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RESUMO

O presente estudo apresenta a descricdo da morfologia externa de
larvas e a redescricdo de ninfas do carrapato Amblyomma brasiliense,
utilizando microscopia de luz, lupa estereoscépica e microscopia eletrénica de
varredura. As larvas apresentaram a base do capitulo retangular, palpos curtos
e idiossoma arredondado, coxa | com dois espinhos, sendo o0 externo mais
longo que o interno e coxas Il e Ill com um espinho, enquanto as ninfas
apresentaram a base do capitulo também retangular, com cérnua pontiaguda,
idiossoma oval, coxa | com dois espinhos evidentes, sendo o externo mais
longo que o interno, coxas Il e Ill com um espinho curto em cada uma, e coxa
IV, com um espinho muito pequeno e a presencga de tubérculos quitinosos na
superficie interna da borda posterior dos festdes.

Além disso, a morfologia do ovario e o processo de dinamica da
vitelogénese dos ovocitos de fémeas ingurgiradas desta espécie de carrapato
também sao apresentados. O ovario, classificado como panoistico por néo
apresentar células foliculares e nutridoras, consiste em estrutura tubular Unica
e continua com ovocitos de varios tamanhos e diferentes estadios de

desenvolvimento, presos a parede epitelial por meio do pedicelo. Tais ovocitos
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sdo aqui classificados em cinco estadios de acordo com a aparéncia do
citoplasma, observacado da vesicula germinal, aspecto dos graos de vitelo e
deposicao do coérion. Pela primeira vez foi observado em carrapatos ovocitos

com o cérion esculturado.

Gustavo Seron Sanches
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ABSTRACT

The present study shows the external morphological description of
larvae and the redescription of nymphs of Amblyomma brasiliense ticks under
light microscope, stereoscopic microscope and scanning electron microscope.
Larvae present basis capituli rectangular, short palpi, idiosoma rounded, coxa |
with two spurs being the external longer than the internal one and coxae Il and
[l each with one short spur. Nymphs present basis capituli rectangular with a
sharp pointed cornua, oval idiosoma with scutum reaching coxa Ill and coxae |
with two evident spurs being the external longer than the internal one; coxae Il-
Il each with one short spur and coxae IV with a very short spur and chitinous
tubercles on internal surface of posterior border of festoons.

Furthermore, the ovary morphology and the dynamics of the
vitellogenesis process in oocytes of Amblyomma brasiliense engorged females.
The ovary is classified as the panoistic type; therefore, it lacks nurse and
follicular cells. This organ consists of a single tubular structure, continuous, with
oocytes of various sizes and at different developmental stages remain attached
to the ovary through a cellular pedicel. The oocytes were classified into five
stages described according to cytoplasm appearance, presence of the germ

Gustavo Seron Sanches
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vesicle, yolk granules aspects, and chorion deposition. For the first time was
related in ticks oocytes chorium sculptured.

Gustavo Seron Sanches
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1. O carrapato e a importancia de estudos de morfologia externa

Carrapatos sao ectoparasitos que pertencem ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Acari e subordem Ixodida. A subordem Ixodida compreende
trés familias: Argasidae, Nuttalliellidae e Ixodidae.

Dentro da familia Ixodidae, o género Amblyomma Koch 1844 ¢é estimado
em 127 espécies, das quais aproximadamente 57 estdo descritas e
encontradas na regidao Neotropical, e destas, 33 sao relatadas no Brasil
(GUIMARAES et al., 2001; BARROS-BATTESTI et al., 2005). Entretanto, a
biologia da maioria dos carrapatos da fauna brasileira silvestre € ainda
desconhecida e muitas vezes até o hospedeiro ou seu nicho ecoldgico original
sdo ignorados.

Além disso, existem poucas informagdes a respeito das caracteristicas
morfologicas desses carrapatos, principalmente dos estagios imaturos, o que

torna dificil sua identificacao até o nivel de espécie.

Gustavo Seron Sanches
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Enquanto as descri¢cdes de estagios imaturos estdo disponiveis para a
maioria das espécies africanas e australianas, estas sdo muito fragmentadas
para as de origens neotropicais. Das espécies descritas do Novo Mundo, a
maioria é para o estagio adulto, sendo muito incompleta para os imaturos
(CAMICAS et al., 1998).

Segundo Barros-Battesti et al. (2005), existem poucos estudos
morfolégicos sobre as formas imaturas, e a maioria das descricbes foram
realizadas utilizando-se apenas a microscopia de luz, porém, muitas estruturas
sao melhor observadas com o auxilio da microscopia eletrénica de varredura.

Barbieri et al. (2007) relatam a escassez de estudos morfolégicos
baseados na quetotaxia e na porotaxia de larvas e ninfas do género
Amblyomma.

A caracteristica morfoldégica mais notavel dos carrapatos € a aparente
auséncia de divisdes corporais. A segmentacdo abdominal desapareceu na
maioria das espécies ao longo da ontogenia e o abdémen fundiu-se ao
prossomo. O que pode ser erroneamente identificado como cabega, trata-se de
um conjunto de pecgas bucais quitinizadas que formam o rostro ou capitulo
(STORER e STEBBINS, 2000; RUPPERT el al., 2005).

Coincidindo com essa fusao, o corpo inteiro se encontra revestido por
um Unico escudo esclerotizado de formato variavel (RUPPERT el al., 2005).

Embora coriaceo, este tegumento é flexivel e viabiliza um aumento
consideravel de volume quando o animal se alimenta de sangue (REY, 2002;
RUPPERT el al., 2005).

Ventralmente, nos carrapatos podem ser observadas as seguintes
estruturas: abertura genital, abertura anal, placas ou escudos quitinosos e
placas espiraculares (REY, 2002).

O carrapato Amblyomma brasiliense, cujas ninfas e adultos foram
descritos pela primeira vez por Aragao (1908), € um dos representantes da
ixodidofauna silvestre brasileira e os poucos relatos existentes dizem respeito a
sua biologia e ecologia. Espécie comum parasitando o porco-do-mato ( Tayassu
tajacu), também ocorre em menor niumero no queixada ( Tayassu pecari), paca

(Agouti paca), cotia (Dasyprocta agouti), capivara (Hydrochaeris hydrochaeris)

Gustavo Seron Sanches
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e anta (Tapirus terrestris). Ja foi assinalada também na ave jacu-pemba
(Penelope superciliaris) (GUIMARAES et al., 2001).

Nas matas em que porcos-do-mato sdo abundantes, o homem é muito
atacado por esta espécie, principalmente pelas suas larvas, mas ainda
desconhece-se sua capacidade vetorial de bioagentes para seres humanos ou
mesmo para animais. Sua distribuicdo se da na Argentina, Paraguai e Brasil
(RJ, SP, ES, PA, MG) (ARAGAO, 1936).

