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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o intuito de se verificar o efeito de trés
temperaturas (18,27 e 32°C) sobre os tipos celulares presentes na hemolinfa de
larvas, ninfas e adultos Rhipicephal us sanguineus (L atreille, 1806).

Seis tipos celulares basicos foram encontrados na hemolinfa, sendo estes
denominados. Prohemdcitos (PR), plasmatécitos (PL), granulécitos (GR),
esferulocitos (ES), adipohemacitos (AD) e oenocitoides (OE).

Para 0 estadio de larva ocorreu uma queda acentuada de GR natemperatura
de 18°C enquanto que a 27 e 32°C as quantidades destas células foram similares,
sendo este o tipo celular mais abundante, o que poderiaindicar o envolvimento destas
células no metabolismo deste instar. Para ninfas este também foi o tipo celular mais
abundante, sendo que neste instar, ndo ocorreram variagOes acentuadas para este tipo
celular, o que poderiaindicar que cada estédio de desenvolvimento apresenta um tipo

de necessidade metabdlica gue se expressa nos tipos cel ulares presentes na hemolinfa;
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esta presenca seria entdo, em alguns casos, independente da temperatura. Para machos
e fémeas, osPL, GR, ES e AD foram, dependendo da temperatura e fase analisada, os
tipos celulares mais encontrados, na hemolinfa destes instares.

A complexidade metabdlica crescente ao longo do desenvolvimento,
mostrou uma maior diversificacdo dos tipos hemocitarios, o que leva a concluir que o
efeito da temperatura sobre os hemdcitos de R. sanguineus foi, dentro e entre cada

estadio analisado, interagido & necessidades metabdlicas desteixodideo.



SUMMARY

This work was accomplished with the aim of verifying the effect of three
temperatures (18,27 and 32°C) on the cellular types of the hemolymph of larvae,
nymphs and adults of Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806).

Six basic cellular types were found in the hemolymph, being these
denominated: Prohemocytes (PR), plasmatocytes (PL), granulocytes (GR),
esferulocytes (ES), adipohemocytes (AD) and oenocytoids (OE).

For the larval state it happened an accentuated fall of GR in the temperature
of 18°C while at 27 and 32°C the amount of these cells was similar, being this the
more abundant cellular type, what could indicate the involvement of these cellsin the
metabolism of this state. For nymphs this was also the more abundant cellular type,
and in this state, it didn't happen great variations for this cellular type, what could
indicate that each development state presents a type of metabolic need that is

expressed in the cellular types founded in the hemolymph; this presence would be
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then, in some cases, independent of the temperature. For males and females, PL, GR,
is and AD was, depending on the temperature and analyzed phase, the found cellular
types, in the hemolymph of state males and females.

The growing metabolic complexity along the development, showed alarger
diversification of the types hemocytics, what takes to end that the effect of the
temperature on the hemocytes of Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) was

expressed inter and intra states, interating with the metabolic needs of the tick.



1. INTRODUCAO

Os hemacitos sdo amplamente estudados na Classe Insecta, mas para os
acarinos poucos trabalhos foram realizados, havendo escassez ainda maior no que diz
respeito aos ixodideos e subsequente arevisao bibliogréficarealizada por CARNEIRO
(1995), apenas ostrabalhos de KUHN et al. (1994), KUHN & HAUG (1994), KUHN
(1996) e CARNEIRO & DAEMON (1996, 1997) reportam informacfes sobre a
morfologia e funcdo dos elementos formadores da hemolinfa de Rhipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) e Ixodesricinus.

Varios autores citam a relevancia do conhecimento da funcdo e fatores
imunolégicos relacionados a estas células, com o proposito de controle dos
parasitos nocivos ao homem e aos animais (WHITTEN, 1969; CROSSLEY, 1975;
MENEZES & BASILE, 1982; DUNN, 1986; BOMAN e HULTMARK, 1987; LACKIE,
1988), fato este que deveria ser de ativo interesse para o estudo sobre o controle dos

ixodideos.



Rhipicephalus sanguineus, tem preferéncia pelo parasitismo a canideos
domeésticos e silvestres (HOOGSTRAAL, 1985), mas pode também parasitar outros
mamiferos, inclusive o homem (HEATH, 1979; GODDARD, 1989), sendo raramente
encontrado em ambientes silvestres, em decorréncia da sua especificidade pelo céo
domeéstico e sua toleréncia ecol dgica restrita pela temperatura e umidade do ambiente
(KOCH & TUCK, 1986). Esta espécie é considerada de grande importancia médico-
veterinaria devido a transmitir agentes patogénicos, como Babesia canis, Ehrlichia
canis, Hepatozoon canis, Anaplasma marginale, Rhickettsia entre outros, como
citado por BELLATO (1995).

Originério da Africa, R sanguineus € largamente distribuido no mundo
(DIAMANT & STRICKLAND, 1965), sendo amplamente distribuido no territdrio
nacional, principalmente nas regites Nordeste, Sudeste e Sul (LINARD & NAGEM,
1973). Este carrapato necessita de trés hospedeiros para completar seu ciclo de vida,
pois todas as mudas sdo realizadas fora destes; o acasalamento € realizado sobre o
hospedeiro; as fémeas entdo ingurgitam e deixam o hospedeiro, iniciando a oviposi¢céo
sob pedras, entre tébuas ou frestas na parede. Ap6s o periodo de incubacdo dos ovos,
as larvas eclodem, fixam no hospedeiro e apos ingurgitarem voltam ao ambiente onde
passam por um processo de ecdise se transformando em ninfas, estas apds novo
processo de ingurgitamento no hospedeiro quedam e também sofrem ecdise dando

origem aos adultos. A duragéo de cada fase e de todo o ciclo, bem como suas



alteracOes frente a diferentes temperaturas, séo dados por BELLATO & DAEMON
(1996, 1997).

As fases ndo parasitérias dos ixodideos trioxenos, dependem muito das
condicdes de temperatura e s80 escassos 0s trabalhos que correlacionem esta
dependéncia as condicles fisiol bgicas e metabdlicas dos carrapatos. Este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de caracterizar ainfluéncia de trés temperaturas sobre os
tipos celulares presentes na hemolinfa de R. sanguineus em diferentes estados
nutricionais e de desenvolvimento, procurando correlacionar as alteracOes de cada

etapa de seu ciclo biol6gico com aquel as encontradas para os tipos celulares.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Quanto aostiposcdulares

Embora muitos estudos sobre os tipos celulares presentes na hemolinfa
dos artropodes tenham sido desenvolvidos, a maioria destes estd concentrado na
Classe Insecta. Estas células sdo descritas por varios autores que se utilizam de
variados padrdes morfoldgicos, funcionais e bioguimicos, tornando-se comum
encontrar o mesmo tipo de hemacito referido com diferentes nomes, em varios
artrépodes, por diferentes autores.

Na tentativa de unificar os termos existentes, ARNOLD (1974) e GUPTA
(1979), revisaram a literatura e de acordo com o sistema de classificacdo de JONES
(1962), englobaram os hemacitos dos insetos em nove tipos basicos. prohemacito
(PR), plasmatdcito (PL), granulécito (GR), esferulécito (ES), adipohemocito (AD),
cistocito (Cl) ou coaguldcito (CO), oenocitéide (OE), podécito (PO) e vermindcito
(VE), sendo que o ultimo autor, apos estudos com microscopia el etronica, sugeriu que

0s PO e VE seriam formas variantes dos PL.



