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INTRODUCAO

Sdo descritas aproximadamente 900 espécies de carrapatos subdivididas em trés
familias: Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae (NAVA et al., 2009). Cerca de 80% dos
carrapatos descritos pertencem a familia Ixodidae e dentre estes encontram-se carrapatos do
género Amblyomma, representado por 135 espécies distribuidas mundialmente
(GUGLIELMONE et al., 2014). A espécie Amblyomma cajennense, apos reavaliagdo de sua
morfologia, biologia e variabilidade genética, foi reclassificado como um complexo de seis
especies que se distribuem geograficamente do sul dos Estados Unidos até Ameérica do Sul
(NAVA et al., 2014). Entre as espécies do complexo A. cajennense, encontra-se 0
Amblyomma sculptum que podem ser encontrados nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Sul e
Nordeste do Brasil (NAVA et al., 2014). Essa espécie tem como principais hospedeiros o
cavalo, a anta e a capivara, mas também pode parasitar 0 homem, sendo o principal vetor da
bactéria Rickettsia rickettsii, agente causador da Febre Maculosa Brasileira (LABRUNA,
2009). Podem ainda transmitir bactérias espiroquetas do género Borrelia, responsavel por
provocar a borreliose em humanos, similar a Doenca de Lyme na América do Norte
(BARROS-BATTESTI et al., 2006).

Processo de alimentagdo em A. sculptum

Os carrapatos pertencentes a espécie A. sculptum sdo trioxeno, ou seja, necessitam de
trés hospedeiros para completar seu ciclo de vida (LEITE et al., 1998), um para cada fase de
vida (larva, ninfa e adulto) (BARROS-BATTESTI et al., 2006). Podem permanecer na pele
do hospedeiro por dias, ou mesmo semanas, onde secretam saliva que impede a coagulagéo
sanguinea e as reacGes de defesa do organismo no local da fixacdo. Os carrapatos se
alimentam por succao, alternada com a eliminacdo de saliva, sendo que o maior volume de
saliva € secretado no final do processo de ingurgitamento (BALASHOV, 1972). A saliva
possui substancias vasoativas que induzem a vasodilatacdo local, facilitando a ingestdo de
sangue, que é seu principal alimento (hematofagia). Entretanto, os carrapatos também se
alimentam de restos tissulares e linfa presentes na pele do hospedeiro. Isto se da pela alta
especializacdo destes artropodes ao parasitismo, pois possuem pecas bucais adaptadas que
perfuram e penetram na pele, a fim de obter o alimento (SONENSHINE; ROE, 2013). O
aparelho bucal do carrapato penetra profundamente na pele do hospedeiro, permanecendo
fixado através do hipostdmio e pela solidificacdo da secrecdo da saliva. Ao provocar a

laceracdo dos tecidos e vasos sanguineos, O carrapato ingere sangue e outros liquidos



tissulares do hospedeiro e regurgita grandes volumes de saliva, principal via de inoculagdo de
patégenos. No processo de alimentagdo, os carrapatos causam: agdo traumatica pela
dilaceracédo de células e tecidos; acdo mecanica pela compressao de células; espoliacdo direta
pelo hematofagismo; acdo toxica pela inoculacdo de substancias de alta massa molecular pela
saliva; além da depreciacdo do couro e predisposi¢do a miiases e abscessos (SONENSHINE;
ROE, 2013; MASSARD, 2004).

Oviposicao e 6rgao de Gené

O processo de oviposicdo em Dermacentor reticulatus (SIEBERZ; GOTHE, 2000) e
Argas walkerae (EDELMANN; GOTHE, 2000) foi descrito detalhadamente e envolve os
eventos descritos a seguir. O gnatossoma se movimenta para a regido ventral do carrapato
ficando, dessa forma, bem em frente a abertura vaginal. Posteriormente, o 6rgdo de Gené
(OG) everte, passando por cima do gnatossoma e se aproxima do ovo. A aproximagéo do ovo
em direcdo ao OG é facilitada pela vagina que, nesse momento, se encontra prolapsada. Em
seguida, a vagina retrai e 0 ovo, por sua vez, toca 0 OG que o envolve com a cera.
Finalmente, com a ajuda dos pedipalpos, 0 ovo € levado para o dorso da fémea.

O primeiro relato sobre oviposicdo em carrapatos, GENE (1848) observou que,
quando esse 6rgao era perfurado com uma agulha, os ovos murchavam rapidamente. Os ovos
que sdo impedidos de entrar em contato com o OG sdo inviaveis (KAKUDA et al., 1992).
Apds o repasto sanguineo e queda do hospedeiro, 0 OG é submetido a um rapido crescimento,
passando de sua forma inativa para o estagio secretdrio durante a fase de pré-oviposicao,
quando a cera é produzida (SANTOS et al., 2018). O desenvolvimento é completado muito
préximo a postura dos ovos, estando em sincronia com o desenvolvimento ovariano (LEES;
BEAMENT, 1948). O OG quando pleno é constituido de um corpo, um par de cornos, um par
de glandulas craniais, um par de glandula caudal e feixes de musculos retratores (SANTOS et
al., 2018; SCHOL et al., 2001).

A secrecio do Orgao de Gené

Os artropOdes estdo entre 0s primeiros animais terrestres e seu exoesqueleto 0s
preparou para a vida fora da dgua (ZEH et al., 1989). No entanto, precisaram desenvolver
estratégias para colocar seus ovos em terra seca, sem 0s mesmo sofrem perda de agua para o

ambiente. Cada grupo de artropddes desenvolveu uma forma diferente de protecdo de seus