Recentemente, esta espécie foi encontrada em trilhas de animais em
reserva de Mata Atlantica no Parque Estadual de Intervales, no sul do Estado
de Sao Paulo (SZABO et al., 2003).

Szab6 et al. (2006) observaram que humanos poderiam servir de
hospedeiro para ninfas de A. brasiliense e de A. incisum, permitindo o
desenvolvimento destes. Reagdes as picadas dos carrapatos variam
consideravelmente entre individuos, e o prurido é a principal resposta de
defesa primaria e inata contra o ectoparasito, podendo ainda ocorrer a
hiperemia e o inchago no local das picadas.

Estudos realizados no Departamento de Patologia Veterinaria da
FCAV — UNESP Jaboticabal, SP mostraram que esta espécie de carrapato
possui um ciclo de vida de aproximadamente um ano em condi¢bes de
laboratério (20°C, 90% de umidade e fotoperiodo de 12 horas) e que tais
condigdes seriam essenciais para o seu desenvolvimento, com sensibilidade a

variacdes de temperatura e de umidade (SANCHES et al., 2008).

Morfologicamente, os machos possuem a coxa | com dois espinhos,
coxas Il e Ill com dois tubérculos, coxa IV com espinho externo e um interno
reduzido a um pequeno tubérculo, escudo castanho claro, com manchas
amareladas e festbes prolongados por laminas quitinosas, salientes, nao
incisadas (GUIMARAES et al., 2001).

Por seu lado, as fémeas possuem tubérculos quitinosos nos angulos
internos dos festdes, base dorsal do gnatossoma retangular com os angulos
posterolaterais salientes, tubérculos quitinosos em todos os festbes, exceto no

situado ao centro, escudo com bordo escuro e centro acobreado, espinhos da
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coxa | curtos, o interno correspondendo a metade do comprimento do externo
(GUIMARAES et al., 2001).

Muitas investigagbes vém sendo realizadas com carrapatos,
principalmente enfocando aspectos bioeconémicos, ecologia e estudos com
anatomia externa principalmente de carrapatos adultos, com vistas a taxonomia
(HOOGSTRAAL, 1956; TILL, 1961; OLIVEIRA et al., 2006).

Segundo Amorim e Serra Freire (1999) larvas do género Amblyomma séao
de dificil identificacdo. Keirans e Durden (1998) apontam a mesma dificuldade
para as ninfas. Tal fato pode estar relacionado com a escassa quantidade de
informagdes disponiveis na literatura especializada sobre sua morfologia.

Clifford e Anastos (1960) apontam que as deficiéncias de conhecimento
sobre a sistematica de larvas podem ser atribuidas a alguns fatores: poucos
caracteres consistentes para a inclusdo em chaves taxonémicas; descrigdes
inadequadas; relativamente poucas espécies criadas em laboratério e obtidas a
partir de fémeas identificadas; e a virtual impossibilidade de associar larvas
coletadas no campo com adultos correspondentes.

Dessa forma, torna-se necessdrio alimentar esses instares em
hospedeiros de laboratério e aguardar que sofram ecdise a fim de obter o
estagio adulto para sé entdo realizar a identificacdo (LABRUNA et al., 2007).
Szabo et al. (2006) utilizaram em seu estudo tal procedimento para identificar as
espécies que parasitaram humanos no Parque Estadual de Intervales — SP.

Ressalte-se que, tal metodologia muitas vezes torna-se de dificil
aplicacao devido ao tempo prolongado do ciclo de vida de alguns carrapatos e a
dificuldade de sua manutencao em condicbes de laboratério, como € o caso do
A. brasiliense (SANCHES et al., 2008).

Ruppert et al. (2005) ressaltaram a importancia de estudos morfolégicos
de carrapatos e afirmaram que o nimero, a forma e a localizacao de cerdas do
6rgao de Haller seriam constantes para um dado estagio de desenvolvimento de
uma espécie de carrapato. No entanto, poderiam variar de um estdgio para
outro, assim como dentre espécies, 0 que, para eles, seria uma caracteristica

ideal para a sua identificacao e classificacao.
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De acordo com trabalho recente de Guglielmone et al. (2006), existem
diversos registros de larvas e ninfas nado identificadas encontradas em humanos
de regides neotropicais. Todavia, a inexisténcia de chaves taxondémicas

adequadas para formas imaturas de carrapatos torna dificil sua identificagao.

1.2. Morfologia do sistema reprodutor feminino

Os carrapatos sao animais didicos, ou seja, cada um dos Sexos possui
suas respectivas gbnadas (ovario e testiculo), abertura genital e glandulas
anexas (NUNES et al., 1982).

O sistema reprodutor feminino consiste fundamentalmente de um grande
ovario em forma de U localizado na regido posterior do corpo, um par de
ovidutos, utero, tubo conector muscular, vagina e abertura genital
(SONENSHINE, 1991).

O ovario é um 6rgao que apresenta lumen delimitado por células
epiteliais, ovogbnias e ovOcitos. Esses Ultimos n&o apresentam
desenvolvimento uniforme, sendo encontrados em diferentes estagios
(SONENSHINE, 1991).

Trabalhos recentes realizados no Instituto de Biociéncias da UNESP de
Rio Claro, SP tém demonstrado por meio de técnicas histolégicas e de
microscopia eletrbnica, que o ovario de Boophilus microplus € do tipo
panoistico, uUnico, tubular e localizado no tergo posterior do corpo, € que 0s
ovocitos ai presentes se desenvolvem simultaneamente, porém com
assincronica (SAITO et al., 2005).

Outra espécie de ixodideo ja estudada é a do Amblyomma triste, que
também apresentou ovario do tipo panoistico com ovécitos presos a sua
parede por meio de um pedicelo e desenvolvendo-se em quatro estagios,
sincronicamente (OLIVEIRA et al., 2006).

A vagina nos carrapatos divide-se em duas por¢des: a cervical, onde
desembocam os ovidutos, e a vestibular que se estende do receptaculo
seminal até a abertura genital. Na porcao cervical, localiza-se um par de

glandulas acessoérias cuja secre¢ao produzida funciona como um lubrificante,
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facilitando desse modo, a passagem dos ovos pelos ductos (NUNES et al.,
1982).

A abertura genital se localiza na linha média do corpo e, por vezes,
préxima a base do capitulo. Apresenta-se como uma fenda transversal
protegida anteriormente por uma prega quitinizada e posteriormente pela
elevacdo da margem tegumentar (RUPPERT el al., 2005).