Embora numerosos estudos sejam dirigidos a morfologia, fisiologia e
bioquimica dos hemdcitos de insetos (EAST & HILLEN, 1980; KAAYA &
RATCLIFFE, 1982; HALL, 1983; GIANNOTTI & CAETANO, 1985, 1990; MOSCONI
et al., 1989; AZAMBUJA et al., 1991; LUCKART et al., 1992); entre os mais
recentes), informagdes similares sobre as células da hemolinfa de outros grupos de
artropodes, sdo escassas e dependentes das descricles utilizadas na Classe Insecta,
sendo a classificagdo de JONES (1962), a mais utilizada pelos autores para todos
estes diferentes grupos; por exemplo, na aranha Eurypelma marxi, SHERMAN
(1973), descreveu GR, PL e OE com base nas semelhangas ultra-estruturais com 0s
hemdcitos deinsetos; RAVINDRANATH (1974), descreveu seis classes de hemdcitos
associadas a terminologia de JONES (1962) aos PR, PL, GR, Cl, ES e AD, no
escorpido Palamnaeus swammerdami; e DANNHORN & SEITZ (1987), descreveram
cinco diferentes tipos de hemécitos (PR, PL, GR, ES e CO) em Opiliones. Para 0s
acarinos, segundo WOOLEY (1988), a literatura aponta que eles possuem os sete
tipos descritos por GUPTA (1979), ousga, PR, PL, GR, ES, AD, Cl e OE.

Quanto aos carrapatos, os hemacitos, foram primeiramente descritos por
NORDENSKIOLD (1905) em Ixodes reduvius, como leucécitos cujo citoplasma é
finamente granular. Mais tarde, DOUGLAS (1943), descreveu os hemocitos de
Dermacentor andersoni como corpuscul os ameboides, cujo citoplasma contém dois
tipos de inclusdes;, TSILENEVA (1959) descreveu os tipos celulares de Boophilus

calcaratus, Hyalloma detritum, Hyalloma anatolicum, Rhipicephalus sanguineus e



Dermacentor spp., classificados como trofécitos, fagocitos e prohemacitos,
concluindo que era dificil classificar estas células pela aparéncia e distribuicdo dos
corpos de inclusfes. BIRD et al. (1967), fizeram um breve relato doshemdocitos de H.
dromedarii.

Subsequentemente, DOLP (1970), quantificou e classificou os hemadcitos
de quatro espécies de carrapatos pertencentes aos géneros Hyalomma e Argas,
baseada na estrutura geral e efeito da coloracdo com corante Giemsa, em trés
categorias principais: PR, PL e ES. JA SONENSHINE (1970), citou que os hemdcitos
de Ornithodoros kelleyi como pequenas células esféricas que sdo encontradas em
toda parte do corpo do carrapato, sem, contudo, descrevé-las;, mais tarde CORY &
YUNKER (1971), descreveram os hemdcitos de D. andersoni como “células de
composic¢do mista’, ressaltando o aumento do nimero de células granulares no meio
de cultura para arbovirus no final de quatro semanas; e de maneira gera, BALASHOV
(1972), citou trés tipos de trofécitos com grandes inclusdes, fagocitos basofilicos,
PR e OE nosixodideos, e EGGENBERGER et al. (1990), citaram a presenca de GR e
PL em D. variabilis em seu estudo sobre formagdo de capsula por estes tipos
celulares.

Caracteristicas ultraestruturais dos hemadcitos foram descritas por
BRINTON & BURGDORFER (1971), para os tipos celulares - PR, ES, PL e OE -
presentes na hemolinfa de D. andersoni; por AMOSOVA (1983), para os hemdcitos

(PR, PL e dois tipos de GR) presentes na hemolinfa de H. asiaticum; e por EL



SHOURA (1986, 1989) para os hemdcitos de Argas (Persicargas) arboreus e
Ornithodoros (Paviovskyella) erraticus, respectivamente, classificados como PR,
PL e GR em ambas as espécies citadas.

A revisdo bibliogréfica apresentada acima foi citada no trabalho de Tese de
CARNEIRO (1995); a partir deste periodo até o presente existem apenas os trabal hos
de CARNEIRO & DAEMON (1996, 1997) que caracterizam morfologicamente os
hemécitos presentes na hemolinfa de R. sanguineus e os de KUNH & HAUG (1994),
KUHN (1994) e KUHN et al. (1996) que reportam os tipos celulares presentes na
hemolinfa de I. ricinus, caracterizando dois tipos celulares - PL e GR - e a aividade
mitotica destas células com énfase apresenca de tecido hemocitopoiético. Quanto a
estudos sobre os componentes da hemolinfa, apenas o trabalho de ZAIJIE et al.
(1991), retrata ateracdes nesta durante o periodo de diapausa de vérias espécies
pertencentes ao género Dermacentor, sobre sua composicdo protéica; e o de
DALGLIESH & STEWART (1996), que relataram a influéncia da temperatura sobre a

taxa deinfeccdo de Babesia bovis e B. bigemina em larvas de B. microplus.

2.2. Quanto atemperatura

Historicamente, arelagdo da temperatura com os organismos tem sido uma

das mais ativas éreas de estudo na fisiologia comparativa e ambiental. Experimentos

tém envolvido a descricdo dos efeitos desta ao nivel de caracterizacdo de



mecanismos biogquimicos e moleculares que estabelecam a temperatura sensivel,
6tima e o limite de tolerancia de adaptacdo de diferentes espécies. O papel da
temperatura no padrdo de estabilidade biogeografica tem sido reconhecido, mas o
mecanismo fisiolégico e molecular responsavel pela estabilizacdo e manutencéo
deste padr&o néo é bem conhecido (SOMERO, 1995).

Os Arthropoda, como outros organismos vivos, vivem dentro de condicoes
ambientais variaveis, nas quais a intensidade de fatores dominantes e suas
combinagbes variam em diferentes graus, causando alteracbes reversiveis ou
irreversiveis no metabolismo. Estas alteragbes tém como consequéncia a
sobrevivéncia ou a morte de um organismo, afetando sua distribuicéo ecolbgica e sua
dinémica populaciona (IVANOVICH et al., 1992). De acordo com ROSS (1961), a
temperatura corporal dos insetos, em geral, depende daquela do ambiente. Dentro de
certos limites, eles podem alterar a temperatura do corpo, ou sgja, em presenca de
altas temperaturas reduzem sua temperatura por evaporacdo da dgua da superficie e em
presenca de baixas temperaturas, ocorrem alteragdes quimicas que possibilitam
aumentarem sua temperatura corporal acima daguela do ambiente.

A maioria dos estudos relacionados com o efeito da temperatura sobre a
hemolinfa dos insetos ou outros invertebrados, é direcionada ao efeito da baixa
temperatura na reducéo da taxa metabdlica que leva a maioria das espécies a entrar no
estado de dorméncia (quiescéncia e/ou digpausa) que permite-lhes minimizar o uso de

energia nos meses mais frios do inverno (JOANISSE & STOREY, 1994). Segundo



ROSALES et al. (1994) as injUrias causadas por temperaturas abaixo de zero podem
ser de dois tipos: injuria pelo frio e injuria pelo congelamento, sendo que, a primeira,
é relacionada a ruptura da membrana celular e ao mal funcionamento da regulacéo
metabdlica e, a segunda, inclui danos fisicos e bioquimicos causados por formagéo
interna de gelo, o que é considerado letal para célula, dai existirem estratégias para
sobrevivéncia destes abaixas temperaturas que consistem em evitar a cristalizacéo da
&gua de seu corpo por producdo natural de anticongelantes, como o glicerol por
exemplo, em insetos que ndo toleram o congelamento; e, entre outros mecanismos, a
inducéo de formagao de gelo somente em compartimentos extracelulares em insetos
que toleram o congelamento. Também STOREY et al. (1986) e GEHRKEN &
SOUTHON (1997), citaram 0 acumulo de glicerol como fator de sobrevivéncia em
temperaturas abaixo de zero, enquanto DUMAN et al. (1991), caracterizaram as
proteinas presentes na hemolinfa de larvas de Tipula trivittata que atuam inibindo a
formagéo de gelo intracelular.