ovos. Nos ovos de insetos esta presente uma membrana chamada serosa que envolve
completamente o embrido (MACHIDA; ANDO, 1998; ROTH, 2004, MACHIDA, 2006;
JACOBS et al., 2013), aranhas embrulham seus ovos em seda produzida pelas fiandeiras, ja
0s escorpides retém os ovos dentro do corpo materno (viviparos e ovoviviparos), 0s acaros
ovipoem 0s 0vos com uma cera produzida por uma glandula que estd anexa ao ovario, ou apos
sua morte, seu corpo é usado como uma capsula protetora e, finalmente, os carrapatos
depositam uma elaborada cera sobre os ovos produzida pelo OG (LEES; BEATMENT, 1948;
BEAMENT, 1951; ARTHUR, 1953; ZEH et al., 1989; WINTALINSKI, 1993; KAKUDA et
al.,1992; BOOTH, 1989; 1992; SEIBERZ; GOTHE, 2000; GRIMALDI; ANGEL, 2005).
Estudos mostraram que a cera produzida pelo OG atua diretamente sobre a viabilidade dos
embribes de carrapatos, pois sua propriedade viscosa tem a capacidade de agrupar 0S 0vos
reduzindo a perda de &gua (LEES; BEAMENT, 1948; BOOTH, 1989; 1992) e por suas
propriedades antimicrobianas impedem que os ovos sejam destruidos por microrganismo
(POTTERAT et al., 1997; ARRIETA et al., 2006; LIMA-NETTO et al., 2011, 2012; YU et
al., 2012; ZIMMER et al., 2013a, b). A cera € constituida principalmente de colesterol
esterificado, colesterol e &cidos de cadeia longa (YU et al., 2012; BOOTH,1992). A literatura
atual ndo deixa claro se existem outras estruturas, além do OG, envolvidas na producdo da
cera. Estudos mais detalhados acerca do OG, sua secrecdo e a cera da superficie dos ovos

precisam ser realizados.
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Resumo

O orgdo de Gené (OG) secreta uma cera sobre 0s 0vos que reduz a perda de agua e possui
propriedades antimicrobianas. Neste estudo, foi descrita a morfologia do OG de A. sculptum
no 1° dia de oviposicao (dovip) bem como foram identificados os lipidios neutros encontrados
no orgao e na cera. Os resultados morfoldgicos mostraram que no 1° dovip as células
glandulares do OG sintetizam proteinas. Por outro lado, pontualmente, foram notadas células
inicio da senescéncia dessas células. As analises dos lipidios neutros mostraram que as
glandulas craniais e caudais possuem perfis idénticos indicando, dessa forma, que a
individualizacdo entre elas é simplesmente anatdmica. Ainda, os lipidios encontrados nas
glandulas craniais e caudais foram os mesmos encontrados na cera mostrando que o OG

possui uma funcdo importante na sintese final da fracéo lipidica da cera do ovo.

Palavras-chave: Ixodideo. Amblyomma sculptum. Orgdo de Gené. Primeiro dia de

oviposicdo. Lipidios. Cera do ovo.

Abstract

The Gené’s organ (GO) secretes a waxy substance on eggs that reduces water loss and has
antimicrobial properties. The current study evaluated morphological and histochemical
aspects of GO in Amblyomma sculptum on the 1st day of oviposition (dovip), as well as the
neutral lipids found in the organ and wax. The morphological results showed that the
glandular cells of the GO synthesize proteins. On the other hand, punctually, necrotic
glandular cells and mitochondria were noted, with initial signs of degeneration, confirming
the beginning of senescence of these cells. The analysis of the neutral lipids showed that the

cranial and caudal glands have identical profiles, thus indicating that the individualization
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between them is simply anatomical. Still, the lipids found in the cranial and caudal glands
were the same found in the wax showing that OG has an important function in the final

synthesis of egg wax.

Key Words: Ixodideo. Amblyomma sculptum. Gené’s organ. First day of oviposition. Lipid.

Egg wax

Introducéo

Os carrapatos sdo ectoparasitas de vertebrados, pertencentes ao filo Arthopoda, classe
Aracnida, ordem Acari e subordem Ixodida, constiuindo trés familias: Argasidae (carrapato
mole), Ixodidae (carrapato duro) e Nutallielidae (monotipica). No Brasil, estdo presentes as
duas primeiras as quais sao as mais diversificadas em espécie e possuem uma enorme
variedade de hospedeiros, incluindo o homem (Luz e Faccini 2013). Esses artropodes causam
espoliagdo determinada pelo repasto sanguineo e lesGes cutaneas graves, e, adicionalmente,
sdo vetores de microrganismos como virus, helmintos, protozoarios e bactérias, tais como a
espécie Rickettsia rickettsii, agente etioldgico da febre maculosa brasileira (FMB) (Barros-
Battesti et al., 2006). No Brasil, 0 género Amblyomma é o de maior importancia médica, com
espécies distribuidas nas diversas regides do pais (Dantas-Torres, 2009). Na regido sudeste, a
espécie que mais se destaca é 0 Amblyomma sculptum (carrapato estrela), de ampla ocorréncia
em &reas periurbanas e rurais, atuando como reservatorio e vetor da FMB (Navas et al., 2014).
Os carrapatos dessa espécie ovipdem em média 8 mil ovos com eclodibilidade de até 91%
(Freitas et al., 2002). O que garante a alta viabilidade desses ovos € a cera produzida por uma
estrutura, exclusiva dos carrapatos, chamada orgao de Gené (OG) (Kakuda et al., 1992). O
OG é encontrado somente nas fémeas, estando ausente nos machos e nos estagios imaturos,

do seu ciclo de vida (Arthur, 1953). Esta localizado na regido anterior do idiossoma dorsal,
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entre a base do gnatossoma e o escudo, na cavidade camerostomal dos argasideos e, nos
ixodideos, na emarginacao (Booth et al., 1992; Schoél et al., 2001a; Barros-Battesti et al.,
2006; Sonenshine e Roe, 2013). Durante o processo de oviposicao, 0 OG everte e retrai
inimeras vezes com 0 objetivo de recobrir completamente cada ovo com a cera produzida por
ele (Lees e Beatment, 1948; Arthur, 1953; Kakuda et al.,1992; Seiberz e Gothe, 2000; Schol
et al., 2001a; Schol et al., 2001b). Quando o OG ¢ impedido de entrar em contato com 0s
0vos, 0s mesmos nao eclodem (Gené, 1848; Kakuda et al., 1992). A cera produzida tem a
funcdo de agrupar os ovos, impedindo a perda de 4gua para 0 ambiente (Lees e
Beament,1948; Booth, 1989; 1992). Alguns estudos mostraram que a cera produzida pelo OG
exibe propriedades antimicrobianas (Potterat et al., 1997; Arrieta et al., 2006; Lima-Netto et
al., 2011; 2012; Yu et al., 2012; Zimmer et al., 2013a; 2013b).