O processo de copula, que na maioria dos ixodideos ocorre durante o
repasto sanglineo no hospedeiro é caracterizado pelo encontro do parceiro
sexual, sendo facilitado pela liberacao de ferombnios com consequiente uniao
de macho e de fémea que justapdem suas respectivas superficies ventrais
(SONENSHINE et al., 1991).

Os machos nao dispdem de um 6rgao copulador, utilizando tanto o
hipostdmio quanto as queliceras para dilatar o orificio genital da fémea e forgar
a entrada do conteudo do espermatéforo. Somente no interior do aparelho
genital feminino é que os espermatozéides ganhardo mobilidade e
abandonaréo o espermatéforo, fertilizando os évulos (REY, 2002).

Depois de efetivada a fecundagéo, o ovario aumenta consideravelmente
de tamanho, exibindo ovos em todos os estagios de desenvolvimento (REY,
2002) e logo a seguir, as fémeas desprender-se-do do hospedeiro e cairdo no
solo, onde realizarao a ovipostura (RUPPERT el al., 2005).

A reproducdo em carrapatos € controlada por diversos fatores. O
processo de alimentacao age como estimulo para reproducgéo, ja que materiais
nutritivos sdo necessarios para o desenvolvimento de embrides. Dessa forma,
alimentacdo e acasalamento sdo necessarios para o sucesso reprodutivo da
maioria das espécies de carrapatos (OLIVER et al., 1984).

O numero de ovos produzidos pelas fémeas depende do volume de
sangue ingerido bem como do tamanho dos préprios ovos. Em geral, fémeas
que consomem grande quantidade de sangue produzem mais o0vos
(SONENSHINE, 1991).

Os ixodideos possuem um elevado potencial reprodutivo, que tem
despertado o interesse de estudos sobre a reproducdo de numerosas espécies
(DIEHL et al., 1982; OLIVER et al., 1984).

Gustavo Seron Sanches
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No que diz respeito a anatomia interna, os estudos sdo mais escassos e
a bibliografia muito antiga (DOUGLAS, 1943). Recentemente, alguns autores
tém se dedicado a realizar o estudo morfolégico do sistema reprodutor e das
glandulas salivares de varias espécies de carrapatos de importancia médico-
veterinaria (DENARDI et al., 2004; SAITO et al., 2005; NUNES et al., 2005 e
OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

1.3. Importancia econémico-sanitaria dos carrapatos

Ressalte-se que o0s carrapatos sao ectoparasitos hemat6fagos
obrigatérios. Diversas espécies sdo de interesse e importdncia na saude
publica e animal, porquanto sdo vetores de patégenos para o homem e para
outros animais, o qual ocorre durante o processo de alimentacao (WALKER et
al., 2000; HOOGSTRAAL, 1981). De fato, ixodideos sao vetores dos patdgenos
causadores, dentre outras afeccdes, da febre maculosa, doenga de Lyme,
erliquiose monocitica e granulocitica no homem, e teileriose, anaplasmose e
babesiose em bovinos (SAUER et al., 2000).

A crescente coexisténcia do homem, animais domésticos e animais
silvestres em um mesmo nicho ecolégico, tém aumentado a possibilidade de
contato com carrapatos da fauna silvestre e com bioagentes que possam
albergar (FIGUEIREDO et al., 1999).

Mamiferos silvestres, principalmente capivaras e veados, vivem em
contato proximo a bovinos, eqlinos e caes, com quem compartiham os
mesmos carrapatos, oferecendo riscos de transmissdo de doengas aos animais
domésticos e ao homem. Dessa forma, o homem e animais domésticos podem
acidentalmente ser parasitados e desenvolverem doengas infecciosas ou,
entdo, carrearem potenciais vetores para o meio urbano (FIGUEIREDO et al.,
1999).

No Brasil, a febre maculosa, causada pela Rickettsia rickettsii, € a
principal zoonose associada a carrapatos, e sua manutengcdo também esta
associada a mamiferos silvestres (CAMPOS PEREIRA e LABRUNA, 1998).
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Casos fatais de febre maculosa tém sido registrados desde a primeira
metade do século XX e sua transmissdo ao homem ¢é atribuida principalmente
as espécies Amblyomma cajennense e A. aureolatum (LABRUNA et al., 2004).
Essa doenca leva ao aparecimento de casos desde assintomaticos a
enfermidades severas com presenca de febre repentina, cefaléia, prostracao,
mialgia e confusdo mental, com um curso de aproximadamente duas a trés
semanas, tendo a necrose vascular como uma complicagdo comum. E uma
doenga endémica em Sao Paulo e Minas Gerais (FIGUEIREDO et al., 1999).

Mais recentemente, no Uruguai, detectou-se em seres humanos a Febre
Botonosa do Mediterraneo, causada pela Rickettsia conorii, a qual parece ser
transmitida pelo Amblyomma triste (CONTI DIAZ, 2001), espécie de carrapato
que, no Brasil, estd associada ao cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus)
(SZABO et al., 2003). Embora esse hospedeiro seja ja extinto no Uruguai,
carrapatos A. triste ainda sao encontrados naquele pais (LABRUNA et al.,
2004).

Além de sua importéncia na Sanidade Animal e na Saude Publica, esses
ectoparasitos possuem grande relevancia econémica. Os carrapatos espoliam
seus hospedeiros e induzem solugcdes de continuidade cutédnea durante seu
repasto sanglineo, determinando perdas econdmicas consideraveis na
produgéo animal (RECHAYV, 1992).

De fato, somando-se os gastos mundiais com programas de controle do
carrapato, especialmente os quimicos, os prejuizos sdo bastante elevados,
estimando-se uma perda global anual em cerca de US$ 8 bilhdes (RECHAV,
1992).

No Brasil, segundo Verissimo (1993), o carrapato Boophilus microplus
ocasiona as maiores perdas econdémicas, € 0s prejuizos sdo decorrentes da
morte de animais, doengas transmitidas, diminuigdo na produgéao de proteina
animal, custos com carrapaticidas e, na industria do couro, por perda na
qualidade de matéria-prima. Grisi et al. (2002) estimaram o prejuizo causado
pelo Boophilus microplus no Brasil em aproximadamente US$ 2 bilhdes anuais.

Levando-se em conta a situagdo apontada, tanto do ponto de vista

econdmico como do de saudes publica e animal, tém-se tentado varias formas
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alternativas de controle ao método quimico, como o biolégico utilizando fungos
e o imunoldgico pela indugao de resisténcia ao carrapato por meio de vacinas
(WIKEL, 1996).