Outros trabalhos citam que alteragbes nas temperaturas podem ter um
importante efeito sobre as propriedades de transporte de oxigénio na hemolinfa, como
por exemplo, 0 estudo de ESHKY et al. (1996), onde citaram que espécies de
decdpodes, que habitam ambientes que sdo regularmente expostos a variacOes de
temperatura, mostram a hemocianina com reduzida sensibilidade a temperatura;
entretanto, para outras espécies cuja a variagdo ambiental € baixa, apresentam

hemocianina com maior sensibilidade aaltas temperaturas. JA CHIHRANE & LAUGE
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(1994), notificaram queda na eficiéncia reprodutiva do parasitéide Trichogramma
brassicae em condi¢cbes de altas temperaturas ambientais. CHEN et al.(1995)
afirmam que a osmolaridade da hemolinfa de Penaeus chinensis diminui com o
aumento datemperatura. JOANISSE & STOREY (1994), concluiram que atemperatura
tem efeito sobre as enzimas mitocondriais de larvas das moscas Eurosta solidaginis
(tolerantes a0 congelamento) e Epiblema sudderiana (nd&o tolerante ao
congelamento), sendo que a regulacdo de alteracbes sazonais parece reguerer uma
resposta mais complexa que uma simples aclimatacdo a curto prazo atemperatura.

Ainda outros trabalhos citam alteragdes na composi¢cao da hemolinfa dos
insetos apos infeccdo com bactérias e virus (FISHER & GANESALINGAM, 1970),
efeito datemperatura sobre o volume (EHLER et al., 1986) e sobre o pH dahemolinfa
(STOREY et al., 1986).

Para o Filo Mollusca entretanto, o trabalho de FISHER et al. (1987) cita
que elevadas temperaturas intensificam a pinocitose, a migracdo dos hemécitos e a
fagocitose em ostras; em seus resultados concluem que ostras européias mantidas em
altas temperaturas tem alterada a atividade dos hemdcitos, porém ndo especificam os
tipos celulares envolvidos; e o de CHU et al. (1993), cita a interrelagcdo entre o
potencial de defesa celular/humoral e a susceptibilidade da ostra Crassostrea
virginica atrofozoitas de Perkinsus marinus nas temperaturas de 10, 15, 20 e 25°C,
relacionando também, os tipos de hemacitos a ef eitos destas temperaturas, concluindo

que ostras mantidas em altas temperaturas tem alto percentual de granuldcitos, alta
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contagem total de hemdcitos e atividade fagocitica e que nenhuma alteracdo foi
observada na contagem total e percentagem de granul ocitos entre os grupos tratados e
controle. SANTAREM et al. (1994) encontraram que o nimero e tipo de hemécitos
granulares e agranulares de Mytilus galloprovincialis foi influenciado por fatores
sazonais, citam ainda varios autores que afirmaram que alteracbes sazonais no
ambiente sdo fatores que afetam o numero, tipo e a capacidade defensiva dos
hemdcitos e que numerosas investigagdes documentam variagbes ambientais e
sazonais nos constituintes da hemolinfa, que podem ser associadas ao ciclo
reprodutivo e que o nimero de hemacitos circulantes € influenciado pela temperatura.

InformacgBes sobre a hemolinfa dos carrapatos estéo limitadas adescricdes
da morfologia e em menor grau das fungoes dos elementos formativos (BALASHOV,
1972) e inexistem trabalhos relacionando a influéncia da temperatura sobre os tipos
celulares presentes na hemolinfa dos ixodideos, bem como, estes sdo escassos
também para a Classe Insecta. Em compensacdo, inimeros sdo os trabalhos que
relacionam este fator abidtico, como um dos mais importes para 0 desenvolvimento
dos carrapatos, evidenciando a significancia das alteracOes provocadas pela
temperatura sobre o ciclo bioldgico de varias espécies como, Dermacentor
(Anocentor) nitens (DIAZ et al., 1991; DESPINS, 1992; BASTOS et al. 1996), B.
microplus (GLORIA et al., 1993a,b), B. annulatus (OUHELLI et al., 1982),
Amblyomma triguttatun triguttatum (GUGLIELMONE, 1992), A. cajennense

(PRATA, 1998), Rhipicephalus appendiculatus (BRANAGAN, 1973; TUKAHIRWA,



1976), Haemaphysalis longicornis, Ixodes holcyclus e R sanguineus (HEATH,
1979), R simpsoni (BAIDU, 1987), R. simus e Haemaphysalis spinulosa (HUSSEIN
& MUSTAFA, 1987), R sanguineus e R. turanicus (MAHADEV, 1977) entre outros,
sendo de senso comum aimportancia de tais estudos para medidas de controle.

Quanto aR. sanguineus os trabalhos de NUTALL (1915), SRIVASTAVA &
VARMA (1964), SWEATMAN (1967), NASSAR et al. (1971), KOSHY et al. (1983),
KOCH & TUCK (1986) e BELLATO & DAEMON (1997a,b), analisaram a influéncia
datemperatura sobre varios parametros das fases ndo parasitaria e/ou parasitaria deste

ixodideo, oferecendo informagBes substanciais para a andlise deste trabal ho.



3. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratdrio de Ixodologia da Estacéo
para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz, Departamento de Parasitologia Animal,
Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

A partir de larvas de R sanguineus, obtidas de fémeas da colonia
estoque do Laboratorio mantida a 27°C, foram feitas infestacbes artificiais em
coel hos, segundo atécnica preconizadapor NEITZ et al. (1971), ao estudar a biologia
de Ixodes rubicundus. Foram utilizadosixodideos com 15 a 20 dias, para obtencéo de
cada estado nutricional e de desenvolvimento analisado.

Os coelhos mesticos (Nova Zelandia x California) procedentes do setor de

cunicultura do Instituto de Zootecnia da UFRRJ, foram mantidos em abrigos
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individuais e alimentados com racdo Nutricoelho®, e &gua “ad libitum’, sendo
utilizados sem distingdo de sexo, porém, com peso entre 1,5 e 2,0 kg e sem contato
prévios com produtos acaricidas ou outras infestacfes artificiais por carrapatos.

Com excegdo das fémeas ingurgitadas, que foram mantidas em placas de
Petri médias (15 x 100 mm), todos os instares obtidos nas infestacdes foram
acondicionados em seringas plésticas de 5 ml, cortadas na parte anterior e vedadas
com algodéo hidrdfilo.

A partir das larvas ingurgitadas, a col6nia utilizada foi dividida em trés
grupos de 600 larvas para o desenvolvimento das fases ndo parasitarias subsequentes,
sendo cada grupo mantido em estufa para BOD?, nas temperaturas de 18, 27 e 32°C
(x 1°C), umidade relativa de 80% e escotofase. A “ posteriori”, as infestagdes foram
sendo realizadas de acordo com o progresso obtido em cada temperatura utilizada.

As amostras de hemolinfa foram obtidas por seccdo das patas dos
ixodideos com auxilio de uma pinca de relojoeiro, estilete e tesoura, utilizando um
microscopio estereoscopico® para visualizagdo da gota a ser coletada. O material foi
coletado em laminas (76 x 26 mm), previamente limpas com solucéo alcool/éter
(50%) e secas com papel absorvente. Apos coleta a gota de hemolinfa foi seca ao ar,
fixada em metanol por trés minutos e corada com corante Giemsa (2 gotas/ml de agua

destilada).

 Purina Nutrimento L tda, BarraMansa, RJ.
2 Modelo 347 CDG, FANEM.
® Modelo Carl Zeiss, antiga Replblica Alema.
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A hemolinfa foi obtida de 40 exemplares/fase analisada, em cada grupo
estudado, segundo a seguinte metodol ogia:
. Larvas- um dia ap6s a eclosdo (L-1 DAEC)
- 20 dias apos a eclosdo (L-20 DAEC)
- ingurgitadas, um dia apds a queda do hospedeiro (LI-1 DAQ)
. Ninfas - um diaapds aecdise (N-1 DAE)
- 20 dias apbs a ecdise (N-20 DAE)
- ingurgitadas, um dia apds a queda do hospedeiro (NI-1 DAQ)
. Fémeas - um diaapds aecdise (F-1 DAE)
- 20 dias apbs a ecdise (F-20 DAE)
- ingurgitadas, um dia apds queda do hospedeiro (FI-1 DAQ)
- ingurgitadas, sete dias aposiniciar postura (FI-7 DAP)
- ingurgitadas, ao término da postura = quendgina (FI-TP)
.Machos - um diaapés aecdise (M-1 DAE)
- 20 dias apbs a ecdise (M-20 DAE)
- um dia apos retirada do hospedeiro (M-1 DAR)
- 20 dias apos retirada do hospedeiro (M-20 DAR)
A visualizacdo dos hemécitos foi feita com auxilio de um microscopio

biocular modelo Dialux 20 EB*, enquanto a caracterizacdo morfoldgica foi feita com

* Leitz/Wetzlar, antiga Repiblica Alema.



