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RESUMO

Os carrapatos sdo ectoparasitas hemato6fagos de grande importancia epidemioldgica,
pois sdo vetores de muitos patdgenos. Esses animais pertencem ao Filo Arthropoda, Classe
Arachnida, Subclasse Acari, sdo classificados em trés familias: Ixodidae, Argasidae e
Nutalliellidae, apresentam ampla distribuicdo geografica e podem parasitar grande variedade
de vertebrados, inclusive o homem. O carrapato da espécie Amblyomma cajennense,
popularmente conhecido como carrapato-estrela, carrapato do cavalo ou rodoleiro, tem grande
importancia médica por ser vetor da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da febre maculosa
brasileira (FMB), que pode levar o hospedeiro a dbito. Apesar das crescentes pesquisas com
esses animais, ainda existem lacunas na literatura acerca de alguns de seus processos
reprodutivos. Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo estudar o desenvolvimento dos
testiculos dessa espécie por meio da descricdo da morfologia e histologia dos testiculos de
individuos em jejum e alimentados, identificando a dindmica do processo de espermatogénese
e se a alimentacdo influencia nesse processo. Os resultados obtidos mostraram que 0s
testiculos sdo estruturas pares e tubulares arranjadas dorsolateralmente no opistossoma, sendo
que a regido proximal esta conectada as vesiculas seminais pelos ductos deferentes,
semelhante ao observado em outras espécies de ixodideos. Associado ao aparelho genital
masculino encontra-se um complexo de glandulas acessorias multilobuladas. Foi constatado
que a alimentacdo tem papel fundamental no desenvolvimento do sistema reprodutor, visto
que nos individuos em jejum as vesiculas seminais e o complexo de glandulas acessorias
foram menores e menos desenvolvidos do que nos animais alimentados. Além disso, as
espermatides alongadas, precursoras dos espermatozoides no trato reprodutor feminino, s
foram observadas nos individuos alimentados. As células germinativas, presentes no testiculo
de A. cajennense, encontraram-se organizadas em espermatocistos, revestidos por tecido
conjuntivo. Observou-se que o desenvolvimento acontece da regido distal para a proximal
(proxima aos ductos deferentes) e que as células na regido distal sempre em estagios mais
avancados do processo de espermatogénese em relacdo aquelas da regido proximal. Esse
padrao foi diferente do observado em outros artropodes.

Palavras-chave: Histologia. Carrapato. Ixodidae. Espermatogénese.
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1. INTRODUCAO

Os carrapatos, um dos grupos de maior importancia entre os artrépodes, sdo
ectoparasitas sugadores de sangue e com grande importancia epidemioldgica, por serem
vetores de muitos patdgenos como virus, bactérias e protozoarios (SONENSHINE, 1991).

Esses animais pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari,
sendo classificados em trés familias: Ixodidae, Argasidae e Nutalliellidae. Eles apresentam
ampla distribui¢do geografica e podem parasitar grande variedade de vertebrados, selvagens e
domeésticos como aves, répteis, anfibios e mamiferos, inclusive o homem (SAUER et al.,
1996; CRAMPTON, 1996; NAVA et al., 2009).

Os machos dos ixodideos apresentam um escudo que cobre todo o dorso do animal
estendendo-se até o bordo do opistossoma. Nas fémeas, ninfas e larvas esse escudo é
reduzido, ndo ultrapassando o propodossoma. Esses animais fixam-se no hospedeiro
realizando um longo repasto em cada fase do ciclo de vida (larval, ninfal e adultos), muito
embora 0s machos tenham um comportamento diferenciado, uma vez que podem fixar-se e
desprender-se por varias vezes num mesmo hospedeiro. A postura dos ovos € Unica e
realizada no solo, apds a fémea ter sido fecundada e estar ingurgitada (repleta de sangue)
(FLECHTMANN, 1985).

O carrapato adulto da espécie Amblyomma cajennense, popularmente conhecido
como carrapato-estrela, carrapato do cavalo ou rodoleiro, tem grande importancia médica,
principalmente por ser vetor da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa
Brasileira (FMB), também conhecida como febre das Montanhas Rochosas ou Febre do
Carrapato, a qual pode levar o hospedeiro a 6bito. Essa espécie de carrapato encontra-se
amplamente distribuida no continente americano, sobretudo nas zonas mais quentes e pode ser
encontrada, em todas as fases do ciclo de vida, em aves domeésticas como galinhas, perus e
silvestres como seriemas, que vivem em locais infestados por esses carrapatos, além de
numerosos mamiferos como cavalo, boi, carneiro, cabra, cdo, porco, capivara. O homem é
intensamente atacado pelo A. cajennense em todas as fases do ciclo, sobretudo pelas larvas e
ninfas. E uma praga muito abundante nos campos e invernadas nas estagdes secas e menos
guentes (COOLEY; KOHLS, 1944; FLECHTMANN, 1985).

As fémeas de A. cajennense, apés atingir o completo ingurgitamento, com cerca de
10 dias de fixacdo no hospedeiro, desprendem-se e realizam postura de cerca de seis a oito mil
ovos no solo antes de morrerem. Apds o periodo de incubacgdo, que dura de 30 a 70 dias, as

larvas (micuins) eclodem e passam por um periodo de jejum até encontrarem seu primeiro



hospedeiro. Encontrando-o, elas se fixam e se alimentam por trés a seis dias e depois se
desprendem e caem no solo para sofrerem a muda. Dessa muda, surgem ninfas que num novo
hospedeiro véo se fixar e se alimentar por cerca de seis dias. Ingurgitadas, elas se soltardo e
cairdo no solo, onde passardo por nova muda. Apds aproximadamente 25 dias, emergirdo 0s
adultos que, depois de cinco a sete dias, estardo aptos a procurar um novo hospedeiro para
nele se alimentarem e copularem (FLECHTMANN, 1985).