Estudos biol6gicos mais avangados sobre a identificacao, isolamento e
sintese de proteinas protetoras de tecidos e 6érgdos de carrapato,
principalmente do aparelho reprodutor e seu emprego em vacinas, tem aberto
uma perspectiva interessante e promissora para o seu controle imunoldgico
(TELLAM et al., 1992).

Gustavo Seron Sanches



Caracterizagdo da morfologia externa e do sistema reprodutor de fémeas de Amblyomma brasiliense 14

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

o Descrever a morfologia externa de larvas e de ninfas do carrapato

Amblyomma brasiliense;

o Estudar a morfologia interna do sistema reprodutor feminino e dindmica

da ovogénese em A. brasiliense.

2.2. Objetivos Especificos

o Realizar o estudo morfométrico de larvas e ninfas do carrapato A.
brasiliense;
. Realizar estudo ultramorfolégico externo de larvas e ninfas de

A. brasiliense por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
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o Realizar estudo ultramorfolégico e histolégico do ovario de fémeas
ingurgitadas de A. brasiliense por meio da aplicacdo de técnicas de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de rotina histolégica em
historesina, respectivamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Carrapatos

Foram utilizadas 30 larvas, 30 ninfas e cinco fémeas de A. brasiliense
obtidos a partir da colénia de carrapatos mantida no Laboratério de
Imunopatologia do Departamento de Patologia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal,
iniciada a partir de exemplares adultos coletados em trilhas de animais no
Parque Estadual de Intervales, Sdo Paulo. Os carrapatos foram identificados
como A. brasiliense, sob lupa estereoscopica, segundo critérios morfoldgicos e
chave dicotbmica proposta por Jones et al., (1972) e modificada por Barros-
Battesti et al. (2006).

Para a manutengdo da colénia, os carrapatos foram alimentados em
hospedeiros virgens de contato (naive) com carrapato, utilizando-se
preferencialmente coelhos fornecidos pelo Biotério Central da UNESP -
Botucatu, SP. Em caso de dificuldades na manutencdo da colbénia, adultos de
A. brasiliense foram alimentados em suinos fornecidos pelo setor de

Suinocultura da, FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal, SP j& que nesses
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hospedeiros a espécie em questdo possui melhor desempenho alimentar e
reprodutivo.

Os hospedeiros foram alimentados com racdo apropriada e agua ad
libitum e mantidos em locais isentos de carrapatos.

Para o repasto sanglineo, os carrapatos ficaram restritos aos
hospedeiros por camaras de plastico transparente coladas com material atoxico
(Britannia Adhesives® P4104 Latex, Inglaterra) ao seu dorso depilado, de
acordo com técnica descrita por Bechara et al. (1995). Para o
acompanhamento da metamorfose dos instares ingurgitados, bem como a sua

manutencado, os acaros foram acondicionados em estufa para B.O.D. (modelo

CD 347, FANEM) a temperatura de 20°C, umidade de 90% e fotoperiodo de 12
horas.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e
Mérito Cientifico conforme parecer n°012/2009 (Anexo A).

3.2. Morfometria

Utilizou-se 20 larvas e 20 ninfas selecionadas de diferentes lotes da
colénia para serem mensuradas e fotografadas. As larvas foram medidas
utilizando-se microscépio de luz (modelo MC80DX) com cémera de captura
acoplada e com o auxilio do software Motic Image Plus 2.0 ML. Para tal, larvas
com aproximadamente trinta dias foram fixadas em é&lcool 70% e montadas em
|laminas de vidro com balsamo do Canada. As ninfas também foram fixadas em
alcool 70%, porém medidos diretamente em placas de Petri com a utilizag&o de
um estereomicroscopio (modelo Leica MZ12). O periodo de trinta dias foi
respeitado para que ocorresse a consolidacdo completa do exoesqueleto dos
exemplares.

As estruturas mensuradas foram: comprimento do gnatossoma (do apice
do palpo até a margem da base do capitulo), largura da base do capitulo,
comprimento do hipostémio (do apice até as cerdas pds-hipostomais), largura
do hipostémio, comprimento do palpo (do apice do segmento tibiotarsal até a

margem posterior do trocanter), comprimento e largura dos segmentos palpais,
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comprimento do idiossoma (do 4pice da escdpula até a margem posterior do
idiossoma), largura maxima do idiossoma, comprimento do escudo (na linha
média), largura maxima do escudo, comprimento e largura do tarso | para
larvas e comprimento dos tarsos | e IV para ninfas e adultos. As medidas
foram obtidas em milimetros e calculou-se a média e o desvio padrdo para
cada medida, inclusive, os valores minimo e maximo para cada medida,

fornecidos entre parénteses.
3.3. Ultramorfologia Externa

Cinco larvas e cinco ninfas do carrapato A. brasiliense foram fixadas por
24 horas em solucéo fixadora de Karnovsky e entao tratados em banhos de 30
minutos cada, em série crescente de alcool 70%, 80%, 90% e 100%, sendo
trés vezes na ultima concentracdo. Em seguida, o material foi levado ao ponto
critico para completar o processo de desidratacao e fixado em suporte de metal
com fita adesiva dupla face para o bombardeamento com ouro e carbono.

O material preparado foi entdo analisado e fotografado em microscépio
eletrénico de varredura (modelo PHILIPS 505) no Laboratério de Microscopia
Eletrdnica do Departamento de Biologia no Instituto de Biociéncias — UNESP,
Rio Claro, SP, e também no Laboratério de Microscopia Eletrbnica da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV — UNESP, Jaboticabal,
SP, utilizando o microscépio eletrdnico de varredura (modelo JEOL JSM 5410).
A partir das micrografias obtidas foram realizadas as descricdes.

3.4. Ultramorfologia Interna

Foram utilizados, para o estudo da ultramorfologia interna, ovarios de
duas fémeas adultas e ingurgitadas de Amblyomma brasiliense. Para a
disseccéo e retirada dos ovarios, os individuos foram colocados em placas de
Petri contendo solucéao fisiolégica tamponada com fosfato-PBS (NaCl 7.5 g/L,
Na,HPO, 2.38 g/L e KH,PO42.72 g/L).
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Sob estereomicroscopio, os ovarios foram retirados com auxilio de
pin¢as e micro-tesouras e colocados em solugdo fixadora de Karnovsky onde
permaneceram por 2 horas. A seguir, foram desidratados em banhos de 30
minutos cada, em série crescente de alcool 70%, 80%, 90%, 95% e 100%,
sendo duas vezes na ultima concentracdo e levados ao ponto critico para
completar a desidratacao.

Finalmente, os ovarios foram fixados em suporte de metal com fita
adesiva dupla face, bombardeados com ouro e carbono e analisados e
fotografado em Microscépio Eletrénico de Varredura (modelo JEOL JSM 5410)
para posterior descri¢céo.