16

base na classificagdo de JONES (1962) e revisdes de ARNOLD (1974) e GUPTA
(1979), como proposto por CARNEIRO (1996, 1997).

A contagem foi feita através da observacdo das 20 primeiras células
Intactas encontradas na gota de hemolinfa de cada exemplar em cada estado nutricional
e de desenvolvimento, resultando na contagem 800 células por estédio analisado em

cada temperatura estudada.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ConsideracOes gerais

Preliminarmente acompreensdo da sgnificnciafunciond e/ou bioldgica dos hemdcitos
dos carrapatos é imperativo sabermos identificar os tipos celulares bésicos e ter dados sobre sua
distribuicdo relativa em carrapatos ndo infectados (DOLP, 1970). Em vista disso as caracterigticas
morfologicas e morfométricas de cada tipo celular encontrado na hemalinfade R. sanguineus foi
dada por CARNEIRO (1995), sendo estes denominados de acordo com a classificacdo de JONES
(1962), como prohemacitos (PR), plasmatécitos (PL), granuldcitos (GR), esferuldcitos (ES),
adipohamdatos(AD) ecenoatdides(OE). Houve necessidede de dividr os PR e ES em dais aubtipos (PRI eRRL;

ESI| eESII respectivamente) com o proposito de prover uma descricdo concisadestas células.
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E possivel que um ou mais tipos representem diferentes periodos de desenvolvimento destas cdulas,
assim como é possivel que estas dteragdes conduzam &s futuras formas de transi¢éo observadas. A
semelhanca dos PR | e PR 1, por exemplo, com os pequenos PL e GR respectivamente pode,
segundo GUPTA (1979), indicar que se trate de dteragbes do desenvolvimento havendo um Unico
tipo cdlular; o que vem a sugerir que 0 gparecimento dos PR |, gpés a presenca dos PL, no presente
trabaho, sgaindicativo de que estas células sgjam uma fase de desenvolvimento das primeiras. Os
tipos celulares citados séo demonstrados naFiguraleo percentua de cadatipo encontrado nos
estadios e temperaturas analisadas, seréo analisados posteriormente.

Para 0 estudo da variacdo hemocitéria entre os estadios na temperatura de 18°C, houve
necessidade de reiniciar o ciclo, pois este ndo se completou satisfatoriamente a esta temperatura e
houve problemas com a coleta de hemolinfa de ninfas, onde nos esfregacos de hemolinfa dos
exemplares obtidos na primeira infestacfo redlizada, ndo ocorreram a presenca de qualquer tipo
ceular (Figura 2), fato este que segundo BALASHQOV (1972), pode ser explicado pela habilidade
temporaria dos hemdcitos de tornarem-se iméveis e ligarem-se a fibras de tecido conectivo e
membranas, em uma segundainfestacdo, entretanto as gotas de hemolinfa coletadas estavam repletas
de cdlulas (Figura 3). De acordo com o trabalho de BELLATO & DAEMON (19974), nesta
temperatura foi obtida apenas a eclosio de trés larvas, fato que, segundo eles, pode ter ocorrido
devido a ser esta atemperatura limite para ocorrer este fendmeno ou devido acepa utilizada ter sdo
menos tolerante abaixa temperatura, ou ainda devido a exposicao sucessiva, a partir de larvas

ingurgitadas & temperatura de 18°C.
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FIGURA 1. Tipos celulares encontrados na hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus.
a,b) Prohemdcitos tipo I; c,d) prohemaocitos tipo II; €) plasmatocitos;
f) granulédcito; @) esferuldcito tipo I; h) esferulocito tipo |II;
1) adipohemacito; j) oenocitoide.



FIGURA 2. Gotas de hemolinfa de Rhipicephalus sanguineus, mantidos a 18°C,
sem nenhum tipo celular presente. a) Aumento 10X; b) Aumento 6,5X.



FIGURA 3. Gotas de hemolinfa com vérios tipos celulares. @) gota com muitas
células; b) gota com poucas células. Aumento 10X.



Esta tltima suposi¢ao é confirmada pela observacéo de SWEATMAN (1967) de que temperaturas
extremas (dtas ou baixas) podem ser toleradas por curtos periodos, e também por HEATH (1979),

gue citaque ovos de R. sanguineus (provenientes de fémeas mantidas nas temperaturas analisadas),

foram capazes de suportar atatemperatura (38°C), mas incapazes de sobreviver a18°C. Quanto

abaixa eclodibilidade de larvas provenientes de ovos mantidos a baixas temperaturas, LONDT

(1977), supbe que isto se deva ainfluéncia da temperatura na duragéo do periodo de incubagéo,

sendo este prolongado, 0s ovos tem maior tempo para perder &gua através da evaporacao antes de
ocorrer eclosdo. Em vista disto, a coleta de hemolinfa para larvas nesta temperaturafoi redizadaa
partir de ovos mantidos a esta temperatura apenas gpds indicacéo (por meio davisudizacdo dalarva
jaformada no seu interior) de que estavam prestes a eclodir, 0 que levou em média, quatro a cinco
dias.

O numero total e aocorréncia dos tipos ceulares sBo dadosnas Tabelas 1, 2, 3e4. A
variacdo ocorrida no nimero total de cdulas na temperatura de 18°C se deve aescassez  (Figura
3b) ou grande nimero de céulas em lise (Figura4a) nas diferentes fases andlisadas. A lise cdular
pode ter sdo provocada devido adesidratacéo, que GEHRKEN & SOUTHON (1997) citam como
um dos principais mecanismos de injuria pelo frio.

As cdulas ndo definidas, englobam células hidinas (Figura 4b), desintegradas (Figura
4c) ou escuras (Figura 4d) (CARNEIRO & DAEMON, 1996, 1997) e tiveram uma ocorréncia
variavel entre as temperaturas analisadas. Também foram observados € ementos ndo hemociticos

como fungos e bactérias (Figura 4eff).



FIGURA 4. Células ndo definidas. @) Célula em lise; b) célula hiadina; c)
célula desintegrada; d) célula escura; €) bactérias, f) fungos, gh,i)
formas de transicdo (g = esferulécito tipo |l/adipohemdcito; h =
esferulocito tipo I/adipohemdcito; i = esferuldcito tipo 1/esferuldcito
tipo I1).
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Formas de transicdo (Figura 4 g, h, i) foram observadas somente no estadio  de
adultos, nas trés temperaturas andisadas, fato este observado também por CARNEIRO &
DAEMON (1997) em adultos deste ixodideo mantidos a27°C, contudo, segundo GUPTA (1979)
n@o ha consenso entre 0s autores sobre aextensdo ou direcdo das  transformacdes que ocorrem
de um tipo cdular aoutro, havendo relatos de que os hemdcitos podem se transformar de classe a
classe de acordo com a exigéncia fisologica do artropode.

Os gréficos apresentados nas Figuras 5 a 14 apresentam a andlise dos principais tipos
celulares encontrados na hemadlinfa de R sanguineus, com o intuito de fornecer umaviséo maisclara

dos resultados obtidos.

4.2. Estddio delarva

Como pode ser observado na Tabela 1, no est&dio de larva ocorreu a presenga de AD
apenas na temperatura de 18°C, sendo este tipo celular encontrado gpenas logo apds a eclosio, o
que pode ser justificado, pela recente exposi¢éo dos ovos atemperatura de 18°C, e poderia estar
associado ao fato de que, segundo GUPTA (1979), ocorre gparecimento dos AD na hemadlinfa, por
curtos periodos, de acordo com o estado fisioldgico do inseto. Este fato também poderiaindicar a
formacdo de reservas cadricas a serem usadas numa Situacdo de retorno da temperatura a

patamares adequados ao desenvolvimento do ixodideo.