Basicamente, 0 OG de fémeas ingurgitadas € constituido de um corpo, um par de
cornos, um par de glandulas craniais, um par de glandulas caudais e feixes de musculos
retratores (Schol et al., 2001a; Santos et al., 2018). A morfologia do OG foi descrita em
diferentes fases do ciclo de vida em Haemaphysalis longicornis (Kakuda et al., 1992; 1995),
Demacentor reticulatus (Schol et al., 2001a), Argas walkerae (Schol et al., 2001b),
Ornithodoros moubata e Ixodes ricinus (Linnaeus) (Lees e Beament, 1948), Boophilus
microplus (Booth et al., 1984; Booth 1989; 1992), Rhipicephalus appendiculatus (Booth,
1989), Hyalomma dromedarii (El Shoura, 1987), Ornithodoros erraticus (El Shoura, 1988).
Recentemente, foi descrita a morfologia do OG de A. sculptum, demonstrando que 0 mesmo
sofre a maior parte do seu desenvolvimento na pré-oviposicdo, entre 0 hora e 0 7° dia de
queda do hospedeiro, indicando o processo de maturacao para a capacitacdo do orgao a sua
funcdo no processo de oviposicdo (Santos et al., 2018). Contudo, ndo existem estudos
descrevendo a estrutura do OG de A. sculptum em oviposi¢do. Estudo recente envolvendo

protedmica e transcriptoma indicou que as células que constituem as glandulas do OG R.
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microplus em oviposicdo estdo equipadas com uma maquinaria para sintese, alongamento e
oxidacdo de &cidos graxos, além de possuir outra para modificacao de lipidios (Xavier et al.,
2019). Diante do exposto, observamos lacunas de conhecimento que ndo permitam entender a
dindmica de desenvolvimento do OG e suas caracteristicas funcionais relacionadas a producgéo
da cera, substancia fundamental para a viabilidade dos ovos e, portanto, para a perpetuacdo da
espécie. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo descrever a morfologia do OG
no 1° dia de oviposicao (1° dovip), sendo o estudo histoquimico realizado para identificar a
natureza quimica dos constituintes celulares que compdem esse 6rgdo na fase de oviposicéo.
Adicionalmente, foram identificados por cromatografia, os lipidios neutros presentes no OG

de carrapatos no 1° dovip e na cera dos ovos ao final da oviposicao.

Material e métodos
1- Animais

Espécimes de A. sculptum adultos, coletados no Parque Ecolégico do Tieté, foram
utilizados para estabelecer uma col6nia. Resumidamente, os carrapatos machos (n=10) e
fémeas (n=20) foram infestados em coelhos de acordo com metodo de Neitz et al. (1971) e os
adultos provenientes dessa infestagédo foram mantidos em incubadora com demanda
bioquimica de oxigénio - BOD (27 °C, 85% umidade relativa e fotoperiodo de 12/12 h) até o
momento do experimento. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB 1279/14).

2- Delineamento experimental
Carrapatos machos e fémeas provenientes da coldnia foram infestados em coelhos no
periodo da manhé. Os coelhos foram examinados diariamente, as 8:00h, e as fémeas que se

desprenderam do hospedeiro foram colocadas em placas de Petri, devidamente identificadas, e
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mantidas em BOD. Os carrapatos foram divididos em dois grupos: um grupo foi mantido até
o0 primeiro dia de oviposicao (1° dovip), para o estudo das caracteristicas morfoldgica e
bioquimica do OG, e o segundo, até o final da oviposicéo, para coleta dos ovos e posterior

analise bioquimica da cera.

3. Processamento para a retirada do 6rgao de Gené e exame ao estereomicroscopio

Os carrapatos, no primeiro dia de oviposicao, foram dissecados sob microscopio
estereoscopico, sendo removida a superficie ventral do corpo (idiossoma) para a exposi¢do do
Orgdo. Esse procedimento foi realizado com o carrapato imerso em solucao contendo (NaCl
7.5g/L, Na, HPO,4 2.38g/L e KH; PO,4 2.72g/L).

O OG foi fixado em solucéo de Karnowsky (1965), por aproximadamente 3h, a
temperatura ambiente. Em seguida, foi pos-fixado em solucéo aquosa de tetroxido de ésmio a
1%, por 1h a temperatura ambiente, e desidratado em concentragdes crescentes de alcool
etilico (30% a 70%). Para esse estudo, Foram utilizados 2 carrapatos. O material foi

examinado e fotografado no estereomicroscopio Leica M205 A.

4- Processamento do 6rgdo de Gené para exame ao microscopio de luz

Apos a retirada do OG, o mesmo foi fixado em solugdo de formol-célcio por 12h.
Algumas amostras foram p6s fixadas em solucdo aquosa de tetroxido de 6smio a 1%, por 15
min. Em seguida, o material foi desidratado em série crescente de alcool etilico (70% a 100%)
e incluido em historesina (Leica). Os cortes, com 3um de espessura, foram corados pelo azul
de Metileno ou pela Hematoxilina e Eosina (HE).

Testes histoquimicos foram realizados para detectar proteinas totais (Azul de
Bromofenol - Pearse, 1985), polissacarideos neutros (PAS - Jungueira e Junqueira, 1983) e

lipidios (Sudan Black-Bayliss e Adams, 1972). Para a deteccao de lipidios, apos a fixagéo, o
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152  orgao foi pos-fixado em solugdo aquosa de tetroxido de 6smio a 1%, por 1h e, entdo, incluido
153  diretamente em historesina, sem ser submetido a desidratacdo (Hernandez-Blazquez et al.,
154  2006).

155 Os cortes foram observados e fotografados em microscopio de luz DM LS (Leica),
156  com captador de imagem DFC 420 (Leica) e programa de imagem Leica Application Suite
157  versdo 3.1.0. Para cada técnica foi utilizado um grupo de 10 carrapatos.