Os carrapatos sdo animais dioicos com singamia interna e a forma mais comum de
reproducédo € a sexual. Um macho sexualmente maduro é atraido pela fémea, que libera um
feromdnio percebido por receptores localizados nos palpos. Ele entdo sobe nas costas da
fémea, rasteja-se em torno da extremidade posterior para o lado ventral, até encontrar a
abertura genital com o auxilio do seu aparelho bucal. Com os ventres em contato, 0 macho
dobra suas pernas com as da fémea e o casal permanece imovel (SAUER; HAIR, 1986;
COONS; ALBERT]I, 1999; KISZEWSKI; MATUSCHKA,; SPIELMAN, 2001).

Durante a cépula, a transferéncia do esperma para a fémea se da por meio de um
espermatoforo. Nos carrapatos, ele ¢ formado externamente no gondporo do macho apos a
localizacdo do gondporo da fémea. O macho libera, primeiramente, uma gota contendo
glicosaminoglicanos e proteinas para fora da abertura genital. Posteriormente, uma massa de
esperma e liquido espermatico é ejaculada dentro dessa gota, que se expande como um
“baldao”. Em seguida, 0 endoespermatdéforo € injetado fechando esse “baldo”. (SAUER,;
HAIR, 1986; COONS; ALBERTI, 1999; KISZEWSKI et al.,, 2001; KISZEWSKI,;
MATUSCHKA; SPIELMAN, 2001).

O espermatdforo dos carrapatos possui formato de pera e € composto por trés
camadas externas, o ectoespermatéforo, que envolve os outros componentes como o liquido
espermatico, espermatozoides, granulos de proteinas, simbiontes e o endoespermatdforo
(SAUER; HAIR, 1986; COONS; ALBERTI, 1999; KISZEWSKI; MATUSCHKA,;
SPIELMAN, 2001).

Hayes et al. (1980) sugerem que pode ocorrer transmissdo da Rickettsia rickettsii de
machos infectados para fémeas saudaveis durante a cOpula, 0 que representa importancia
ecoldgica na manutencgdo dos patdgenos causadores da Febre Maculosa na natureza.

Os testiculos dos carrapatos sdo estruturas pares e tubulares arranjadas
dorsolateralmente no opistossoma e, em algumas espécies, sdo conectadas na regido posterior
por um tecido conjuntivo. Os primeiros estagios da espermatogénese nos testiculos de machos
adultos e alimentados acontecem da regido distal em direcdo a proximal. As células

germinativas em desenvolvimento estdo arranjadas em espermatocistos revestidos por células



somaticas (tecido conjuntivo) e dentro de cada espermatocisto as células encontram-se no
mesmo estagio de desenvolvimento. Em cada testiculo ha um pequeno canal (limen), por
onde as espermatides alongadas sdo descarregadas e atingem a regido proximal dos testiculos,
inicio dos ductos deferentes. Esses ductos sdo conectados as vesiculas seminais que estdo
conectadas, ainda, a um complexo de glandulas acessorias multilobuladas (COONS &
ALBERTI, 1999; SONENSHINE, 1991).

Os testiculos passam por variacbes dependendo do estagio de alimentacdo e
reproducdo, ficando menores e mais finos nos machos jovens em jejum e longos e espessos,
nos alimentados, especialmente na regido posterior (COONS; ALBERTI, 1999; MATSUO;
MORI, 2000).

A espermatogénese dos Ixodideos inicia-se na fase ninfal, quando divisdes mitdticas
ocorrem nas espermatogonias localizadas nas extremidades distais dos testiculos, onde sé&o
formados os espermatdcitos primarios. As espermatides, que se desenvolvem a partir dessas
células, rompem a membrana do espermatocisto para atingirem os 6rgaos de armazenamento.
Diferentemente dos insetos, onde o espermatocisto localizado mais proximo do ducto
ejaculatorio desenvolve-se primeiro, nos carrapatos 0s espermatocistos em estagios mais
avancados de desenvolvimento encontram-se mais distantes da vesicula seminal
(KISZEWSKI; MATUSCHKA,; SPIELMAN, 2001; OLIVEIRA et al., 2012).

Apbs a ecdise dos adultos, as células germinativas param seu desenvolvimento na
Gltima préfase dos espermatdcitos primarios com retomada somente apds 0 macho encontrar e
fixar-se em um hospedeiro. Acredita-se que um estimulo hormonal seja um pré-requisito para
a retomada da atividade celular, porém os agentes e 0S mecanismos responsaveis por esses
processos sdo ainda desconhecidos (KISZEWSKI; MATUSCHKA; SPIELMAN, 2001;
MATSUO; MORI, 2000).

A espermiogénese, etapa final da espermatogénese, ocorrera dentro do
endoespermatdforo ap0ds a evaginacdo do espermatdéforo no trato genital da fémea, onde os
espermatozoides adquirirdo mobilidade e estardo capacitados para fecundar os Ovulos
(KISZEWSKI et al., 2001).



2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi estudar o desenvolvimento dos testiculos do carrapato
da espécie Amblyomma cajennense, por serem essas informacdes inexistentes na literatura.
Sera avaliada a morfo-histologia dos testiculos de individuos em jejum e alimentados,
estabelecendo-se a dinamica da espermatogénese e fazendo-se a correlacdo com o provavel

papel da alimentacdo nesse processo.
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3. MATERIAL E METODOS
3. 1 Material
3.1.1 Carrapatos

Para a realizagéo do presente trabalho foram utilizados carrapatos adultos, machos e
fémeas, da espécie Amblyomma cajennense, mantidos em coldnia estabelecida pelo grupo
Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM) no Biotério do Departamento de
Biologia do Instituto de Biociéncias (IB) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Rio Claro - SP, Brasil. Para a manutencéo da colbnia,
foram utilizados como hospedeiros coelhos New Zealand White pesando em média 1,5Kg que
receberam ragdo apropriada para a espécie e agua “ad libitum”.