TABELA 1. Numero total e percentual de ocorréncia dos tipos celulares presentes na hemolinfa de larvas de
Rhi picephal us sanguineus em diferentes estadios nutricionais, mantidos em diferentes temperaturas.

Tipo Estadios/Temperatura (°C)
celular L-1DAEc L-20DAEc LI-1DAQ
18 27 32 18 27 32 18 27 32

PRI - - - - - - - - -
PRII 2,9 24 3,7 2,5 2,5 2,0 3,0 3,2 2,0
PL 11,7 - - 13,0 - 2,9 10,2 - -
GR 42,0 96,2 92,1 39,5 94,3 93,8 44,3 95,3 94,4
ESI - - 0,5 - - 0,9 - - 0,4
ESII 434 14 3,7 45,0 3,2 0,4 42,5 11 31
AD i - - - - - - - -
OE - - - . - - - 0,4 0,1
CND ++ +++ + + +++ ++ + +++ -
N° total de 698 800 800 711 800 800 785 800 800
células

- = Auséncig; + = freqliéncia rara; ++ = pouco fregliente; +++ = muito freqliente; L-1DAEc = larva um dia ap0s a eclosdo; L-20DAEc = larva 20 dias ap0s a
eclosfo; LI1-1DAQ = larvaingurgitada um dia apds a queda do hospedeiro; PR = prohemécito; PL = plasmatdcito; GR = granulécito; ES = esferul écito; AD
= adipohemacito; OE = oenocitéide; CND = células ndo definidas.
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O efeito da temperatura também foi marcante pela queda acentuada no percentua
de GR na temperatura de 18°C (Figura5). Edtacaracteristica foi observada por CHU et
al. (1993) em odras mantidas em diferentes  temperaturas, onde os GR foram mais
numerosos na hemolinfa daguelas mantidas em dtas temperaturas. CARNEIRO & DAEMON

(1996, 1997) reaaram a provavel funcdo fagocitica destas células neste ixodideo,
entretanto, segundo JOANISSE & STOREY (1994), em baixas temperaturas, ocorre
reducdo da taxa metabdlica, e ha relatos desta categoria cedular estar envolvida no
metabolismo intermediario de insetos (ARNOLD, 1974); diante destes fatos, poder-se-ia
supor que ocorre atuacdo destas cdlulas no metabolismo deste carrgpato, principamente nas

temperaturas mais dtas (27e32° C), porém esta observacdo ndo se repetiu para 0s
estédios subsequientes.

Quanto aos PL, a questdo que freglientemente € levantada, € se estas sdo cdulas
primérias que déo origem a outras formas por transformacao secundaria, o que € indicado por uma
correspondente diminuicgo de PL e aumento de outros tipos na contagem diferencid de hemdcitos,
como citado por GUPTA (1979), que especificou como exemplo, o género  Prodenia americana,
ondeosPL caem em nimero quando aumenta o nimero de GR (YEAGER, 1945). Porém estes
fatos sBo confusos para serem corroborados, pois, a hipétese € amplamente variavel entre os
estadios andisados. Entretanto, anadlisado independentemente, 0 est&dio de larva se encaixa nas
pressuposigoes acima, pois atemperatura de 32°C somente larvas com 20 dias gpés a ecloséo
gpresentaram uma pequena concentracdo  deste tipo cdlular, sendo ausente nas outras fases

andisadas e em
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FIGURA 5 Percentual de granulécitos encontrados em larvas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAEC = um dia apods a eclosdo; 20 DAEC = 20 dias ap0ds a eclosdo; 1DAQ = um
dia apods a gueda do hospedeiro.
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todas as fases na temperatura de 27° C, tendo ambas adto nimero de GR, porém para
temperatura de 18°C, estevaor foi condderavelmente baixo e foi smilar a presencade ES I,
tendo esta temperatura presenca constante de PL em todas as fases andisadas.

Os PR | foram ausentes para este estadio e 0s PR 1| mantiveram-se congtantemente em
baixo percentual em todas as fases e temperaturas andisadas. De acordo com ARNOLD (1974),
0s PR parecem ser a célula de origem da qud as principais categorias se diferenciam e ocorrem
COMO uma pequena propor¢do da populacdo de hemocitos na maioria dos estédios de todos 0s
insetos, 0 que vem a concordar com o resultado obtido neste trabalho.

Os ES |, ocorreram apenas na temperatura de 32°C e com baixa frequiéncia. Outra
divergénciamarcante ocorreu  quanto ao percentua de ES 11 (Figura 6) observado natemperatura
de 18°C. Segundo GUPTA (1979), afuncéo destas cdlulas é dtamente controversa, mas harelaos
de que atuem no processo de respiracdo dos insetos (HOLLANDE, 1909) e de que possuem ato
potencia como vesicula armazenadora de nutrientes (ARNOLD, 1974), o que pode judtificar o
aumento destas cdlulas em temperaturas baixas pelo armazenamento de nutrientes que seréo
utilizados quando forem, eventuadmente, estabelecidas condigbes adequadas de temperatura, tal

como foi aventado para os adipohemacitos.
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FIGURA 6. Percentual deesferuldcitos (ES 1) encontrados em larvas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAEc = um dia apds a eclosdo; 20 DAEc = 20 dias apods a eclosdo; 1IDAQ = um
dia apds a queda do hospedeiro.



Foi congtatado também a presenca de OE em larvas ingurgitadas logo apés a queda do
hospedeiro apenas nas temperaturas de 27 e 32°C. Higoquimicamente, os OE, contém tirosinase,
proteinas e granulos PA S-positivos que indicam a presenca de glicoproteinas (GUPTA, 1979), o
que pode estar associado a fungdo metabdlica da hemolinfa apds a ingestéo de sangue dos
vertebrados, sendo o ndo aparecimento &18°C devido a ateragbes provocadas por exposicéo
recente a esta temperatura, embora BALASHOV (1972) afirme que ndo ha evidéncias darelacéo
entre os OE de ixodideos com os de insetos.
Quanto aos  efeitos da temperatura sobreo  ciclo doixodideo, NASSARet al.
(1971), HEATH (1979), KOCH & TUCK (1986) e BELLATO & DAEMON (
1997 a, b)) dentre outros, embora utilizando cepas e temperaturas varidveis, citam ainfluéncia da
temperatura sobre vérios parametros analisados para este estédio. E relatado que a temperatura
congtitui-se em um dos maiores fatores de mortalidade para os carrapatos (GLORIA et al., 1993
a) e que atemperatura de 27 e 32°C possibilitam o desenvolvimento de todas as fases do ciclo
bioldgico de R sanguineus. O fato da exposi¢éo prolongada deste ixodideo atemperatura de 18°C
néo ter permitido que se completasse o ciclo, ou sua auacdo negativa sobre os ovos deste, pode ter
sSdo a causa das variagBes celulares encontradas nesta temperatura, visto que sua biologia é
totalmente comprometida a18°C, aterando assm seu metabolismo e as fungdes necessirias ao seu

desenvolvimento.
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4.3. Estadio de ninfa

No est&dio de ninfa, como especificado na Tabela 2, os PR | também n&o foram
observados; os PR Il foram mais abundantes do que para o estadio de larva e também constantes
em todas as fases e temperaturas andisadas, exceto para ninfas ingurgitadas um dia gpds a queda do
hospedeiro, mantidas atemperatura de 18°C, fato este similar ao descrito por GUPTA (1979), que
relatou que este tipo celular pode ser numeroso, raro ou ausente na hemolinfa, dependendo do estado
de desenvolvimento e fisioldgico do inseto no periodo da observacdo. O prolongamento do periodo
de muda, como relatado por BELLATO & DAEMON (1997a), pode refletir-se no ato percentua
de PR encontrado logo apds a ecdise das ninfas.

Na temperatura de 18°C ocorreu presenca mais acentuada de AD do que no estédio
de larva, porém em baixos percentuais. GUPTA & SUTHERLAND (1966), sugerem que em certas
condigdes tais como, frio, inani¢éo e digpausa reduzem ataxa metabdlica o que judtificariaa presenca
detal cdula apenas nestatemperatura.