158

159  5- Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET) do 6rgdo de Gené

160 O OG de carrapatos no 1° dovip foi fixado em glutaraldeido a 2% em tampéo

161  cacodilato 0,1M (pH 7,2-7,4) por aproximadamente 18h a 4°C, e p6s-fixado em tetroxido de
162  06smio a 1% em tampdo cacodilato de sodio, por 1 h. A seguir, foi desidratado em etanol,
163  utilizando-se concentracBes crescentes (30% a 100%), e, posteriormente, transferido para
164  oOxido de propileno e embebido em resina EMBed-812. Os cortes ultrafinos foram

165  contrastados em solucdo aquosa de acetato de uranila saturada e em citrato de chumbo e

166 examinados no microscépio eletrénico LEO EM 906E, a 80kV. Foi utilizado um grupo de 5
167  carrapatos.

168

169  6- Analise dos lipidios neutros

170 6.1- Orgao de Gené

171 O OG de carrapatos no 1° dovip foi seccionado em glandulas craniais (GCr), glandulas
172 caudais (GCa) e corpo (C). As amostras foram colocadas em criotubos, devidamente

173  identificados, contendo salina (NaCl 1,5M, EDTA 50nM) e mantidos no gelo durante toda a
174  coleta. O material foi mantido a -20°C, até 0 momento de uso. Para essa analise foram

175  utilizadas 40 GCr, 40 GCae 20 C.
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Para andlise da cera foi utilizada uma massa de 100 mg de ovos coletada no final da
oviposicdo, de 4 fémeas. Para a extracdo da cera, empregou-se uma mistura de
cloroférmio/metanol (2:1, v/v), de acordo com Arietta et al. (2006). O material obtido foi

estocado a -20 °C, para posterior anlise.

7 - Extracédo de lipidios

A extracdo dos lipidios foi realizada com cloroférmio: metanol: agua (1: 2: 0,8) (V/v/v)
de acordo com o método descrito por Bligh e Dyer (1959). Os lipidios extraidos foram
armazenados a -20° C, para posterior analise. Foram utilizados 10 glandulas craniais (GCr),
10 glandulas caudais (GCa), 5 corpos (C) e 100 mg de massa de ovos. Esse ensaio foi

realizado em quadruplicata, em um Gnico momento.

7.1 - Analises dos Lipidios

Os lipidios neutros extraidos das amostras das diferentes estruturas do 6rgéo de Gené
(GCr, GCa e C) e da cera foram analisados por cromatografia em camada delgada
unidimensional (TLC). As amostras foram reconstituidas em 30 pL de cloroformio e
aplicadas sobre a placa de silica. A placa foi transferida para uma cuba de vidro contendo
hexano: éter: acido acético (60: 40: 1 v/v/v) como solvente (Kawooya e Law, 1988). Apds a
evaporacao dos solventes, a placa foi imersa em solucdo de Cherring constituida de sulfato de
cobre 10% (v/v) e acido fosforico 8% (v/v) e queimada em forno Pasteur a 170°C por 5-10
min (Ruiz e Ochoa, 1997). Os spots foram submetidos a analise de densitometria através do
programa Image Master Total Lab versdo 1.11 (GE Healthcare® - Brazil Life Sciences, S&o
Paulo, SP, Brazil). Os experimentos foram feitos em quadruplicata.

Para andlise dos acidos graxos foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa (CG).

Para tanto, estruturas de 5 carrapatos, conforme ja descrito anteriormente, foram colocadas em
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criotubos contendo 250uL de tampdo PBS 50mM (pH 7.0) e100uM de desferroxamina e
trituradas, utilizando-se bastéo de vidro. Em seguida, 0 homogenato foi completado para
500uL, com o mesmo tampéo e estocado em freezer a -80°C, para posterior analise. No
momento da analise, 0 homogenato (500uL) foi transferido para um tubo de vidro, onde foi
adicionado 1,45 ml de metanol e 50uL de padréo interno (C13:0, 1,0mg / mL em metanol).

As amostras foram analisadas no equipamento Trace 1310 - Gas Chromatograph.

8 - Andlise estatistica
Para andlise dos dados referentes as quantidades de lipidios neutros encontrados
através da técnica de TLC, foi realizado o teste Kruskal Wallis seguido do Student-Newman-

Keuls. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi p menor que 0,05 (p<0,05).

Resultados e Discussao

O OG do A. sculptum, no 1° dovip, apresenta-se muito desenvolvido, consistindo de
corpo (C) e glandulas tubulares, longas e ramificadas, que compdem os pares de glandulas
craniais (GCr) e caudais (GCa) (Fig.1), corroborando com os resultados de Schol et al.,
(2001a), que se basearam na morfologia e organizacéo estrutural do carrapato Dermacentor
reticulatus em oviposigédo para essa denominagdo anatémica.

Ductos principais calibrosos estdo presentes e ligam as GCr e GCa ao corpo (C) do
orgdo (Fig. 1). Inimeros musculos retratores (Fig. 1), ancorados na regido dos cornos e
responsaveis pela retracdo do OG durante a oviposicdo, também sdo observados (Sieberz e
Gothe, 2000; Booth et al., 1985).

As figuras 2, 3 e 4 mostram a morfologia do OG ao microscopio de luz e eletrénico de
transmisséo. As glandulas sdo constituidas por células epiteliais palissadas, cilindricas, e

apresentam citoplasma basofilo. Os nucleos séo elipticos, com cromatina frouxa ocupando a
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maior parte do nucleo (Figs. 2A e 2 B). Frequentemente também sdo notados 1 ou 2 nucléolos
(Figs. 2A e 2B). Gotas lipidicas tipicas sdo observadas por todo o citoplasma (Figs. 2A e 2B).
A luz das glandulas esta completamente preenchida por substancia amorfa e restos de células
destacados do epitélio glandular (Fig. 2B). Santos et al., (2018) estudando carrapatos A.
sculptum ingurgitados, no 7° dia de queda, isto €, no periodo de pré-oviposi¢do, tambeém
encontraram células glandulares que estavam se destacando das glandulas que compunham o
OG. Entretanto, neste estudo, diferentemente do que foi observado na pré-oviposicao, em
alguns pontos de algumas glandulas tubulares, sdo observados grupos de células que
perderam a sua forma original, tém suas membranas rompidas e, dessa forma, os limites entre
as células sdo indistinguiveis. Nessas regides, um produto floculento em grande quantidade
pode ser observado. Ainda, os nucleos se apresentam picnético (Fig. 2C). Apesar dessa
desagregacao drastica, essas células ainda estdo ligadas a glandula tubular, ndo havendo,
portanto, interrupcao na continuidade do epitélio (Fig. 2C). As alteragdes morfologicas aqui
apresentadas (agregacao da cromatina e aumento do volume celular, com perda da integridade
e consequente ruptura da membrana celular) sdo caracteristicas de células necréticas,
entretanto, estudos mais aprofundados, utilizando marcadores especificos para cada tipo de
morte celular, deverdo ser realizados. Os acidos graxos em concentraces fisioldgicas podem
disparar a morte celular por apoptose, enquanto que em concentra¢@es suprafisiologicas
causam necrose (Curi e Pompéia, 2002). Sabe-se que o comprometimento no metabolismo
dos éacidos graxos pode provocar danos celulares. Neste caso, as células acometidas
acumulam lipidios nos vacuolos citoplasmaticos, originando a metamorfose gordurosa, de
ocorréncia particularmente comum em células com papeéis centrais no metabolismo dos acidos
graxos, especialmente hepatdcitos (Stevens e Lowe, 2002).