Os carrapatos, nas fases de ndo parasitismo, foram acondicionados em estufa BOD a
27°C, umidade de 80% e fotoperiodo de 12 horas. Depois, no dorso dos hospedeiros e dentro
de cAmaras de pano, os mesmos foram alimentados.

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal — CEUA
— 1B — UNESP - CRC, Rio Claro, SP, Brasil sob protocolo n® 942/2012 (Anexo).

3.1.2 Laboratoérios

Os estudos morfolégicos e histologicos foram realizados nas dependéncias dos
laboratdrios de Histologia e de Microscopia Eletrénica do Departamento de Biologia do 1B,
UNESP, Campus de Rio Claro — SP.

3.2 Métodos
3.2.1 Obtencéao do material

Apos as ninfas sofrerem a muda, os adultos emergentes foram mantidos em estufa
BOD durante 10 dias. Em seguida, foram realizadas as infestacdes utilizando-se dois coelhos
que tiveram o dorso tricotomizado e as camaras de pano fixadas. Apos 24 horas, foram
liberados 30 casais de A. cajennense em cada camara, as quais foram fechadas e 24 horas
depois foram retirados trés machos por dia, durante 10 dias, sendo que todos os machos
coletados encontravam-se fixados no hospedeiro. Depois de coletados, os mesmos foram
dissecados (trés machos em jejum para cada uma das técnicas aplicadas). Tanto os machos em
jejum como os alimentados foram anestesiados em freezer (choque térmico) e dissecados em
solucdo fisioldgica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7.5 g/L, Na,HPO, 2.38 g/L e KH,PO,
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2.72 g/L) sob estereomicroscopio, onde tiveram os testiculos retirados e depois fixados e

processados de acordo com as técnicas descritas a seguir.

3.2.2 Histologia

Para a realizacdo da analise histolégica, os testiculos foram fixados em
paraformaldeido 4% por 48 horas. Em seguida, foram transferidos para solucdo de tampao
fosfato de sddio onde permaneceram por mais 24 horas. Na sequéncia, foram desidratados em
série crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 95% (banhos de 30 minutos cada),
embebidos em resina (JB-4 Polaron Instruments/Bio Rad) por 24 horas e incluidos em moldes
plasticos contendo resina mais polimerizador. ApOs esse processo, 0s blocos foram
seccionados em micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad de onde foram obtidas seccdes de trés
micrometros, que foram recolhidas em laminas de vidro previamente limpas.

As laminas contendo as sec¢des foram coradas pela hematoxilina de Harris durante
cinco minutos. Depois de lavadas por cinco minutos em agua corrente, foram coradas pela
eosina aquosa, também por cinco minutos, e novamente lavadas em &gua corrente. Apds
secagem ao ar livre, em suportes de madeira, as laminas foram mergulhadas rapidamente em
xilol e, em seguida, foram cobertas com béalsamo do Canada e laminula. As laminas

permanentes foram examinadas e fotografadas em microscopio de luz LEICA DM750.

3.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apo6s a disseccdo, os testiculos foram fixados na mistura de Karnovsky. Na
sequéncia, foram desidratados em série alcoolica de 70 a 100%, além de dois banhos de
acetona PA durante 15 minutos cada. Apos a dessecacao em ponto critico, foram colados com
fita adesiva dupla face em suportes de aluminio, metalizados com ouro em “Sputtering”,

examinados e fotografados em microscopio eletronico de varredura Philips Hitachi TM3000.
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4. RESULTADOS
4.1 Morfologia dos testiculos

Os resultados obtidos confirmam que os testiculos dos carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense sdo estruturas tubulares pares dispostas dorsolateralmente
no opistossoma (Fig. 1A-B, 2A). A regido proximal dos testiculos esta conectada a
vesicula seminal pelos ductos deferentes (Fig. 1A-B, 2A, C), por onde desembocam
as espermatides alongadas, que dardo origem aos espermatozoides capacitados no
trato reprodutor da fémea. O aparelho genital masculino dessa espécie apresenta,
junto as vesiculas seminais, um complexo de glandulas acessorias multilobuladas
(Fig. 1C, 2B).

Nos individuos alimentados, os testiculos e as glandulas acessorias sdo mais
desenvolvidos em relagdo aqueles em jejum, os quais possuem testiculos com
diametro menor (Fig. 2A) e com a superficie rugosa, podendo-se observar 0s
espermatocistos em formacédo (Fig. 2D). Ja os testiculos dos animais alimentados

apresentam superficie lisa e regular (Fig. 1D).

4.2 Histologia

Por meio da analise histoldgica, pode-se dividir o testiculo em trés regibes de
desenvolvimento sendo considerada: a) proximal - a regido em contato com os ductos
deferentes, proximos a vesicula seminal, b) mediana - a regido intermediaria e c) distal - a

regido posterior, proxima a extremidade final do testiculo.

4.2.1 Carrapatos em jejum

O complexo glandular e as vesiculas seminais estdo revestidos externamente por
epitélio simples escamoso (Fig. 3A) e ambos apresentam limen estreito com pouca secrecao
em seu interior (Fig. 3A).

As células da linhagem germinativa desenvolvem-se da regido distal em direcdo a
proximal. Nos carrapatos em jejum observa-se que a regido proximal apresenta células
arredondadas e ndcleo com cromatina dispersa, e ndo estdo organizadas em espermatocistos
(Fig. 3B, C). Na regido mediana, as células sdo arredondadas, apresentando nucleo com
cromatina condensada e encontram-se alojadas em espermatocistos (Fig. 3DE). Na regido

distal, as células germinativas sdo maiores em relacdo as outras regides, possuem cromatina
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menos condensada e estdo arranjadas em espermatocistos que se encontram mais

desenvolvidos e revestidos externamente por fina camada de tecido conjuntivo (Fig. 3F).