Neste estadio ocorreu também o aparecimento de PL nas temperaturas de 27 e 32°C.
Estes gpresentaram uma oscilacéo varidvel com pico em ninfas 20 dias apds a ecdise (27°C) e
ocorréncia acentuada nas duas Ultimas fases andisadas em relagdo aprimeira na temperatura de
32°C. DOLP (1970) e BRINTON & BURGDORFER (1971) citam que o PL foi o tipo cdular mais
numeroso em ninfas de ixodideos, sendo este um resultado similar agquele reportado para insetos

por YEAGER (1945), mas que



TABELA 2. Numero total e percentual de ocorréncia dos tipos celulares presentes na hemolinfa de ninfas de
Rhi picephal us sanguineus em diferentes estadios nutricionais, mantidos em diferentes temperaturas.

Tipo Estadios/Temperatura (°C)
celular N-1DAE N-20DAE NI-1DAQ

18 27 32 18 27 32 18 27 32
PRI - - - - - - - - -
PRII 91 4,0 4.4 3,5 2,5 2,6 - 3,8 4,2
PL 34 2,2 0,7 34 10,4 4.4 5,0 6,9 34
GR 79,8 87,0 90,5 84,9 76,7 89,7 87,0 85,2 88,7
ESI - - - - - - - 2,7 0,5
ESII 6,7 6,0 4,2 6,6 10,1 33 6,1 1,3 3,2
AD 0,6 - - 04 - - 1,1 - -
OE 0,4 0,8 0,2 1,2 0,3 - 0,8 0,1 -
CND - ++ + + +++ + + +++ +
N° total de 754 800 800 682 800 800 721 800 800
células

- = Auséncia; + = frequiéncia rara; ++ = pouco frequente; +++ = muito freguente; N-1DAE = ninfa um dia ap6s a eclosdo; N-20DAE = ninfa 20 dias ap6s a
eclosdo; NI-1DAQ = ninfaingurgitada um dia ap6s a queda do hospedeiro; PR = prohemécito; PL = plasmatécito; GR = granul écito; ES = esferul 6cito; AD
= adipohemacito; OE = oenocitéide; CND = células ndo definidas.



contradiz com as observagOes deste trabaho, no qua ficademonstrado que o GR foi o tipo cdular
mais frequente. Esta discrepancia pode indicar a existéncia de variagles inter-genéricas €/ou inter-
especificas na composi ¢ao dos tipos celulares da hemolinfa dos ixodideos.

Também ocorreu a presenca constante, porém em baixa quantidade, de OE para as
temperaturas de 18 e 27°C, porém estas cdlulas s estiveram presentes em ninfas um dia gpés a
ecdise na temperatura de 32°C. De acordo com BRINTON & BURGDORFER (1971), a estrutura
morfol 6gica dos OE, sugere uma funcéo priméaria de sintese de materid protéco. Afirmaandaque
Se 0s carrapatos sao capazes de uma respostaimune, os OE podem ser o tipo celular responsavel
pelaformaco de anticorpo; a abundancia de grandes mitocdndrias nestas cd ulas também indica seu
potencia para atividade metabdlica, o que, de certa forma, ndo € corroborado pelo presente
trabalho, visto sua auséncia natemperatura de 32°C, onde a atividade metabdlica é acelerada.

OsES || foram encontrados apenas na fase de ninfa ingurgitada um dia apds a queda
nas temperaturas de 27 e 32°C, embora tenha estado presente em todas as fases andlisadas para

larvas mantidas a 32°C. Portanto, fica claro que este tipo celular esté presente somente quando a
atividade metabdlica do carrapato encontra-se elevada. Esta hipotese, entretanto, entra em choque
com o proposto por ARNOLD (1974), que atribui 0 papd de armazenagem de nutrientes a este tipo
ceular. Assim, s necessarios estudos complementares, abordando aspectos histoquimicos e
ultraestruturais, para que a red funco desta célula possa ser eclarecida. Este mesmo raciocinio
aplicarse a0 verificado para EStipo |1, pois embora hgja uma tendéncia a ser encontrado em maior
nimero na temperatura de 18°C, sua presenca € constante em todas as temperaturas e fases

andisadass.



Neste estadio ndo foram observadas variaghes acentuadas nos GR nas temperaturas
andisadas (Figura 7), fato este, discrepante quanto aafirmacéo de CHU et al. (1993), de que estas
cdulas sBo mai's abundantes em dtas temperaturas. Ha também diferencas como o encontrado para
larvas no presente trabaho, 0 que poderiaindicar que cada estédio de desenvolvimento apresenta
um tipo de necessidade metabdlica que se expressa nos tipos ceulares presentes na hemolinfa; esta

presenca seria entdo, em aguns casos, independente da temperatura.

4.4, Adultos

4.4.1. Fémeas

Todos os tipos ceulares foram encontrados neste ingtar, como demonstrado na Tabela
3. Os PR | gparecem na hemolinfade fémeas de R sanguineus, em baixas concentragies, nas trés
temperaturas, sendo ausentes apenas em quendginas mantidas a32°C. Jaos PR |1, foram ausentes
em quendginas mantidas a 18°C e em fémeas gpds 0 ingurgitamento e inicio da postura na
temperaturade 27°C, porém nastréstemperaturas atingiu concentracdo mais elevadaque os PR

I, sendo também observado que sua maior
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FIGURA 7. Percentual de granuldcitos encontrados em ninfas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases andlisadas. 1DAE = um dia apés a ecdise; 20 DAE = 20 dias apos a ecdise; 1DAQ = um dia
apos a queda do hospedeiro.



TABELA 3. Numero total e percentua de ocorréncia dos tipos celulares presentes na hemolinfa de fémeas de
Rhi pi cephal us sanguineus em diferentes estédios nutricionais, mantidos em diferentes temperaturas.

Tipo Estadios/Temperatura (°C)
celular F-1DAE F-20DAE FI-1DAQ FI-7DAP F-TP
18 27 R 18 21 3R 18 27 32 18 217 R 18 27 32

PRI 15 16 06 04 30 26 + 29 10 1,0 03 11 12 02 =
PRI 68 95 36 53 21 38 10 - 17 02 - 10 - 01 04
PL 150 184 102 2715 337 460 406 309 3#5 508 247 150 387 238 654
GR 594 131 357 390 70 17 37 121 139 25 24 78 6,3 - 32
ESI 12 153 103 15 38 25 - 75 24 - 36 25 07 71 29
ESII 151 326 381 259 329 431 509 352 461 445 496 70,7 524 606 279
AD 10 95 15 04 175 03 35 114 04 10 194 19 07 82 0,2
OE - - - - - - 03 - - - + + - + -
CND + + + ++ + + + + + + + +++ + + +++
N? total de 600 800 800 545 800 800 623 800 800 678 800 800 762 800 800
células

- = Auséncia; + = fregliéncia rara; ++ = pouco freglente; +++ = muito freqliente; F-1DAE = fémea um dia ap0s a eclosio; F-20DAE = fémea 20 dias ap6s a
eclosdo; FI-1DAQ = fémea ingurgitada um dia apds a queda do hospedeiro; FI-7DAP = fémea ingurgitada sete dias ap0s iniciar postura; F-TP = fémea
ingurgitada ao término da postura; PR = prohemdcito; PL = plasmatécito; GR = granul écito; ES = esferulécito; AD = adipohemdcito; OE = oenocitéide; CND =
células ndo definidas.
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frequiéncia se deu logo apds aredizacdo da ecdise e foi decrescendo com o desenvolvimento deste
instar. Este fato contrasta com a observacéo de DOLP (1970) para adultos dos géneros Argas e
Hyalomma para os quais ela afirma que a proporcdo de PR foi substancidmente mais eevada do
que a reportada para insetos. Porém é correlato ao fato de que maiores concentragdes estéo
associadas com adultos ndo ingurgitados, ocorrendo um decréscimo com 0 ingurgitamento meas,
entretanto, este decréscimo ndo foi correlacionado a um aumento dos outros tipos celulares
encontrados.