3.5. Histologia dos Ovarios

Para a realizagao da histologia, trés fémeas de A. brasiliense depois de
sofrerem choque térmico em geladeira foram colocadas em placas de Petri
contendo solucao fisiolégica tamponada com fosfatos-PBS (NaCl 7.5 g/L,
NaHPO4 2.38 g/L e KH2PO42.72 g/L).

Sob estereomicroscopio, os ovarios foram retirados com auxilio de
pingas e micro-tesouras e, colocados em solugéo fixadora de paraformaldeido
4% durante 24 horas.

A sequir, foram desidratados em banhos de 30 minutos cada, em série
crescente de alcool etilico a 70%, 80%, 90%, 95%. Logo apds, o material foi
embebido em historesina Leica e incluido no mesmo material em moldes
plasticos. Os blocos foram colados em suportes para serem seccionados em
micrétomo de onde foram obtidos cortes com a espessura de 6 um, os quais
foram posteriormente recolhidos em laminas de vidro previamente limpas.

Depois de secas, as laminas foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) conforme rotina histolégica, montadas com béalsamo do Canadd em
laminula, para posterior observacdo e documentacado fotografica em
fotomicroscopio MOTIC BA 300 acoplado em microcomputador INTEL.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados sob a forma de capitulos onde cada
um contém um artigo ja publicado ou submetido a periédico especializado na
area.

O primeiro artigo traz a descricao da morfologia externa de larvas e de
ninfas do carrapato Amblyomma brasiliense, e 0 segundo, aspectos
morfologicos dos ovérios de fémeas de Amblyomma brasiliense ingurgitadas.

Desta forma, a dissertagcao estd composta por dois capitulos, onde sao

apresentados 0s seguintes artigos:

Capitulo 1:

Titulo do artigo: Morphological description of Amblyomma brasiliense Aragao,
1908 (Acari: Ixodidae) larvae and nymphs.

Autores: Gustavo Seron Sanches, Gervasio Henrique Bechara e Maria Izabel
Camargo Mathias.
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Periodico: Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria.
Situacao: Submetido e aceito (Anexo B).
Capitulo 2:

Titulo do artigo: Ovary and oocytes vitellogenesis description of the tick
Amblyomma brasiliense Aragao, 1908 (Acari: Ixodidae).

Autores: Gustavo Seron Sanches, Gervéasio Henrique Bechara e Maria |zabel
Camargo Mathias.

Periddico: Micron.

Situacao: Submetido.
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Capitulo 1:

Titulo do artigo: Morphological description of Amblyomma brasiliense Aragéao,

1908 (Acari: Ixodidae) larvae and nymphs.

Autores: Gustavo Seron Sanches, Gervasio Henrique Bechara e Maria Izabel
Camargo Mathias.

Periodico: Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria.

Situacao: Submetido e aceito (Anexo B).
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Resumo: Os estdgios imaturos dos carrapatos Neotropicais sdo pouco
conhecidos e, em muitos casos, ndo estdo descritos. Este trabalho apresenta
uma descricdo morfolégica de larvas (F1) e redescricao de ninfas (F1) do
carrapato Amblyomma brasiliense, relatado como um dos ixodideos mais
agressivos ao homem no Brasil. Para este fim, carrapatos imaturos de uma
coldnia iniciada com espécimes adultos do Parque Estadual de Intervales, Sao
Paulo, Brasil foram analisados sob microscopia eletrdnica de varredura,
microscopia de luz e lupa estereoscopica. Observou-se que larvas tém a base
do capitulo retangular, palpos curtos e idiossoma arredondado, coxa | com dois
espinhos, sendo o externo mais longo que o interno e coxas Il e Ill com um
espinho. Ninfas tém a base do capitulo retangular com coérnua pontiaguda,
idiossoma oval, coxa | com dois espinhos evidentes, sendo o externo mais
longo que o interno, coxas Il e Il com um espinho curto em cada uma e coxa IV
com um espinho muito pequeno, presenga de tubérculos quitinosos na
superficie interna da borda posterior do idiosoma. Estas caracteristicas,
associadas a quetotaxia e porotaxia, poderdo tornar possivel a identificacao
dos estagios imaturos de carrapatos do género Amblyomma.

Abstract: The immature stages of Neotropical ticks are poorly known and in
many cases have not been described. This work presents a morphological
description of Amblyomma brasiliense larvae (F1) and a redescription of
nymphs (F1). A. brasiliense is reported as one of the most aggressive ticks to
humans in Brazil. Immature ticks obtained from a laboratory colony initiated
from adult specimens collected in the Parque Estadual Intervales (24°18’S,
48°24'W), S&o Paulo, Brazil, were analyzed under scanning electron
microscope, and also under light and stereoscopic microscopes. A. brasiliense
larvae present basis capituli rectangular; short palpi; rounded idiosoma; coxa |
with two spurs, the external one being longer than the internal one; and coxae Il
and Il each with one short spur. Nymphs present basis capituli rectangular with
a sharp pointed cornua; oval idiosoma with scutum reaching coxa lll; coxae |

with two evident spurs, the external one being longer than the internal one;
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coxae lI-1ll each with one short spur; and coxae IV with a very short spur and
chitinous tubercles on internal surface of posterior border of idiosoma.

Key words: Amblyomma brasiliense, morphology, description, larva, nymph

1. Introduction

The tick genus Amblyomma Koch 1844 is estimated to include 127
species, 57 of which are found in the Neotropical region, with 33 reported in
Brazil (Barros-Battesti et al. 2006). However there are few morphological
studies about immature stages of this genus, with larvae and nymphs still
undescribed for the majority of the species. Unfortunately, most of the existing
descriptions were made only under light microscope, and many structures
would be better observed with scanning electron microscopy (Barros-Battesti et
al. 2005).

The tick Amblyomma brasiliense Aragao (1908) is endemic to South
America with reports in Argentina, Paraguay and Brazil (Guglielmone et al.
2003), (Rio de Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais, Pard and Espirito Santo
States) (Aragao 1936; Szabd et al. 2006; Ogrzewalska et al. 2007). Previous
studies reported that larvae and nymphs of A. brasiliense are among the most
aggressive ticks to humans in Brazil (Aragado 1936), with local reaction to tick
attachment varying from almost imperceptible to intense. ltching especially, but
hyperemia and swelling as well, were prominent features of the reaction (Szabé
et al. 2006). Nevertheless, morphological descriptions of the larval stage of this
tick are unknown and nymphal stage descriptions are restricted to a study by
Aragao (1908) using light microscopy.