4.2.2 Carrapatos alimentados
4.2.2.1 Carrapatos com um dia ap6s liberacé@o no hospedeiro

Nos carrapatos coletados apés um dia de alimentacdo no hospedeiro, pode-se
observar que tanto as vesiculas seminais como as glandulas acessorias apresentam limen mais
dilatado em relacdo aqueles em jejum (Fig. 4A), com secrecdo em seu interior (Fig. 4A).

Na regido proximal, as células germinativas sdo arredondadas, com nucleo com
cromatina condensada e homogeneamente distribuida (Fig. 4B-C). Estas se encontram em
pequenos espermatocistos (Fig. 4B-C), revestidos por tecido conjuntivo (Fig. 4C). Na regido
mediana, as células germinativas estdo dispostas em espermatocistos mais desenvolvidos (Fig.
4D) e sao arredondadas e maiores que as da regido proximal, apresentando ndcleo com
cromatina menos condensada (Fig. 4D). Na regido distal, as células sdo arredondadas, maiores
em relacdo as outras regides do testiculo, com nicleo com cromatina pouco condensada, e
estdo arranjadas em espermatocistos maiores e mais desenvolvidos em relagdo as outras
regides (Fig. 4E-F). E possivel observar, ainda, um estreito lGmen entre os espermatocistos
dessa regido (Fig. 4E-F).

4.2.2.2 Carrapatos com dois dias apés liberacao no hospedeiro

Nos carrapatos coletados apds dois dias de alimentacdo no hospedeiro, nota-se que
tanto as vesiculas seminais como as glandulas acessorias apresentam lumen com didmetro
semelhante aos individuos coletados com um dia, ainda com pouca secre¢do em seu interior
(Fig. 5A). Na regido proximal, assim como nos machos com um dia ap0s liberacgéo, as células
possuem nucleo menor com cromatina muito condensada homogeneamente distribuida. Essas
células estdo arranjadas em pequenos espermatocistos (Fig. 5B). Na regido mediana, as
células sdo arredondadas e maiores do que as anteriores, com nucleo com cromatina menos
condensada e também estdo arranjadas em espermatocistos (Fig. 5C). Na regido distal,
observam-se células arredondadas e maiores em relagdo as outras regides do testiculo, com
nucleo com cromatina pouco condensada, e estdo organizadas em espermatocistos ainda

maiores que o0s das outras duas regides (Fig. 5D).



4.2.2.3 Carrapatos com trés dias ap0s liberacao no hospedeiro

Nos animais coletados apés trés dias de alimentagdo, observa-se que as
regides do complexo de glandulas acessorias e das vesiculas seminais apresentam
[imen mais dilatado em relacdo aos em jejum e coletados com um e dois dias (Fig.
6A). As glandulas acessorias possuem células maiores e mais volumosas, com
nucleos ovalados e cromatina bem condensada (Fig. 6A). As vesiculas seminais
possuem células menores, com nucleo ovalado e cromatina bem condensada (Fig.
6A). A regido proximal do testiculo é constituida de células germinativas
arredondadas e menores em relacéo as regides mediana e distal, com cromatina bem
condensada homogeneamente distribuida por todo nicleo e estdo dispostas em
pequenos espermatocistos (Fig. 6B-C). Na regido mediana as células sdo
arredondadas e maiores que as da distal, com ndcleo com cromatina pouco
condensada e estdo organizadas em espermatocistos maiores e mais desenvolvidos
(Fig. 6D-E). Na regido distal, as células arredondadas s&o maiores em relagdo as
outras regides de desenvolvimento, com nucleo com cromatina pouco condensada e
estdo dispostas em espermatocistos maiores e bem delimitados (Fig. 6F), com celulas
em processo de divisdo, porém ainda unidas por pontes citoplasmaticas (Fig. 6F).

4.2.2.4 Carrapatos com quatro dias apos liberacdo no hospedeiro

Nos carrapatos coletados ap6s quatro de alimentacdo, verifica-se que as
glandulas acessorias e as vesiculas seminais apresentam lumen dilatado (Fig. 7A). Na
regido proximal, nota-se que as células germinativas sdo pequenas com nucleos
arredondados e cromatina condensada, arranjadas em espermatocistos bem
desenvolvidos (Fig. 7B). Na regido mediana, as células arredondadas sdo maiores,
com nucleo com cromatina pouco condensada, dispostas em espermatocistos maiores
que os da regido proximal (Fig. 7C). A regido distal apresenta células arredondadas
ainda maiores, com nucleo com cromatina pouco condensada, organizadas em
espermatocistos maiores que 0s das outras regides, podendo-se notar as células do

tecido conjuntivo que os delimitam (Fig. 7D).

4.2.2.5 Carrapatos com cinco dias apos liberacédo no hospedeiro

Nos animais coletados com cinco dias de alimentacdo, observa-se que o

complexo glandular e as vesiculas seminais estdo bem desenvolvidos, com um limen
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muito dilatado (Fig. 8A-B). E possivel observar grande quantidade de secre¢do homogénea e
granular no interior do limen da vesicula seminal, 0 que demonstra a intensa atividade
secretora das células desse 6rgdo (Fig. 8C). A regido proximal apresenta células arredondadas,
com cromatina bem condensada ocupando todo o ndcleo, dispostas em pequenos
espermatocistos (Fig. 8D). Na regido mediana as células arredondadas sdo maiores em relacao
a regido proximal, com ndcleo com cromatina pouco condensada e estdo em espermatocistos
mais desenvolvidos em relacdo a regido proximal (Fig. 8E). A regido distal apresenta células
arredondadas ainda maiores, com nucleos com cromatina pouco condensada, arranjadas em

espermatocistos maiores em relagdo as outras regides (Fig. 8F).