As células glandulares séo fortemente positivas para o PAS, principalmente na sua

regido basal (Fig. 2D), onde a reacdo forma um verdadeiro cinturdo. Na regido apical, 0s
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gliconjugados estdo intimamente ligados a gotas lipidicas (Fig. 2D). Proteinas totais,
identificadas pelo azul de Bromofenol, estdo difusamente distribuidas no citoplasma das
células (Fig. 2E). Os cortes histoldgicos utilizados neste estudo mostram que algumas gotas
lipidicas séo fortemente osmiofilicas (Figs. 2D e 2E). Gotas lipidicas sdo positivas para Sudan
black B e estdo localizadas principalmente proximas da regido apical (Fig. 2F). A analise
histoquimica acima detectou grandes quantidades de glicogénio, proteinas e lipidios.
Anteriormente, foi demonstrado que as quantidades dessas substancias foram aumentando
progressivamente nas glandulas do OG de A. sculptum, na pré-oviposicao (Santos et al.,
2018), corroborando com a hipotese de que o0 1° dovip é a fase de grande concentracdo desses
importantes componentes da cera do ovo. Xavier et al. (2019), demonstraram que as células
do OG de carrapato R. microplus no periodo de oviposicao possuem maquinaria capacitada
para sintese de proteinas, assim como para modificacdo e secrecdo de proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico. Ainda, afirmaram que o OG, na pré-oviposic¢do, esta focado na sintese
enquanto que na oviposi¢do esta voltado para a secrec¢do do produto final encontrado na cera
do ovo. Dessa forma, a identificacdo proteica no citoplasma celular por técnica histoquimica
aqui realizada corrobora os achados de Xavier et al. (2019).

As mitocdndrias exibem tamanhos variados e com forma esférica ou alongada. As
cristas sdo transversais ao seu maior eixo e estdo mergulhadas em uma matriz com densidade
eletronica ligeiramente maior que a da matriz citoplasmatica (Fig. 3A). Gotas lipidicas de
diversos tamanhos, de conteldo homogéneo e pouco eletrondensas, sdo observadas no
citoplasma das células glandulares (Fig. 3A). Essas células também exibem microtibulos,
poliribossomos e reticulo endoplasmatico rugoso pouco desenvolvido, todos distribuidos
difusamente pelo citoplasma (Fig. 3A). Essas caracteristicas acima descritas tambeém foram
observadas em outros ixodideos em oviposicéo, tais como, Dermacentor reticulatus (Schol et

al., 2001a), Hyalomma dromedarii (EI Shoura, 1987), R. microplus e R. appendiculatus
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(Booth, 1989), Haemophysalis longicornis (Kakuda et al., 1995) assim como no argasideo
Argas walkerae (Schol et al., 2001b). Areas eletronlucentes, de tamanhos variados e
distribuidas no citoplasma, principalmente proxima a regido basal, podem ser notadas em
todas as celulas que compdem as glandulas (Fig. 3A). Essas areas sao extensas e dao origem a
gotas tipicas de lipidio (Santos et al., 2018). Interessantemente, no 1° dovip nota-se uma
reducdo dessas areas possivelmente porque grande parte desse depdsito lipidico esta sendo
utilizado para a producéo de lipidios mais complexos.

InclusBes de glicogénio associadas a depositos lipidicos ou livres no citoplasma, na
forma de pequenos granulos agregados e eletrondensos, sdo frequentemente notados no
citosol (Fig. 3A). No OG, o estoque do glicogénio é proveniente da alimentacdo do carrapato
e provavelmente tem uma funcéo importante na formacao dos lipidios (Nelson e Cox, 2014).
Assim, como nos demais eucariotos superiores, a glicose encontrada no citoplasma das
células glandulares, deva sofrer varias reagdes dando origem ao acetil-CoA (Nelson e Cox,
2014) que, através de uma série de reacBes enzimaticas iniciadas pela sua presenca no citosol,
promoveria a sintese “de novo” de acidos graxos (Verlengia e Lima, 2002).

Em algumas areas das glandulas tubulares ainda se observa a presenca de
interdigitacdes entre células vizinhas, entretanto, a perda de aderéncia entre essas células é
notada com grande frequéncia, onde complexos juncionais nao estao presentes (Figs. 3B e
3C). O inicio da perda de aderéncia e, consequentemente a auséncia de complexos juncionais,
ja foi observado nessas células, no final da pré-oviposicao (Santos et al., 2018). Alguns
estudos mostraram que em carrapatos em oviposicao as vilosidades das células glandulares se
projetam em direcé@o a lamina basal e, dessa forma, fazem referéncia a criptas intercelulares
que teriam a fungdo de aumentar a superficie da membrana plasmatica para facilitar a
eliminacdo da secrecdo produzida pelas células (Kakuda et al., 1995; Booth, 1989; Schol et

al., 2001a).
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Debris celulares sdo encontrados frequentemente na luz dessas glandulas (Fig. 3C) e
devem estar associados com a etapa pela qual essas células estdo nesse momento, isto €, inicio
da degeneracéo do tecido. No final da pré-oviposicéo, isto €, no 7° dia de queda do
hospedeiro, debris celulares também foram observados na luz das glandulas do A. sculptum
(Santos et al., 2018). A existéncia de restos celulares na luz das glandulas esta relacionada
com a presenca de células necréticas descritas acima.

