus compartimentos lisossomais contém fosfatase acida, ao passo que ha
lisozima presente nas cisternas do reticulo endoplasmatico e nos lisossomos primarios
(SOCOLOVSCHI et al.,, 2009). De acordo com KopacCek et al. (2010) a atividade
fagocitica seria atribuida, principalmente, aos plasmatocitos e aos granuldcitos |,

enguanto os granuldcitos Il seriam células ndo fagociticas.
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A encapsulacdo de microrganismos ou estruturas estranhas € uma das reacgdes
de defesa mais comum em artrépodes. No caso dos insetos, varias camadas de
granulécitos envolvem esse material estranho, inativando-o (CRUZ-LANDIM, 2009).
Segundo Kopacek et al. (2010), tal processo, em carrapatos, envolveria a participacéo

de granulécitos e plasmacitos.

A descricdo dos esferuldcitos de R. sanguineus por Carneiro e Daemon (1996)
corroborou a encontrada neste trabalho tanto para R. sanguineus quanto para O.
rostratus, assim como a subdivisdo em ES I, ES lla, ES llb e ES lic, tendo todos estes
tipos a presenca de esférulas com numero e contetdo variado no citoplasma. No
trabalho de Brinton e Burgdorfer (1971) o esferuldcito seria dividido em quatro grupos:
tipo I, células arredondadas ou ovais, com nudcleo excéntrico, citoplasma repleto de
granulos, correspondendo ao ES | deste trabalho, tipo Il, células ovais ou fusiformes,
ndcleo com formato irregular e excéntrico, com menor nimero de granulos em relacéo
ao tipo I, tipo Ill, células ovais ou fusiformes, citoplasma com granulos com diametro

entre 1.3 a 4.9 y. E por fim, tipo IV, células pequenas comparadas aos outros tipos.

Em formigas A. laevigata, os esferulocitos ndo séo subdivididos (GIANNOTTI e
CAETANO, 1985) e sédo descritos como possuindo citoplasma repleto de vacuolos e
poucos granulos; nucleo pequeno e excéntrico. JA em abelhas A. mellifera (CRUZ-
LANDIM, 2009) os esferulocitos ndo apresentariam subdivisédo, e sua descricdo seria
semelhante a de formigas A. laevigata. Segundo a autora, a morfologia de esferuldcitos
de insetos sofreria variagdo, podendo ser encontrada na literatura a descricao deste

tipo celular como granuldcitos.

Segundo Brinton e Burgdorfer (1971), embora o significado da secrecédo das
esférulas contidas nos esferuldcitos seja ainda pouco compreendido, a ativa sintese de
vesiculas pelo Golgi e a posterior liberacdo de inclusdes para o ambiente extra celular
seria um tipo de resposta as necessidades de desenvolvimento funcional do carrapato.
Para os diferentes autores, se estes hemdcitos tivessem funcédo secretora, como
sugerido, a hemolinfa poderia ser considerada, em parte, como uma glandula
enddcrina, sendo os produtos de sintese transportados por meio de fluido.
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Os oenocitéides foram descritos em R. sanguineus por Carneiro e Daemon
(1996) como células grandes, arredondadas, com pequenas granulagbes num
citoplasma eosinofilico e com nucleo pequeno e eosinofilico em relagdo ao volume do
citoplasma. Neste trabalho foram observados oenocitdides de R. sanguineus com essas
mesmas caracteristicas morfolégicas. Contudo, o uso de coloragdo mostrou que o
nacleo e o citoplasma teriam caracteristicas basofilicas. Em O. rostratus, o0s
oenocitdides mostrara maior marcacdo dos granulos e também nucleo e citoplasma

basdfilos.

Em formigas A. laevigata, assim como em carrapatos R. sanguineus e O.
Rostratus, os oenocitbéides sdo células acidofilas, grandes e arredondadas, nao
apresentando granulacfes. (GIANNOTTI e CAETANO, 1985). Estas células ndo foram
observadas em Myriapoda (XYLANDER, 2009), mas o autor as relacionou com o
processo de muda, de modo que por um curto periodo, estes encontrar-se-iam livres na
circulacdo do animal. Segundo Staurengo-Cunha et al. (1976), o citoplasma dos
oenocitoides de P. versicolor seria agranular, podendo apresentar pseuddpodos,
diferentemente do observado neste trabalho. Em D. hominis observaram-se expansodes
no citoplasma semelhantes a “bolhas” de diversos tamanhos e densidades (DE LELLO
et al., 1987), o que também néo foi observado nos oenocitéides das duas espécies aqui

estudadas.

A estrutura morfolégica dos oenocitbéides sugeriu que eles atuariam
principalmente na secrecédo de material proteico. Se 0s carrapatos sao capazes de uma
resposta imune, 0s oenocitdides poderiam ser responsaveis pela formacdo de
anticorpos e a formacao de bolhas amorfas em sua superficie poderiam representar a
liberacdo de tal material (BRINTON e BURGDORFER, 1971).

O desenvolvimento deste trabalho, portanto, mostrou que os tipos celulares
encontrados nas espécies aqui estudadas, pelo menos em parte, correspondem entre Si
e com o0s hemdcitos ja descritos para outras espécies de carrapatos e para outros

artropodes.

A microscopia confocal de varredura a laser mostrou que as células coradas com

faloidina-FITC (Sigma Aldrich) para se verificar a presenca e a forma de deposicédo de
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actina foram marcadas em verde. A coloragdo com DAPI, por sua vez, permitiu
visualizar a morfologia nuclear. Nao foi possivel a diferenciacdo dos tipos celulares

apenas fazendo destas técnicas.

As células da hemolinfa de R. sanguineus e de O. rostratus apresentaram
diferencas em relacdo a localizagdo da actina. Em R. sanguineus, este componente foi
encontrado distribuido pelo citoplasma, mas também concentrado na regido periférica
da célula, podendo-se inferir a importancia deste componente para a forma e a
movimentacdo celular. Em O. rostratus, essa localizacdo periférica nao foi observada.
Os filamentos de actina estdo presentes no citoplasma das células e formam estruturas
similares a prolongamentos. Entretanto, tais prolongamentos nédo refletem na forma

celular, como pode ser observado através das micrografias oticas.

Apesar de nao ter sido possivel diferenciar os tipos celulares a partir da técnica
utilizada para a microscopia confocal, tal metodologia foi essencial para identificar as
diferencas existentes entre as células da hemolinfa de R. sanguineus e O. rostratus,
mesmo ambas apresentando tipos celulares iguais e com caracteristicas muito

semelhantes.
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