Therefore, the present study aims to describe immature stages of A.
brasiliense by means of light and scanning electron microscopy, thus to enable

making fast, accurate identifications of immature stages of this tick.
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2. Material and Methods

2.1 Origin of ticks

Larvae and nymphs were obtained from a laboratory colony derived from
unfed adult A. brasiliense ticks collected in the Intervales State Park (24°18’S,
48°24'W), Sao Paulo state, Brazil, from December 2003 to January 2006 and
identified to species using the taxonomic keys proposed by Barros-Battesti et al.
(2006). The procedures used to obtain larvae and nymphs have been described
elsewhere (Sanches et al. 2008).

2.2 Material preparation

A sample of 30 larvae and 30 nymphs originated from different engorged
females were kept starving for 30 days, so that the consolidation of exoskeleton
took place; afterwards they were preserved in 70% ethanol. Of these, 20 larvae
were prepared according to Famadas et al. (1996) to be measured
electronically under a MC80DX light microscope coupled with a capture digital
camera, using the software Motic Image Plus 2.0 ML. Twenty nymphs were
measured under a Leica MZ12 stereomicroscope using the same method and
all measurements are given in millimeters, with the mean followed by standard
deviation and range in brackets.

Five specimens of each immature stage were prepared for scanning
electron microscopy. The material was dehydrated for 30 minutes in each of the
following concentrations of alcohol: 70%, 80%, 90%, and 100% (three times).
They were then kept in acetone until undergoing critical point drying.
Micrographs were taken in the Electron Microscopy Laboratory of the Biology
Department at the Bioscience Institute, Sdo Paulo State University (UNESP),
Rio Claro, Sao Paulo, and Laboratory of Electron Microscopy, Sédo Paulo State
University, Jaboticabal, Sdo Paulo, using a PHILLIPS 505 scanning electron
microscope and a JEOL JSM 5410.
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The terminology followed Clifford and Anastos (1960) and Hess and
Vlimant (1983) for larval idiosomal chaetotaxy, Barbieri et al. (2007) for porotaxy
and Famadas et al. (1997) for palpal and Haller’s organ terminology

The larvae and nymphs used for the description and the slide-mounted
specimens were deposited at the Department of Biology, Bioscience Institute,
Sao Paulo State University (UNESP), Rio Claro, Sao Paulo for follow-up studies

focusing on cuticular structures.

3. Results

3.1 Larva (Figures 1-6)

Gnathosoma: total length from palpal apices to posterior margin of basis
capituli 0.221 + 0.007 (0.202 — 0.231). Dorsal basis capituli (Figure 1) width
0.182 = 0.005 (0.175 — 0.192), rectangular shape with a lyrifissure pair on
median line, postero-lateral angles broad, cornua absent. Ventral basis (Figure
2) with posterior margin slightly convex, lateral angles rounded, auriculae
absent. The hypostome length from apices to post hypostomal seta (Ph1) 0.116
+ 0.008 (0.100 — 0.129), width 0.046 + 0.004 (0.040 — 0.054), spatulate and
compact, with a dental formula of 2/2. Short palpi with segments well defined,
length from apices of tibiotarsal segment to posterior margin of trochanter 0.139
+ 0.007 (0.126 — 0.148), width 0.049 + 0.003 (0.043 — 0.054); palpal trochanter
(article 1) length 0.012 £ 0.002 (0.011 — 0.015), width 0.036 + 0.002 (0.032 —
0.042); palpal femur (article 1l) length 0.055 + 0.004 (0.050 — 0.061), width
0.047 + 0.004 (0.040 — 0.053) and palpal genu (article IIl) length 0.047 + 0.003
(0.040 — 0.054), width 0.040 £ 0.001 (0.038 — 0.042). Palpal setae (Figures 1,2):
12 setae on tibiotarsus; 6 genual setae - 1 antiaxial (Ga1), 3 dorsal (Gd1, Gd2,
Gd3), 1 paraxial (Gp1), 1 ventral (Gv1); 6 femoral setae - 1 paraxial (Fp1), 1
dorsal (Fd1, Fd2), 2 antiaxial (Fa1, Fa2), 2 ventral (Fv1, Fv2). Palpal femur with
a lyrifissure near the second femoral antiaxial seta (Fal).

Idiosoma: dorsal surface (Figure 3) rounded, with 11 festoons and a pair of
large wax gland near lateral margin of idiosoma, anterior to the festoons. Length
from scapular apices to posterior margin of idiosoma 0.598 + 0.012 (0.584 —
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0.620), greatest width 0.598 + 0.015 (0.575 — 0.628). Scutum outline
subtriangular, length along median line 0.273 = 0.007 (0.260 — 0.289), width
0.448 = 0.010 (0.435 — 0.480), irregular integument, few punctuations,
superficial cervical grooves and shallow and flat eyes on lateral scutum surface.
Dorsal setae: 3 scutal setae pairs (Sc1-Sc3), 2 central dorsal setae pairs (Cd1-
Cd2), and 8 marginal dorsal setae pairs (Md1-Md8). Ventral surface (Figure 4)
with a large wax gland under each coxa and on the 5" festoon of each side, 3
sternal setae pairs (St1-St3), 2 preanal setae pairs (Pa1-Pa2), 1 anal setae pair
(A), 4 premarginal setae pairs (Pm1-Pm4), 5 marginal setae pairs (Mv1-Mv5).
Legs (Figure 5): Coxa | with two spurs, the external 2.0 times longer
than internal and 3 setae, 1 anterior (Cla), 1 posterior (Clp), and 1 paraxial
(Clpa). Coxae Il and Ill each with 1 short spur and 2 setae, 1 anterior (Clla,
Cllla) and 1 posterior (Cllp, Clllp). Tarsus | (Figure 6) length 0.232 + 0.009
(0.222 — 0.252), width 0.080 £ 0.002 (0.076 — 0.083). Setae: Dorsal - 2 in dorsal
I group (dl), 7 dorsal Il (dll), 2 dorsal Il (dlll), 2 dorsal IV (dIV), 0 dorsal V, 2
dorsal VI (dVI). Ventral - 2 in group 1 (vl), 2 in group 2 (vll), 2 in group IV (vIV);
lateral - 1 lateral paraxial in group | (Lpl) and 1 lateral antiaxial (Lal), 1 lateral

paraxial in group Il (Lpll) and 1 lateral antiaxial in the same group (Lall).