Mitocbndrias edemaciadas, contendo vacuolos separando os conjuntos normalmente
regulares das cristas, também sdo observadas nas células glandulares (Figs. 4A, 4B e 4C).
Ainda, o desenvolvimento de agregados eletrondensos no estroma mitocondrial, semelhante a
lamelas concéntricas, sdo frequentemente notados (Fig. 4C). A morfologia da mitocdndria é
dindmica e muito sensivel as alteracdes metabolicas (Benard et al., 2007). A tumefacéo das
mitocondrias € a primeira alteracdo microscépica em células que sofreram algum tipo de
injaria. De acordo com a classificacdo feita por Stevens e Lowe (2002), as caracteristicas
morfolégicas acima citadas mostram que essas mitocondrias estdo na fase de tumefacéo de
alta amplitude, onde as alteracdes sdo irreversiveis e a mitocondria é permanentemente
danificada.

Embora as fémeas de carrapatos A. sculptum possam ficar 30 dias em oviposi¢édo
(Freitas et al., 2002), no 1° dovip as células glandulares que constituem o OG ja apresentam
sinais de morte. Especificamente na col6nia de A. sculptum mantida em nosso laboratdrio, por
volta do 14° dovip, nota-se, claramente que o processo de expansdo e retracdo do OG é
interrompido, apesar da fémea continuar a postura (dados néo publicados). O OG fica
permanentemente evertido o que leva a crer que ocorreu um processo de exaustdo, mesmo
antes do final da oviposigéo.

Dentro da diversidade de lipidios neutros, mostrados através da TLC no OG e na cera

encontrada na superficie dos ovos, foram identificadas as seguintes classes: colesterol livre
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(CHO), colesterol esterificado (CHOE), triacilglicerol (TG) e acidos graxos (AG) (Figs. 5A e
5B).

Foi feita uma analise comparativa da quantidade dos diferentes lipidios dentro das
estruturas que compdem o OG (Tabela 1, letras minusculas). Nessa analise foi observada que
entre as glandulas craniais e caudais as quantidades de CHO s&o semelhantes (p= 0,5529)
(Tabela 1, letras maitsculas), entretanto, houve diferenca entre as glandulas (GCr e GCa) e 0
corpo (C) (p=0,0130 e p= 0,0454, respectivamente) (Tabela 1).

Ademais, foi realizada uma analise dos diferentes tipos de lipidios dentro das
estruturas que compdem o OG (vide Tabela 1, letras mindsculas). No corpo, nota-se maior
proporcéo de CHOE, seguido de TG, AG e CHO, havendo diferenca estatisticamente
significante entre CHOE e AG (p= 0,0341), entre CHOE e CHO (p=0,0010) eentre 0o TG e
CHO (p=0,0068) (Tabela 1).

Com relacdo a glandula cranial, o CHOE € o que se apresenta em maior proporcao,
diferindo significantemente dos demais lipidios (CHOE x TG p=0,0321; CHOE x AG p=
0.0028; CHOE x CHO p= 0.0323). Ja na glandula caudal, hé diferenca entre CHOE e AG (p=
0.0068) e entre CHOE e CHO (p=0,0284).

Embora o metabolismo de lipidios seja bastante conhecido nos mamiferos, em
invertebrados essas informacdes sdo escassas. Em insetos, durante o processo de digestéo,
complexos lipidicos provenientes da alimentagdo séo hidrolisados e transformados em lipidios
mais simples, na luz do intestino, e, em seguida, absorvidos pelo epitélio intestinal (Canavoso
et al., 2001). Nas células epiteliais do intestino, sdo produzidos lipidios mais complexos, tais
como, fosfolipidios, diacilglicerol e triacilglicerol (Cavanoso e Wells, 2000; Turunen, 1993).
Os lipidios, entdo, devem ser transferidos para a hemolinfa para serem distribuidos por todo o
organismo. Especificamente em carrapatos, Kluck et al., (2018), utilizando acido palmitico

radiomarcado, observaram que, ap6s 30 minutos da inje¢do, 0 mesmo ja estava presente em
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diferentes 6rgdos (intestino, ovarios corpo gorduroso e 6rgao de Gené) e convertido em
lipidios mais complexos.

Os invertebrados ndo sdo capazes de sintetizar o CHO sendo a dieta a Unica fonte
desse lipidio (Clark e Block, 1959; Hobson, 1935). Em carrapatos, 0 CHO é muito
importante, participando da sintese de ferormonios e com diversas func¢@es na cuticula de
algumas especies (Cherry, 1976; Sobbhy et al., 1994). Entre as estruturas que compdem o
OG, as GCr e GCa sdo as que mais se destacam na quantidade de CHO, com 19,69% e
16,12%, respectivamente, e, assim como nos demais invertebrados, é proveniente da
hemolinfa.

Com relacdo ao CHOE, é o que se apresenta em maior quantidade no OG (C=38%;
GCr=32% e GCa= 28%). Possivelmente, o processamento do CHOE dentro das células
glandulares é realizado a partir da enzima hidroxiesterdide desidrogenase que foi encontrada
no OG de R. microplus (Xavier et al., 2019) e que sabidamente € uma enzima envolvida na
modificacdo ou processamento dos aneis estereoidais em mamiferos (Penning, 1997).

Em insetos, apos a absorcao pelas células do epitélio intestinal, os acidos graxos sdo
utilizados para a sintese de lipidios mais complexos e, na hemolinfa, sdo transportados por
lipoforinas para todo o organismo, principalmente na forma de fosfolipidios e diacilgliceréis
(Ryan e Van Der Horst, 2000; Soulages e Wells, 1994). Surpreendentemente no OG do A.
sculptum, o TG é encontrado em grandes quantidades (C=32%; GCr= 15%; GCa= 22%)
sugerindo que o mesmo poderia ser produzido no citoplasma das células glandulares a partir
da reesterificacdo do diacilglicerol, oriundo da hemolinfa. Devido a sua inércia quimica, 0s
TGs podem ser armazenados em grandes quantidades na célula, sem o risco de reacdes
indesejaveis com outros constituintes celulares (Nelson e Cox, 2014). Ainda, em
consequéncia do seu carater hidrofobico, o organismo que possui esse lipidio como

combustivel ndo precisa carregar o peso extra da dgua da hidratacdo (Nelson e Cox, 2014).
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Outra importante funcao, que poderia ser atribuida aos TGs, seria o fato de sequestrar AGs
presentes no citoplasma das células glandulares que sdo extremamente citotoxicos.