Ostipos cdularesmais frequentes foram PL, GR e ES II, variando defase a
fase de acordo com a temperatura empregada. Como pode ser observado naFigura8, os
PL aumentaram com o desenvolvimento do ixodideo, gpresentando umaligeira quedaem quendgines
na temperatura de 18° C; jaa27 e 32°C, este tipo celular aumentou com a idade do ixodideo,
decrescendo em percentuad com o ingurgitamento, sendo que a 32°C, diferenciou-se pea ocorréncia
de um aumento brusco e acentuado em quendginas.

Na Figura 9 € demongtrada a variacdo dos GR. Edtes, diminuiram consideravelmente
com o ingurgitamento e se mantiveram em baixos percentuais natemperatura de 18° C; a 27°
C, entretanto, foi observado diminuicdo deste tipo cdlular com o tempo de vida do
caragpato, ocorrendo aumento em nUMero com o ingurgitamento seguido de novo decréscimo
com 0 desenvolvimento, até desgparecerem; e a32° C, os GR acompanharam 0 mesmo
desenvolvimento citado paraatemperaturade 27°C, porém, se mantiveram presentes em quenogines
em baixo percentudl.

Quanto aos ES 11 (Figura 10), a18°C, estas células aumentaram em ndmero com o
ingurgitamento e se mantiveram em dto percentud gpés este; a27 e 32°C aumentaram com 0

desenvolvimento do ixodideo, sendo que a32°C ocorreu uma queda acentuada em quendgines.
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FIGURA 8. Percentual de plasmatdcitos encontrados em fémeas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAE = um dia ap0s a ecdise; 20 DAE = 20 dias apés a ecdise; 1DAQ = um dia
apos aqueda do hospedeiro; 7DAP = sete dias apdsiniciar postura; TP = término da postura.
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FIGURA 9 Percentua de granuldcitos encontrados em fémeas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases andlisadas. 1DAE = um dia apés a ecdise; 20 DAE = 20 dias apos a ecdise; 1DAQ = um dia
apos a queda do hospedeiro; 7DAP = sete dias apdsiniciar postura; TP = término da postura.
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FIGURA 10. Percentual de esferuldcitos (ES I1) encontrados em fémeas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C)
em diferentes fases analisadas. 1DAE = um dia apés a ecdise; 20 DAE = 20 dias apos a ecdise; 1DAQ = um
dia apds aqueda do hospedeiro; 7TDAP = sete dias apds iniciar postura; TP = término da postura.



41

Ha indicios na literatura, de que os PL, GR e ES sgam células que atuem na
defesa, metabolismo e reserva de nutrientes respectivamente (BOMAN & HULTMARK, 1987;
ARNOLD, 1974; GUPTA, 1979); sendo assim, a menor concentracao de GR nas temperaturas de
27 e 32°C, pode estar associada aparticipacdo destas cdulas no metabolismo do ixodideo, em
contrapartida sua diminuicéo e aumento de ES natemperatura de 18°C gpGs 0 ingurgitamento, pode
novamente expressar a queda do metabolismo nesta temperatura associada areserva de nutrientes,
como hipotetisado por ARNOLD (1974).

Os ES | foram pouco observados ou ausentes na temperatura de 18°C, havendo
acentuado aumento nas temperaturas de 27 e 32°C principa mente logo apds aecdise. A variagéo
morfol bgica e de coloragéo destas cdulas, de acordo com BRINTON & BURGDORFER (1971),
parece ocorrer devido a mudangas na composi¢do quimica das esférulas como evidenciado por
ateracOes em suas propriedades corantes no presente trabaho. A coloracéo cinza claro (Figura 1h)
pode indicar a presenca de glico ou mucoproteinas e a coloracéo densa e escura (Figura 1i) pode
sugerir uma conversao dessas para lipoproteinas, substancias essas Utilizadas no metabolismo ativo
presente nas temperaturas de 27 e 32°C.

Os AD, embora presentes em todas as fases observadas, nas trés temperaturas
andisadas, tiveram suamaior concentrac2o natemperatura de 27°C (Figura 11), sendo consderado
nesta temperatura como um dos tipos celulares mais abundantes para este estadio. Este fato

pode estar rdacionado a maor utilizacdo destas cdulas
quando o metabolismo € acelerado (32°C) ou quando é retardado (18°C). Porém, nada ha na

literatura consultada que possa justificar observacao.
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FIGURA 11. Percentual de adipohemdcitos encontrados em fémeas mantidas em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAE = um dia apos a ecdise; 20 DAE = 20 dias ap0s a ecdise; 1DAQ = um dia
apos a queda do hospedeiro; 7DAP = sete dias apdsiniciar postura; TP = término da postura.



Quanto aos OE, ees se mantiveram sempre escassos ou ausentes na hemolinfa, o que
segundo BALASHOV (1972) pode ser devido aaderéncia destas células no corpo gorduroso,
contudo, estas cdulas foram mais observadas em fémeas |ogo apds o ingurgitamento, natemperatura
de 18°C. Se ocorre redlmente uma participacdo ativa deste tipo celular no metabolismo dos
carrgpatos, como sugerido por BRINTON & BURGDORFER (1971), esse efeito néo foi andogo
aos resultados do presente trabal ho.

Segundo BELLATO & DAEMON (1997a) a acéo datemperatura sobre os instares,
possui maior reflexo no estadio adulto, o que vem a ser corroborado pel as presentes observactes
onde afisologia e o metabolismo foram dterados conforme atemperatura. Também esté de acordo
com CARNEIRO & DAEMON (1996), onde citam que 0 aspecto quditativo dos hemdcitos
descritos em cada est&dio andisado evidenciou maior variabilidade dos tipos cdulares com o avango

do desenvolvimento do ixodideo.

4.4.2. Machos

De acordo com os dados expostos na Tabela 4 pode-se verificar que aausénciade PR
| foi observada apenas na temperatura de 32°C para machos um dia apos a ecdise. O percentua
deste tipo celular também foi baixo como ocorrido nas fémeas e 0s PR |1 mantiveram também maior
ocorréncialogo apds a ecdise, sugerindo algum tipo de associacéo deste tipo celular a0 processo de

ecdise.



TABELA 4. Numero total e percentual de ocorréncia dos tipos celulares presentes na hemolinfa de machos de
Rhi picephal us sanguineus em diferentes estadios nutricionais, mantidos em diferentes temperaturas.

Tipo Estadios/Temperatura (°C)
celular M-1DAE M-20DAE M-1DAR M-20DAR

18 27 32 18 27 32 18 27 32 18 27 32
PRI 03 32 - 33 18 06 25 27 04 22 03 20
PRII 26 19 46 13 01 11 22 + 09 09 05 03
PL 33 211 264 41,6 11 46,7 68,2 337 524 545 245 6338
GR 799 293 241 261 353 109 128 64 134 265 18 73
ESI 17 82 52 01 12,3 93 - 164 09 - 6,7 17
ESII 115 26,2 A1 273 321 30,9 134 252 320 14,6 60,9 249
AD 05 10,1 04 03 7.3 04 0,7 15,6 - 12 53 -
OE 02 - 52 - - 01 0,22 - - 01 - -
CND + + ++ +++ + + + + + + + ++
N° total de 800 800 800 697 800 800 714 800 800 739 800 800
células

- = Auséncia; + = fregliénciarara; ++ = pouco frequiente; +++ = muito freqlente; M-1DAE = macho um dia apds a eclosdo; M-20DAE = macho 20 dias apos a
eclosdo; M-1DAR = macho um dia apos a retirada do hospedeiro; M-20DAR = macho 20 dias ap6s a retirada do hospedeiro; PR = prohemécito; PL =
plasmatdcito; GR = granul écito; ES = esferul6cito; AD = adipohemdcito; OE = oenocitéide; CND = células néo definidas.