4.2.2.6 Carrapatos com seis dias apos liberagdo no hospedeiro

Nos carrapatos coletados apos seis dias de alimentagdo, observa-se que ha secrecéo
no lumen dilatado das glandulas acessorias e das vesiculas seminais (Fig. 9A). Na regido
proximal, as células germinativas sdo arredondadas, com ndcleo com cromatina condensada,
arranjadas em espermatocistos (Fig. 9B). Na regido mediana é possivel observar as células
arredondadas em processo de divisdes celulares (Fig. 9C-D). Na regido distal, as células
localizadas dentro dos espermatocistos sdo alongadas devido ao desenvolvimento dos
espermatdcitos em espermatides que, posteriormente, originardo os espermatozoides no trato
reprodutor da fémea (Fig. 10A-D). Essas células apresentam nicleo condensado e alongado,

localizado na regido anterior das mesmas (Fig. 10C-D).

4.2.2.7 Carrapatos com sete dias apos liberacdo no hospedeiro

Nos carrapatos coletados com sete dias de alimentacéo, observa-se que ha secrecdo
no lumen das glandulas acessorias e das vesiculas seminais (Fig. 11A). Nota-se, ainda, a
presenca de grande quantidade de espermatides alongadas nas vesiculas seminais (Fig. 11A-
B). Na regido proximal, as células germinativas sdo arredondadas com ndcleo com cromatina
condensada, organizadas em pequenos espermatocistos (Fig. 11C). Na regido mediana,
observam-se células arredondadas com ndcleo com cromatina condensada, dentro de
espermatocistos maiores em relacéo a regido proximal (Fig. 11D). As espermatides alongadas
sdo vistas no interior do lumen dos testiculos, em direcdo as vesiculas seminais (Fig. 11D-F) e

nos espermatocistos (Fig. 11G).



4.2.2.8 Carrapatos com oito dias apds liberacéo no hospedeiro

Nos carrapatos coletados apds oito dias de alimentacdo, observa-se que as
glandulas acessorias e as vesiculas seminais estdo desenvolvidas e com um grande
ldmen (Fig. 12A). E possivel notar forte marcacio de secrecdo no ldmen das
vesiculas seminais (Fig. 12A) bem como a presenca de espermatides alongadas (Fig.
12 A-B). Na regido proximal, as células germinativas sdo volumosas e arredondadas
com nucleo com cromatina condensada (Fig. 12C). Na regido mediana, as células sdo
arredondadas, com nucleos menores e cromatina condensada (Fig. 12D). Observam-
se as diferentes regides de desenvolvimento das células germinativas no testiculo e a
presenca de espermaétides alongadas arranjadas em espermatocistos na regido distal
do o6rgdo (Fig. 12E-F).

4.2.2.9 Carrapatos com nove dias apds liberacao no hospedeiro

Nos carrapatos coletados ap6s nove dias de alimentacdo, as glandulas
acessorias e as vesiculas seminais estdo desenvolvidas, com um liumen dilatado (Fig.
13A-B) e observa-se a presenca de espermatides alongadas no interior das vesiculas
seminais (Fig. 13A-C). Na regido proximal, as células germinativas apresentam
nacleo com cromatina pouco condensada dispostas em espermatocistos bem
desenvolvidos (Fig. 13D). Na regido mediana as células germinativas arredondadas
se encontram em fase de divisao e estdo organizadas em espermatocistos (Fig. 13E).
Na regido distal é possivel observar o desenvolvimento das espermatides alongadas
(Fig. 13F).

4.2.2.10 Carrapatos com dez dias apos liberagdo no hospedeiro

Nos animais coletados apos dez dias de alimentacdo, observam-se as
espermatides alongadas no limen das vesiculas seminais (Fig. 14A) e grande
quantidade de secre¢do no lumen das glandulas acessorias (Fig. 14A). A regido
proximal apresenta espermatocistos bem desenvolvidos, com células volumosas e
arredondadas (Fig. 14B-C). Nota-se, ainda, a presenca de pontes citoplasmaticas
entre as células dessa regido (Fig. 14C). Na regido mediana, 0os espermatocistos

abrigam células arredondadas, com nucleo com cromatina pouco condensada (Fig.
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14D). Na regido distal, verifica-se o desenvolvimento de espermatides alongadas nos
espermatocistos, bem como sua presenga no lumen do 6rgédo (Fig. 14 E-F).



Figura 1: Micrografia eletrobnica de varredura de testiculos de
Amblyomma cajennense alimentado. A. Visdo geral dos testiculos (t) no opistossoma
e ductos deferentes (dd). B. Detalhe dos testiculos (t) mostrando os ductos deferentes
(dd). C. Visdo do complexo de glandulas acessérias do aparelho genital (gl) e
vesicula seminal (vs). D. Detalhe da superficie lisa dos testiculos.
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Figura 2: Micrografia eletronica de varredura dos testiculos de Amblyomma cajennense em
jejum. A. Visdo geral dos testiculos (t) no opistossoma e ductos deferentes (dd). B. Visao do
complexo de glandulas acessorias do aparelho genital (gl) e vesicula seminal (vs). C. Detalhe
da regido proximal dos testiculos (t) mostrando os ductos deferentes (dd). D. Detalhe da
superficie rugosa dos testiculos, evidenciando os espermatocistos (ec) em seu interior.
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Figura 3: Seccdes histoldgicas do sistema reprodutor masculino de Amblyomma cajennense
em jejum, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas acessorias (gl) e
vesicula seminal (vs), revestidos por epitélio simples escamoso (es), com secre¢des no interior
do lumen (seta pontilhada). B. Visdo geral do testiculo mostrando as regides proximal (p),
mediana (m) e distal (d). C. Detalhe da regido proximal do testiculo mostrando células em
divisdo (seta). D-E. Detalhes da regido mediana do testiculo mostrando a organizacdo das
células germinativas em espermatocistos. F. Detalhe da regido distal dos testiculos
evidenciando as células germinativas arranjadas em espermatocistos, revestidos por tecido
conjuntivo (tc).