Embora os AG sejam sintetizados nas células glandulares (Xavier et al., 2019), os
resultados aqui apresentados mostram que € o lipidio que menos aparece no OG (C=15%;
GCr=12%; Gca= 11%). Nés hipotenizamos que 0s AGs sejam usados para a producédo de TG
que, como Vvisto acima, também é encontrado no OG. Ainda, podem ser utilizados para a
sintese de novo do CHOE. Por ultimo, os AGs precisam ser rapidamente eliminados do
citoplasma, pois, em grande concentracdo, podem provocar o rompimento da membrana
celular, se tornando toxico para a célula, principalmente aqueles de cadeias longas (Pompéia e
Curi, 2002).

Na cera observa-se maior quantidade de CHOE, estatisticamente significante, quando
comparado com AG e CHO (p= 0,0059 e p=0,0040, respectivamente) (Tabela 2). Através da
TLC, na cera de outras espécies de carrapatos, 0 CHOE foi 0 que se apresentou em maior
quantidade (B. microplus - Booth, 1992; A. hebraeum - Yu et al., 2012) corroborando assim
0s resultados apresentados neste estudo. O TG € a segunda classe de lipidios em maior
quantidade, havendo diferenca estatistica quando comparado com AG e CHO (p=0,0093 e p=
0,0066, respectivamente). Interessantemente, o TG foi detectado em pequenas quantidades na
cera de A. hebraeum (Yu et al., 2012). Em alguns animais, o TG armazenado sob a pele serve
tanto de estoque de energia como para isolamento contra baixas temperaturas (Nelson e Cox,
2014). Talvez o TG encontrado na cera do ovo do A. sculptum teria uma fungéo
termorreguladora, 0 que seria importante para a manutencdo dos ovos até que ocorresse a
eclosdo.

Dentre os AGs identificados (Tabela 3 e Fig. 6), verifica-se que as GCr e GCa
apresentam o mesmo perfil, sendo constituido por acidos graxos de cadeia longa (C14:0-

C24:0), tanto saturados como insaturados. O corpo apresenta 6 acidos graxos diferentes, 5 dos
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quais tambem estdo presentes nas glandulas. A analise do OG de R. microplus em oviposi¢do
através da CG, também identificou AGs de cadeia longa, tanto saturados como insaturados
(Booth,1992), corroborando, dessa forma, com os resultados aqui apresentados.

Com relacdo a cera do ovo, apesar de 0 AG se apresentar em menor quantidade,
qguando comparado aos outros lipidios neutros, alguns tipos de AGs possuem atividade
antimicrobiana (Yu et al., 2012). Dessa forma, foi realizada também a técnica de CG para a
cera, e 0s resultados estdo apresentados na Tabela 3 e Fig. 6. O AG encontrado
exclusivamente no corpo e na cera indica que esse lipidio poderia estar vindo da cuticula do
carrapato, uma vez que o OG everte durante a oviposicdo, entrando em contato com essa area.

Em concluséo, os dados morfoldgicos aqui apresentados mostram que as células
glandulares do OG estdo em franca producdo de proteinas, mostrada através da técnica para
proteinas totais assim como pela presenca de grande quantidade de polirribossomos no
citoplasma. Nessa etapa, as proteinas sao imprescindiveis para a sintese dos lipidios neutros.
Por outro lado, pontualmente, foram notadas células glandulares necréticas e mitocéndrias
com sinais iniciais de degeneracéo, confirmando o inicio da senescéncia dessas células. As
analises dos lipidios neutros mostraram que as glandulas craniais e caudais possuem perfis
idénticos, significando que a individualizagdo entre elas é simplesmente anatdmica. Ainda, 0s
lipidios encontrados nas GCr e GCa sdo 0s mesmos encontrados na cera indicando que o0 OG

possui uma funcdo importante na sintese final da porcao lipidica da cera do ovo.
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Legendas das figuras
Figura 1. Estereomicrografia do Orgdo de Gené de A. sculptum, no 1° dia de oviposicao.
Corpo (C). Corno (H). Glandula cranial (GCr). Glandula caudal (GCa). Ducto principal (d).

Musculos retratores (mur). Barra: 500pum.

Figura 2. Fotomicrografias de parte de glandulas tubulares do Orgéo de Gené de A.sculptum,
no 1° dia de oviposicéo. A, B e C - As células epiteliais colunares, com nucleos elipticos (N),
se encontram desalinhadas e debris (D) s@o observados na luz das gl. (L). Gotas lipidicas
tipicas (Li) estdo presentes por todo citoplasma. Em alguns pontos de algumas glandulas
tubulares, sdo observados grupos de células com sinais claros de desorganizagao (*).
Hematoxilina e Eosina (Figs. A e B). Azul de Metileno (Fig. C). Barras: 30 um, 30 um, 100

um, respectivamente. D — Células PAS fortemente positivas, principalmente na regido basal.
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Na regido apical, a reacdo esta intimamente ligada a gotas lipidicas. L — luz. N — ndcleo.
Reacdo de Acido Periddico de Schiff. Barra: 20 um. E — Notar reacio positiva por todo o
citoplasma, com excecdo das areas onde lipidios estdo presentes (seta). L — luz. Reacgéo de
Azul de Bromofenol. Barra: 30 um. F — Gotas lipidicas (escuras) sdo notadas principalmente

na regido apical. L — luz. N — ndcleo. Sudan Black B. Barra: 30 pm.

Figura 3. Eletronmicrografias de células epiteliais da glandula do OG. A - Mitocdndrias (mi),
assim como gotas lipidicas (Li) sdo observadas por todo o citoplasma. Notar a presenca de
inclusdes de glicogénio, associadas a depositos lipidicos (DLi), na regido basal. MB-
membrana basal. Barra: 5 um. B — Células epiteliais mostrando que as interdigitacdes, nessa
regido, estdo frouxas ou ausentes (*). L- luz. N- ntcleo. Barra: 5 um. C - Debris celulares (D)

presentes na luz (L) da glandula. Barra: 5 um.