3.2 Nymph (Figures 7-18)

Gnathosoma: total length from palpal apices to posterior margin of basis
capituli 0.384 £ 0.028 (0.34 — 0.42). Dorsal basis capituli (Figure 7) width 0.328
+ 0.011 (0.31 — 0.35), rectangular shape, with a sharp pointed cornua and long
emargination. Ventral basis (Figure 8) with posterior margin slightly convex,
auriculae short and rounded. Short palpi with segments well defined, length
from apices of tibiotarsal segment to posterior margin of trochanter 0.250 *
0.031 (0.2 — 0.3), width 0.093 + 0.005 (0.09 — 0.1), palpal trochanter (article I)
length 0.036 + 0.002 (0.032 — 0.042), width 0.054 + 0.003 (0.052 — 0.058);
palpal femur (article II) length 0.123 £ 0.004 (0.119 — 0.125), width 0.098 +
0.009 (0.09 — 0.111) and palpal genu (article Ill) length 0.118 + 0.006 (0.105 —
0.122), width 0.082 £ 0.007 (0.068 — 0.085). Palpal setae (Figures 7, 10): 12
setae on tibiotarsus, 5 dorsal genual setae - 1 antiaxial (Gal), 2 dorsal (Gd1,
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Gd2), 2 paraxial (Gp1, Gp2); 3 ventral genual setae - 1 ventral (Gv1), 1 genual
ventral paraxial (Gp1), 1 genual ventral antiaxial (Ga1); 3 femoral dorsal setae -
1 paraxial (Fp1), 1 dorsal (Fd1), 1 antiaxial (Fal); 4 femoral ventral setae - 2
ventral (Fv1, Fv2), 2 ventral paraxial (Fp1, Fp2). The hypostome (Figure 9)
length from apices to post hypostomal seta (Ph1) 0.220 £ 0.023 (0.190 — 0.250)
width 0.109 + 0.009 (0.090 — 0.120), spatulate and compact, with a dental
formula of 2/2; both paraxial and antiaxial files with 9 teeth each.

Idiosoma: dorsal surface (Figure 11) oval, with 11 festoons and few small
setae dispersed; many large and superficial punctuations with regular distribution.
Length from scapular apices to posterior margin of idiosoma 1.52 + 0.072 (1.38 —
1.66), greatest width 1.27 + 0.055 (1.22 — 1.38). Scutum dark chestnut brown
color, outline subtriangular, length along median line 0.273 + 0.007 (0.260 —
0.289), width 0.448 + 0.010 (0.435 — 0.480), irregular integument, punctuations
large and superficial on lateral region of scutum and fine punctuations on scutal
central short region and superficial cervical grooves, opaque and flat eyes on
lateral scutum surface. Ventral surface (Figure 12) with few small setae
dispersed, festoons with small chitinous tubercle on internal surface of posterior
border, anal aperture illustrated (Figure 15), anal groove rounded, posterior to
anus, 5 anal setae, spiracular plate (Figure 16) oval with dorsal prolongation,
eccentric macula.

Legs: moderately long, coxa | with two spurs, the external longer than the
internal and 4 setae, 2 anterior (Clal, Cla2), 1 posterior (Clp) and 1 paraxial
(Clpa). Coxae Il and Ill each with 1 short spur and 3 setae, 1 anterior (Clla,
Cllla), 1 posterior (Cllp, Clllp) and 1 paraxial (Cllpa, Clllpa). Coxa IV with a
very short spur and 3 setae, 1 anterior (CIVa), 1 posterior (CIVp), and 1 paraxial
(ClVpa) (Figures 13-14). Tarsus | (Figure 17) length 0.408 + 0.024 (0.370 —
0.450), width 0.151 £ 0.003 (0.148 — 0.153), with a pair of lyrifissures on lateral
posterior region. Haller’s organ capsule aperture mainly transversely slit-like.
Tarsus IV (Figure 18) length 0.298 + 0.026 (0.260 — 0.340), width 0.102 £ 0.014
(0.084 — 0.126).
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4. Discussion

Many times, immature stages of ticks are collected from naturally
infested animals and to be identified into species are reared in laboratory hosts
and molting until the adult stage, given that taxonomic keys to larvae and
nymphs of Neotropic are inexistent or incomplete. This procedure was used by
Szabo et al. (2006) and Labruna et al. (2007). Nevertheless, considering that
some A. brasiliense-like tick species have larvae and nymphs with a long pre-
molting period and a low molting success in laboratory (Sanches et al. 2008), it
becomes important to be able to make fast, accurate identifications of immature
stages by mean of morphological characters.

Some Brazilian studies (Szabd et al. 2006; Ogrzewalska et al. 2007)
show that in this country, A. brasiliense has been sympatric mainly with A.
incisum and A. naponense with immature stages until now not described
(Barros-Battesti et al. 2006), and A. ovale with larvae described by Barbieri et
al. (2008a).

Therefore, morphological characters and measurements of the idiosoma,
gnathosoma, and tarsus | of A. brasiliense larva were compared with other
previously described species of Neotropic such as A. parvum and A.
pseudoparvum (Guglielmone et al. 1990), A. cajennense (Famadas et al. 1997),
A. longirostre (Barros-Battesti et al. 2005), A. triste (Estrada-Pefa et al. 2002),
A. parvitarsum (Estrada-Pefa et al. 2005), A. nodosum (Amorim & Serra-Freire
1994), A. ovale (Barbieri et al. 2008a), and A. pacae (Barbieri et al. 2008b).

The basis capituli of A. brasiliense larvae is rectangular like in A.
parvitarsum, with dimensions similar to that tick species, but differs in the length
of the palpi - longer in A. parvitarsum. On the other hand, A. parvum and A.
pseudoparvum have a basis capituli that is slightly subtriangular or triangular
like in A. pacae and A. ovale. All species used for comparison show a spatulate
hypostome with a dental formula of 2/2 and dimensions very close to those in A.
cajennense, A. parvum, A. pacae, and A. ovale but shorter than in A. triste, A.

longirostre, and A. parvitarsum.
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The idiosoma of A. brasiliense larvae is rounded, with dimensions similar
to A. parvum, as measured by Barbieri et al. (2007), and chaetotaxy highly
similar and conserved among larvae of Amblyomma spp. for idiosoma
(exception for tibiotarsus and setae dll on Tarsus ).

Clifford and Anastos (1960) described the presence of four pairs of large
wax glands on the idiosoma: one pair located dorsally on the posterior lateral
margin of the body, and the others located behind each coxa. Famadas et al.
(1997) recorded for the first time a pair of these large wax glands on the fifth
festoon of A. cajennense larvae and later on Barbieri et al. (2007, 2008b)
recorded these pairs in larvae of A. parvum and A. rotundatum and A. pacae
like in A. brasiliense larvae. A. longirostre presents these pairs and an
additional pair on the fourth festoon like A. ovale larvae (Barbieri et al. 2008a).