cl = células somaticas ao redor do lumen
ec = espermatocistos
n = ndcleo
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Figura 4: Secgdes histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apds um dia
de alimentacéo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas acessorias (gl) e
vesicula seminal (vs). B. Regido proximal dos testiculos. C. Detalhe da regido proximal
evidenciando as células germinativas arranjadas em espermatocistos (ec), revestidos por
tecido conjuntivo (tc). D. Regido mediana do testiculo, evidenciando as células germinativas
arranjadas em espermatocistos (ec). E. Regido distal do testiculo. F. Detalhe da regido distal
do testiculo evidenciando as células germinativas arranjadas em espermatocistos (ec),
revestidos por tecido conjuntivo (tc).

cl = células somaticas ao redor do limen
| = limen

n = nicleo

S = secrecao
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Figura 5: Secc¢des histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense ap6s dois
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Regido proximal do testiculo. C. Regido mediana
do testiculo. D. Regido distal do testiculo evidenciando as células germinativas arranjadas em
espermatocistos (ec), revestidos por tecido conjuntivo (tc).

| = lGmen
n = nucleo
S = secrecao
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Figura 6: Seccdes histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apos trés
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Visdo geral do testiculo mostrando as regides
proximal (p) e mediana (m). C. Regido proximal. D. Regido mediana. E. Regido distal. F.
Detalhe da regido distal evidenciando as células germinativas em desenvolvimento e as pontes
citoplasmaticas entre elas (seta).

cl = células somaticas ao redor do limen
ec = espermatocistos

| = limen
n = nucleo
S = secregao

tc = tecido conjuntivo



29




30

Figura 7. Seccdes histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apds quatro
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Regido proximal. C. Regido mediana. D. Regido
distal evidenciando as células germinativas arranjadas em espermatocistos, delimitados por
tecido conjuntivo (tc).

cl = células somaticas ao redor do limen
ec = espermatocistos

| = ldmen

n = nicleo
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Figura 8. Secc0es histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apos cinco
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. AB. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). C. Detalhe da vesicula seminal evidenciando a
presenca de secrecdo homogénea (sh) e granular (sg) no interior do limen. D. Regido
proximal. E. Regido mediana. F. Regido distal.

ec = espermatocistos

| = [imen

n = nucleo

tc = tecido conjuntivo
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Figura 9: Secc@es histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apds seis
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Regido proximal. C. Regido mediana. D. Detalhe de
pontes citoplasmaticas (seta) entre as células germinativas da regido mediana.

cl = células somaticas ao redor do limen
ec = espermatocistos

| = limen
n = nucleo
S = secregao

tc = tecido conjuntivo
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Figura 10: Seccdes histoldgicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apos seis
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. AB. Regido distal do testiculo,
mostrando as espermatides alongadas (ea). CD. Detalhe das espermatides alongadas (ea)
evidenciando o nucleo alongado na parte anterior (seta pontilhada).

ec = espermatocistos
m = regido mediana do testiculo
tc = tecido conjuntivo
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Figura 11: Seccdes histoldgicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apds sete
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Detalhe da vesicula seminal, mostrando a presenca
de espermatides alongadas (ea) no Iumen (I). C. Regido proximal. D. Regido mediana,
mostrando as espermatides alongadas (ea) no lumen (l). E. Detalhe da regido mediana
evidenciando o desenvolvimento das espermétides alongadas (ea). F. Regido distal.
G. Detalhe da regido distal com espermatides alongadas (ea).

cl = células somaticas ao redor do limen
ec = espermatocistos

| = limen

S = secregao

tc = tecido conjuntivo
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Figura 12: Seccdes histoldgicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apés oito
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Detalhe da vesicula seminal. C. Regido proximal do
testiculo. D. Regido mediana. EF. Regido distal.

ea = espermatides alongadas
ec = espermatocistos

| = limen
n = nucleo
S = secregao

tc = tecido conjuntivo
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Figura 13: Secgdes histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apds nove
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Detalhe do complexo de glandulas acessorias (gl) e
vesicula seminal (vs). C. Detalhe da vesicula seminal (vs). D. Regido proximal do testiculo.
E. Regido mediana. F. Regido distal.

ea = espermatides alongadas
ec = espermatocistos

| = 10men

n = ndcleo

tc = tecido conjuntivo
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Figura 14: Secc¢des histologicas do sistema reprodutor de Amblyomma cajennense apos dez
dias de alimentacdo, coradas com hematoxilina-eosina. A. Complexo de glandulas
acessorias (gl) e vesicula seminal (vs). B. Regido proximal do testiculo. C. Detalhe da regido
proximal, mostrando pontes citoplasmaticas entre as células germinativas (seta). D. Regido
mediana. E. Regido distal. F. Detalhe da regido distal evidenciando a presenca das
espermaétides alongadas (ea).

cl = células somaéticas ao redor do limen
ea = espermatides alongadas

ec = espermatocistos

| = lamen

n = nucleo

tc = tecido conjuntivo
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5. DISCUSSAO

Popularmente conhecido como carrapato-estrela ou carrapato do cavalo, o
Amblyomma cajennense tem grande importancia médica, visto ser o principal vetor da
bactéria Ricketssia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB), doenca
infecciosa grave e potencialmente fatal. Esse artropode esta amplamente distribuido no
continente americano e pode ser encontrado em todas as fases do seu ciclo de vida, em aves
domésticas e silvestres e em numerosos mamiferos como cavalo, boi, capivara. O homem €
intensamente atacado pelo A. cajennense, sobretudo pelas fases larval e ninfal (COOLEY;
KOHLS, 1944; FLECHTMANN, 1985).