Paa os PL, foran congatadas duas tendéncias distintas ( Figura 12 ): nas
temperaturas extremas seu nUmero devou-se conforme afase andisada, enquanto a 27°C houve
dois picos de ocorréncia, em machosum dia apos a ecdise e um dia gpdésa sua retirada do

hospedeiro. Segundo BOMAN & HULTMARK (1987 ), os PL estdo envolvidos em
processos imunoldgicos de defesa, 0 que eventudmente poderiaexplicar seu nUmero devado
em Stuagles extremas de temperatura. Do mesmo modo os dois picos observados a27°C poderiam
refletir processos de defesa frente a eventuais “residuos’ do processo de ecdise e de e ementos
agressores provenientes do contato do hospedeiro.

Ao contrério do especificado para os PL, percebe-se uma tendéncia aqueda do
nimero de GR (Figura 13) conforme avanca o desenvolvimento neste  estadio, aexcegdo de uma
pegquena elevacdo na temperatura de 27°C em machos 20 dias apds a ecdise. Segundo GUPTA
(1979), este tipo cdular teria participacdo nos processos metabdlicos dos  artrépodes, sem,
entretanto, definir claramente a extensdo de suas exatas fungdes. Os resultados do presente
trabaho ndo permitem corroborar ou negar esta hipétese, ficando claro mais uma vez a necessidade
de estudos mais gprofundados sobre as fungdes dos hemdcitos de carrapatos.

Os ES sempre estiveram em menor nUmero ou mesmo ausentes na temperatura de
18°C, independente da fase andisada (Figura 14), e como ja citado anteriormente estas cdulas tem
por funcdo o armazenamento de nutrientes (ARNOLD, 1974), fato este que o resultado do presente
trabaho parece refutar para este estédio, visto que seu nimero foi maior nas temperaturas com maior

atividade metabdlica
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FIGURA 12. Percentua de plasmatécitos encontrados em machos mantidos em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAE = um dia apos a ecdise; 20 DAE = 20 dias apos a ecdise; 1DAR = um dia
apos a retirada do hospedeiro; 20DAR = vinte dias apos aretirada do hospedeiro.
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FIGURA 13. Percentual de granuldcitos encontrados em machos mantidos em trés temperaturas (18, 27 e 32°C) em
diferentes fases analisadas. 1DAE = um dia apos a ecdise; 20 DAE = 20 dias apos a ecdise; 1DAR = um dia
apos a retirada do hospedeiro; 20DAR = vinte dias apos aretirada do hospedeiro.
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FIGURA 14. Percentual deesferuldcitos (ES I1) encontrados em machos mantidos em trés temperaturas (18, 27 e 32°C)
em diferentes fases analisadas. 1DAE = um diaapos a ecdise; 20 DAE = 20 dias ap0s a ecdise; 1DAR = um
dia apos aretirada do hospedeiro; 20DAR = vinte dias ap0s aretirada do hospedeiro.



Os AD tiveram também maior concentracdo na temperatura de 27°C, td como
verificado em fémeas. E interessante notar que no estédio adulto a presenca de AD foi inversaao
observado paralarvas e ninfas, nas quais constatou-se sua presenca somente na temperatura 18°C.
Assm, mais umavez, fica patente que a compos ¢ao relaiva dos tipos hemocitaios varia de estadio
para estédio, por vezes sem influéncia perceptivel datemperatura

Os OE foram ausentes paramachos de R. sanguineus mantidos atemperatura de 27°C,
sendo observado em baixa freqiiéncia nos machos antes do contato com o hospedeiro na tempe-
ratura de 32°C e ausentes apenas em machos 20 dias apds a ecdise natemperatura de 18°C.

A efetiva atuacao dos tipos celulares descritos no metabolismo deste instar segue o
mesmo raciocinio do descrito para fémeas deste ixodideo. DOLP (1970) ndo observou diferencas
entre as categorias de hemdcitos com relagéo ao sexo, mas em CARNEIRO & DAEMON (1997)
e no presente trabalho a variacéo exigente entre as fases andisadas e os tipos celulares encontrados,
evidencia que existe umavariabilidade, provavel mente em funcéo das diferencas entre as exigéncias

metabdlicas de machos e fémess.

4.5. Consideracesfinais

A Tabela 5 engloba as ateragbes no percentud de ocorréncia dos tipos celulares por

estadio andisado para prover umavisdo mais clara das diferencas abordadas para cada estado de

desenvolvimento.



TABELA 5. Percentual de ocorréncia dos tipos celulares presentes na hemolinfa de larvas, ninfas e adultos de
Rhipi cephal us sanguineus em diferentes estédios nutricionais, mantidos em diferentes temperaturas.

Tipo Estédios/Temperatura (°C)
celular Larvas Ninfas Fémeas Machos
18 27 3R 18 27 3R 18 27 32 18 27 K
PRI - - - - - - 08 1,6 11 21 20 0,7
PRII 28 2,7 2,6 42 34 3,7 2,7 23 21 17 0,6 1,6
PL 11,6 - 10 39 6,5 28 345 26,3 34,2 419 231 473
CR 419 95,3 934 83,6 83,0 895 22 7,0 125 36,4 18,2 13,9
ESI - - 0,6 - 09 0,2 0,7 75 41 04 10,9 43
ESII 437 19 23 6,4 58 3,7 37,7 421 451 16,7 375 305
AD + - - 0,7 - - 13 13,2 09 0,7 17,7 04
OE - 01 01 12 04 01 01 + + 01 - 13

- = Auséncia; + = freqiiénciarara; PR = prohemdcito; PL = plasmatécito; GR = granul écito; ES = esferul6cito; AD = adipohemdcito; OE = oenocitéide.
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As diferencas na ocorréncia dos tipos celulares nas trés temperaturas empregadas
evidéncia que ocorrem diferencas no metabolismo de cada estédio do ixodideo, sendo que nos
adultos, devido a funcéo reprodutiva, ocorre maior exigéncia metabdlica e maior consumo de
nutrientes. No presente trabaho, os tipos celulares mais freqientes variaram de acordo com o
estédio andisado, como descrito a seguir:

- Larvas (18°C) - GReES

- Larvas (27 e 32°C) e Ninfas (18, 27 € 32°C) - GR

- Fémeas (18 €32°C) - PL, GR e ES

- Fémeas (27°C) - PL, ESe AD

- Machos (18°C) - PL, GR e ES

- Machos (27 e 32°C) - ES, PL e GR

Conforme ressaltado anteriormente, investigagdes mais gprofundadas recorrendo a
técnicas de histoquimica, imunoditoquimica e de ultraestrutura, certamente  contribuirdo para ducidar
as complexas interagdes entre os hemacitos e a atividade metabdlica dos carrgpatos. Esta maior
compreensdo podera eventudmente levar ao desenvolvimento de técnicas de blogqueio sdetivo de
tipos celulares vitals para 0 prosseguimento do ciclo bioldgico de um determinado ixodideo,
provendo assm, novos métodos de controle desta importante praga de animais domésticos e

Slvedres.



5. CONCLUSOES

1. Foram caracterizados 0s seguintes tipos celulares: prohemacitos,
plasmatocitos, granulocitos, esferulocitos, adipohemadcitos e oenocitdides, sendo os

PL, GR e ES os mais abundantes na hemolinfa de Rhipicephal us sanguineus.

2. Os PR podem estar associados com 0 processo de ecdise deste

ixodideo.

3. A variabilidade encontrada entre os tipos celulares presentes na
hemolinfa de machos e fémeas, provavelmente ocorre em funcéo das diferencas entre

as exigéncias metabdlicas destes instares.

4. O estado fisiolégico do ixodideo influencia a presenca ou auséncia dos

tipos celulares na hemolinfa de acordo com suas necessidades metabdlicas.



5. Ocorre maior variabilidade dos tipos celulares conforme avanca o

desenvolvimento do ixodideo.

6. As variacbes encontradas dentro e entre cada estadio anaisado
expressam uma interacdo entre as diferentes temperaturas e as necessidades

metabdlicas inerentes aquel es estadios.

7. As variagOes encontradas ente o nimero e tipo celular presente em cada
fase e est&dio analisados ndo permitem concluir que estas estejam associadas

unicamente atemperatura empregada.
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