Figura 4. Eletronmicrografias de células epiteliais da glandula do OG. A, B, e C -
Mitocondrias (mi) com morfologia tipica ao lado de outras edemaciadas (mid), com cristas
néo preservadas e agregados eletrondensos e concéntricos (setas). Barras: 2 um, 1 um, 1 um,

respectivamente.

Figura 5. A - Cromatograma de uma placa de TLC mostrando colesterol esterificado
(CHOE), triacilglicerol (TG), &cido graxo (AG) e colesterol (CHO). B - Grafico mostrando as
porcentagens dos lipidios neutros. Corpo (C). Glandula cranial (GCr). Glandula caudal (GCa).

Cera dos ovos (cera).

Figura 6. Eletroferograma de perfis dos &cidos graxos. Glandulas caudais (GCa). glandulas

craniais (GCr). Corpo (C). Cera dos ovos (cera). Padrdo (PD)
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6rgao de Gené em diferentes etapas do processo reprodutivo do carrapato Amblyomma
sculptum (Acari: Ixodidae)", protocolo n°® 1279/14, sob a responsabilidade de Diva Denelle
Spadacci Morena e Marcelo Francisco dos Santos - que envolve a criacdo e/ou utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica - estd de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009 e de normas complementares, bem como esta
de -acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS DO INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) em reunido de 20/8/2014.

This is to certify that the proposal “Histological, histochemical and ultrastructural analysis of
Gené’s organ in different stages of the reproductive process of the tick Amblyomma sculptum
(Acari: Ixodidae)”, protocol n° 1279/14, under the responsibility of Diva Denelle Spadacci
Morena and Marcelo Francisco dos Santos - which involves the breeding and/or use of
animals belonging to phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings) - has
been reviewed by the Institute Butantan Animal Care and Use Committee and approved in
8/20/2014. This proposal is in accordance with standards outlined by Brazilian laws for use of
experimental animals, and with ethical principles adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation.

Vigéncia do Projeto: N° de animais/espécie
08/2014 - 06/2016
Laboratorio de Fisiopatologia 9 Coelhos 2000-3000g (Indiferente)

Sao Paulo, 22 de/,égosto de 2014

Dra. Wafa'H/ ¢ Cabfera
Coorde dory/da CEUAIB
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Tabelas

Tabela 1. Percentual de lipideos neutros comparados na mesma estrutura (letras minasculas),
bem como o percentual comparado entre as diferentes estruturas (letras maitsculas) do OG de

A. sculptum.
0G CHOE (%) TG (%) AG (%) CHO (%)
C 38,44+7,03aA 32,84 +10,18abA 15,26 + 7,44bA 9,93 + 6,06bA
GCa 28,75+ 7,14aA 22,89+ 13,71abA 11,73+ 6,69bA 16,12 +5,27bBC
GCr 32,6 + 6,80aA 15,3+9,70bA 12,99 +3,30bA 19,69 + 7,06bC

Letras minusculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa com teste de
Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (p>0,05).

Letras mailsculas iguais na mesma coluna nao apresentam diferenca significativa com teste
de Kruskal Wallis seguido de Student-Newman-Keuls (p>0,05).

C= CHOE x TG (p=0,5962); CHOE x AG (p=0,0341); CHOE x CHO (p=0,0010); TG x AG
(p=0,1120); TG x CHO (p=0,0068); AG x CHO (0,3334).

GCa=CHOE e TG p=0,2622; TG e AG sao diferentes (p=0,1248); TG e CHO sdo 0,2845;
AG e 4 sdo iguais (p=0,6767); CHOE e AG sdo diferentes (p=0,0068); CHOE e CHO séo
diferentes (p=0,0284).

GCr= CHOE e TG sdo diferentes (p=0,0321); CHOE e AG sdo diferentes (p=0,0028); CHOE
e CHO sdo diferentes (p=0,0323); TG e AG sao iguais (p=0,4531); TG e CHO sdo iguais
(p=0,9223); AG e CHO séo iguais (p=0,3739).

CHOE-= Néo teve diferenca significativa (p=0,2576).

TG= Nao teve diferenga significativa (p=0,4773).

AG= Nao teve diferenca significativa (p=0,2705).
CHO = C e GCa sdo diferentes (p=0,0454); C e GCr sdo diferentes (p=0,0130); GCa e GCr

sdo iguais (p=0,5529).
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Tabela 2. Percentual de lipidios neutros encontrados na cera dos ovos, ao final da oviposicao,
da espécie A. sculptum.

Cera dos ovos

CHOE (%) 25,81 + 12,50a
TG (%)  24,01+474a
AG (%) 7,99 + 4,29b

CHO (%) 9,28+ 5,09b

Letras minusculas iguais ndo apresentam diferenca significativa com teste de Kruskal Wallis
seguido de Student — Newman — Keuls (p>0.05).

CERA
CHOE x AG (p=0.0059); CHOE x CHO (p= 0.0040); TG e AG sao diferentes (p=0.0093);

TG e CHO sdo diferentes (0.0066); CHOE e TG sé&o iguais (p=0.8785); AG e CHO séo iguais
(p=1.0000)



Tabela 3. Acidos graxos do OG de A. sculptum identificados pela Cromatografia Gasosa.

AG C GCa GCr cera
identificados

C14:.0 °
Cl14:1n-5 ° ° ° °
C15:0 o o

C16:0 ° ° ° °
Cl16:1n-7 ° °
C17:.0 ° ° °
C17:1n-7 ° ° °
C18:0 ° ° ° °
C18:1n-9 ° ° ° °
C18:2n-6 ° ° ° °
C18:3n-6 .
C18:3n-3 .
C20:0 ° ° °
C20:4n-6 o
C21:0 o o

C22:0 o o

C22:2n-6 ° ° °
C22:6n-3 . o

C23.0 ° ° °
C24:0 o o

AG é&cido graxo

C corpo

GCa glandula caudal
GCr glandula cranial
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Figura 1.
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Figura 2.
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Figura 3.
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