Um estudo realizado por Hayes et al. (1980), sugere que poderia ocorrer, no
momento da copula, a transmissdo da Ricketssia rickettsii de machos infectados para fémeas
saudaveis, devido a presenca dessas bactérias nas espermatogdnias, espermatdcitos e
espermatides e que teriam a capacidade de invadir as células germinativas dos machos ou
permanecerem no fluido que ira formar o espermatéforo, o que demonstra importancia
ecolégica na manutencdo desses patdgenos na natureza. Entretanto, pouco se relata na
literatura sobre os processos reprodutivos dos carrapatos A. cajennense, bem como a dinamica
de espermatogénese e espermiogénese desses animais.

Sendo assim, nesse trabalho foram obtidas as primeiras informacdes acerca da
morfologia e histologia do sistema reprodutor de machos da espécie A. cajennense, dados
esses que serdo de fundamental importancia para se compreender a fisiologia dos 6rgéaos
envolvidos no processo de producdo e transferéncia de gametas masculinos para o trato
reprodutivo das fémeas, bem como servirad de ferramenta e base cientifica para a proposta de
novos métodos de controle desses ectoparasitas.

A analise morfolégica do sistema reprodutor de machos do carrapato
Amblyomma cajennenese revelou que os testiculos sdo estruturas tubulares pares arranjadas
dorsolateralmente no opistossoma, sendo que a regido proximal se conecta as vesiculas
seminais por meio de ductos deferentes, semelhante ao observado em
Dermacentor occidentalis (OLIVER; BRINTON, 1972), D. andersoni (SONENSHINE,
1991), Ornithodoros moubata (COONS; ALBERTI, 1999), Haemaphysalis longicornis
(MATSUO; MORI, 2000) e Rhipicephalus sanguineus (OLIVEIRA et al., 2012) Associado as
vesiculas seminais, encontra-se um complexo de glandulas acessérias multilobuladas que

secretam glicoproteinas, mucoproteinas, lipoproteinas, glicosaminoglicanos, entre outras
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substancias necessarias para a formacdo do espermatéforo e do fluido seminal, que
possibilitard a capacitacdo dos espermatozoides no trato genital da fémea (GARCIA-
FERNANDEZ; GARCIA; GARCIA, 1998; SONENSHINE, 1991).

Os resultados obtidos em A. cajennense, mostraram a presenca de secrecdo no limen
da vesicula seminal e das glandulas acessorias dos machos, secrecdes essas que formardo o
espermatdforo, o fluido seminal e fisiologicamente seriam responsaveis pela capacitacdo das
espermatides, como relatado em estudo feito por Oliver e Brinto (1972) em D. variabilis e
O. moubata que mostra que a capacitacdo das espermatides, no trato reprodutor feminino, é
ativada por um polipeptideo (12,500 kDa) produzido pelas glandulas acessérias associadas
aos testiculos dos machos. Lomas e Kaufman (1992) em seus estudos observaram em
A. hebraeum a presenca de um fator quimico produzido nas glandulas acessorias, o qual
estaria relacionado com a degeneracdo das glandulas salivares em fémeas dessa mesma
espécie. Os mesmos autores sugeriram, ainda, que outros fatores quimicos, produzidos no
trato genital do macho, estariam relacionados com a fase de ingurgitamento, porém a natureza
quimica desses fatores permanece pouco esclarecida.

Nos carrapatos adultos, o sistema reprodutor masculino passa por transformagdes
dependendo do tempo que os carrapatos permanecem fixados ao hospedeiro. Em
A. cajennense em jejum os testiculos, as vesiculas seminais e o complexo de glandulas
acessorias sdo menos desenvolvidos e, portanto, menores quando comparados aos individuos
alimentados, corroborando os dados obtidos para H. longicornis (MATSUO; MORI;
SHIRAISHI, 1996; SONENSHINE, 1991).

Sonenshine (1991) relatou que machos em jejum de D. variabilis, apresentam
espermatocitos primarios arranjados em espermatocistos, estruturas que ocupam grande parte
dos testiculos, os quais possuem as espermatogonias localizadas na regido distal (proxima a
extremidade posterior). A maioria das células germinativas nesses machos permanece
quiescente e somente algumas espermatogbnias encontram-se ativas na sintese de DNA,
sendo que a retomada do desenvolvimento das células germinativas se da somente apds o
carrapato se alimentar. Essa mesma caracteristica foi observada nos machos de A. cajennense
em jejum, que apresentaram células germinativas organizadas em espermatocistos,
principalmente na regido distal dos testiculos.

Segundo os diversos estudos disponiveis, ainda ndo fica estabelecido se a alimentacao
seria responsavel apenas por prover nutrientes necessarios para a espermatogénese ou se

outros estimulos aconteceriam durante a alimentacdo, os quais provavelmente desencadeariam



48

uma cascata de eventos com a liberacdo de hormonios que estariam envolvidos na
espermatogénese (OLIVER; DOTSON, 1993).

As células germinativas, presentes nos testiculos de A. cajennense, tanto em jejum
como alimentados, encontraram-se organizadas em espermatocistos, revestidos por tecido
conjuntivo, corroborando com os dados obtidos para D. variabilis (SONENSHINE, 1991),
B. microplus (NORMANN, 1998) e R. sanguineus (OLIVEIRA et al., 2012), e o
desenvolvimento das células germinativas no testiculo de A. canjennense acontece da regido
distal (proxima a extremidade posterior dos testiculos) em direcéo a regido proximal (proxima
aos ductos deferentes). Portanto, as células na regido distal estdo sempre em estagios mais
avancados do processo de espermatogénese em relacdo aquelas das regibes mediana e
proximal. Esse padrdo, no entanto, € diferente do observado em outros artropodes. Nos
insetos, por exemplo, o desenvolvimento tem inicio nas extremidades dos foliculos
espermaticos dos testiculos proximas aos ductos deferentes e continuam para a regido distal,
onde se encontram as espermatogonias (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2011; SONENSHINE,
1991).

Nos carrapatos, o desenvolvimento das células germinativas se da em duas fases
distintas: espermatogénese e espermiogénese. A espermatogénese inicia-se no estagio ninfal,
guando ha o aumento do nimero de espermatogdnias por divisdes mitdticas. Posteriormente,
ocorre uma fase de crescimento celular e a diferenciacdo das espermatogdnias em
espermatdcitos primarios. Em seguida, ocorre a divisdo mei6tica para a producdo das
espermatides (COONS; ALBERTI, 1999; SONENSHINE, 1991; KISZEWSKI;
MATUSCHKA,; SPIELMAN, 2001).

Sonhenshine (1991) relatou que, durante o desenvolvimento dos espermatocitos
primarios, pequenas vesiculas oriundas da membrana plasmética seriam formadas abaixo do
plasmalema. Apos a divisdo para a formacdo das espermatides, essas vesiculas aumentariam
de tamanho formando a cavidade cisternica e o nicleo mover-se-ia para um dos polos da
célula. Em seguida, a vesicula acrossomal seria formada e as espermatides comegariam a se
alongar. A cavidade cisternica, entdo, invaginar-se-ia e 0 nucleo tornar-se-ia alongado. Pode-
se sugerir que nos animais coletados com seis dias de alimentagdo ha a formacédo da cavidade
cistérnica, o alongamento das espermatides e a invaginacdo da cavidade cisternica, entretanto,
fazem-se necessarios estudos aprofundados para o detalhamento do desenvolvimento das
células germinativas, por meio de outras técnicas como Microscopia Eletronica de

Transmissao e Microscopia Confocal, que serdo aplicadas posteriormente.
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A espermiogénese acontece nos machos adultos, pelo crescimento e diferenciagdo das
espermatides em espermatides alongadas ndo moveis (proesperma ou espermatozoides pré-
capacitados). Essas prospermas seriam, entdo, transportadas do ducto ejaculatério para o
espermatoforo e, posteriormente transferidas para a fémea durante a copula. No trato genital
da fémea, ocorreria a capacitagdo, ultima fase da espermiogénese, em que as espermatides
alongadas se tornariam espermatozoides méveis (COONS; ALBERTI, 1999; KISZEWSKI;
MATUSCHKA,; SPIELMAN, 2001).

Em A. cajennense foi observado que as células germinativas no interior dos
espermatocistos encontravam-se no mesmo estagio de desenvolvimento, entretanto, em uma
mesma regido do testiculo, os espermatocistos estavam em estagios diferentes de
desenvolvimento, corroborando com o0s dados obtidos para D. occidentalis
(OLIVER; BRINTOS, 1972). Em A. cajennense, foi observado, ainda, pontes citoplasmaticas
entre as células dos espermatocistos em estagios mais avangados de desenvolvimento. Oliver
e Brinton (1972) também observaram essas pontes em D. occidentalis e afirmaram que estas
provavelmente facilitariam a diferenciacdo sincronizada das células germinativas nos
espermatocistos, por meio da distribuicdo de fatores de regulacdo. Esse tipo de ligacédo
intercelular, remanescente das divisdes das células germinativas, foi descrito anteriormente
em diversos outros grupos de animais como anelideos, equinodermos, moluscos, aranhas,
insetos e anfibios (OLIVER; BRINTON, 1972).

Segundo Coons & Alberti (1999), o processo de desenvolvimento das células
germinativas nos Argasideos e Ixodideos é semelhante. Em Argasideos, a espermatogénese
geralmente acontece antes do macho adulto se alimentar e nos Ixodideos a formacdo da
proesperma seria concluida ap6s o macho se alimentar. Em A. cajennense observou-se a
presenca de espermatides alongadas somente nos animais coletados a partir de seis dias da
liberacdo para alimentacdo nos hospedeiros, periodo esse semelhante ao observado em
D. variabilis, em que as prospermas foram observadas pela primeira vez em machos com 130
horas de fixacdo nos hospedeiros (SONHENSHINE, 1991). Entretanto, em D. occidentalis a
espermiogénese se da no macho com 72 horas de fixagdo no hospedeiro
(OLIVER; BRINTON 1972).
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6. CONCLUSAO

Por meio dos dados obtidos no presente estudo, concluiu-se que:

1. A morfologia do aparelho reprodutor masculino dos carrapatos da espécie
Amblyomma cajennense € semelhante a de outras espécies de ixodideos.

2. O arranjo e o desenvolvimento das células germinativas nos testiculos de A.
cajennense sdo semelhantes ao observado em outros ixodideos.

3. O desenvolvimento das células germinativas em A. cajennense se da da regido distal
para a proximal, diferindo do padrdo observado em outros artropodes, como nos insetos e
assemelhando-se ao descrito para outras espécies de carrapatos.

4, A alimentacdo tem papel fundamental no desenvolvimento dos testiculos, sendo que
a espermatogénese é completada somente apds o macho se alimentar.

5. As espermatides alongadas completam sua diferenciacdo somente em machos
adultos apds seis dias de alimentacao.

6. As células germinativas presentes em um espermatocisto apresentam-se sempre no

mesmo estagio de desenvolvimento.
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