A. brasiliense larvae have two spurs on coxa |, with the external one
being longer than the internal one. Coxae Il and Ill each have one short spur,
as in A. cajennense, A. parvum, A. pseudoparvum, and A. nodosum, but in A.
brasiliense, the external spur is twice as long as the internal one.

According to the formula proposed by Clifford and Anastos (1960) for the
genus Amblyomma Koch, 1844, the dorsal setae of tarsus | of A. brasiliense
larvae display the 2:2:2:2:2 arrangement.

Summarizing, the main morphological characteristics of A. brasiliense
larvae are rectangular basis capituli, short palpi, rounded idiosoma, large wax
glands recorded on the fifth festoon, and spurs on coxae and chaetotaxy as
discussed.

The current re-description using electron microscope complements the
one made by Aragdo (1908) of the nymphal stage of A. brasiliense using light
microscopy.

Morphological characteristics and measurements of the idiosoma,
gnathosoma, and tarsus | of A. brasiliense nymph were compared with other
previously described species such as A. parvum and A. pseudoparvum
(Guglielmone et al. 1990), A. dubitatum and A. triste (Estrada-Penfa et al. 2002),
and with characteristics of A. neumanni, A. tigrinum, and A. maculatum as listed

in a taxonomic key (Estrada-Pefia et al. 2005).
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The basis capituli of A. brasiliense nymphs is rectangular with sharp
pointed cornua and short, rounded auriculae, similar to A. pseudoparvum.
Amblyomma neumanii also presents rectangular basis capituli, but differs in
cornua shape (rounded) and in palpi (stronger than in A. brasiliense). The
hypostome is spatulate, with a dental formula of 2/2 for all Amblyomma species
used for comparison. These characteristics corroborate Aragao (1908).

Idiosoma of A. brasiliense nymphs shows oval dorsal surface, with
measurements very close to A. parvum but differring in the length of scutum
(shorter in A. brasiliense). Aragao (1908) reported measurements that are
relatively bigger, but it is important to consider that (1) in this study the
specimens were collected in different geographic regions and (2) Aragao did not
specify the exact site of starting and ending measurements.

Amblyomma brasiliense nymphs have long legs, coxa | with two evident
spurs, the external longer than the internal; coxae II-1ll each with one short spur;
and coxae IV with a very short spur, consistent with Aragdo (1908). These
characteristics are similar to A. parvum, and differ from A. dubitatum in the
length of spur on coxa IV (shorter in A. brasiliense). The same distribution of
spurs is observed in A. neumanii but the spurs in A. brasiliense are larger.
Amblyomma triste with triangular external spur on coxa |, A. tigrinum with
narrow external spur and small internal spur on coxa |, and A. maculatum with
narrow external spur, all present different numerical and morphological
distribution of spurs in comparison with A. brasiliense.

Summarizing, the main morphological characteristics of A. brasiliense
nymphs are rectangular basis capituli with a sharp pointed cornua, oval
idiosoma with scutum reaching coxa lll, and coxae | with two evident spurs, the
external one being longer than the internal one; coxae Il-Ill each with one short
spur; and coxae IV with a very short spur and chitinous tubercles on internal
surface of posterior border of idiosoma.

The morphological characteristics presented here must be used with
caution because larvae of many Amblyomma species from the Neotropical

region are still unknown. Additional studies of immature stages of other species
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of this genus are required to allow accurate identification of Amblyomma larvae
and nymphs.
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Figure 1-6. Amblyomma brasiliense larva. 1. Gnathosoma (dorsal view); 2. Gnathosoma (ventral view); 3.
Idiosoma (dorsal view), showing large wax gland (arrowed); 4. Idiosoma (ventral view), showing large
wax gland (arrowed); 5. Idiosoma (ventral view), showing coxae I-III spurs (arrowed); 6. Tarsus I,
showing Haller’s organ capsule (arrowed). Abbreviations: Bc, basis capituli; F, femoral; G, genual; a,
antiaxial; p, paraxial; d, dorsal; v, ventral; L, lateral; m, marginal; Tt, tibiotarsus; Ph, post hypostomal; Sc,
scutal; C, central; M, marginal, St, sternal; Pa, preanal; Pm, premarginal; A, anal; Cla, Clla, Cllla,

anterior setae; Clp, Cllp, Clllp, posterior setae; Clpa, Cllpa, Clllpa, paraxial setae. Scale bars: 0.1 mm.
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Figures 7-12. Amblyomma brasiliense nymph. 7. Gnathosoma (dorsal view); showing sharp
pointed cornua (arrowed); 8. Gnathosoma (ventral view); 9. Hypostome (ventral view), showing
a dental formula 2/2 (arrowed); 10. Palpi (ventral view); 11. Idiosoma (dorsal view); 12.
Idiosoma (ventral view), showing small chitinous tubercle on internal surface of festoons
(arrowed). Abbreviations: F, femoral; G, genual; a, antiaxial; p, paraxial; d, dorsal; v, ventral;
Tt, tibiotarsus; Ph, post hypostomal. Scale bars: Fig. 7-8: 0.1 mm; Fig. 9-10: 0.05mm; Fig. 11-
12: 0.5 mm.
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Figures 13-18. Amblyomma brasiliense nymph. 13. Coxae I-II (ventral view), showing spurs
(arrowed); 14. Coxae II-IV (ventral view), showing spurs (arrowed); 15. Anal aperture,
showing anal groove (arrowed); 16. Spiracular plate, showing eccentric macula (arrowed); 17.
Tarsus I; 18. Tarsus IV. Abbreviations: Cla, Clla, CIIla, CIVa, antiaxial setae; Clp, CIIp, CIIlp,
CIVp, paraxial setae; Clpa, Cllpa, Clllpa, CIVpa, paraxial setae; A, anal. Scale bars: Fig. 13-15
and 17: 0.1 mm; Fig. 16 and 18: 0.05 mm.
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Capitulo 2:

Titulo do artigo: Ovary and oocytes vitellogenesis description of the tick

Amblyomma brasiliense Aragao, 1908 (Acari: Ixodidae).

Autores: Gustavo Seron Sanches, Gervasio Henrique Bechara e Maria Izabel
Camargo Mathias.

Periédico: Micron.

Situacao: Submetido.
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Resumo: Este estudo apresenta a morfologia do ovéario, bem como o processo
da dinamica da vitelogénese de carrapatos Amblyomma brasiliense. O ovario é
do tipo panoitsico, ndo apresentando células nutridoras e foliculares. Este
6rgao consiste de estrutura tubular Unica, continua e composta de um Iimen
delimitado por uma parede formada por pequenas células epiteliais com nucleo
arredondado. Nesta espécie de carrapato, os ovOcitos foram classificados em
cinco estagios, variando de | a V e descritos de acordo com a aparéncia do
citoplasma, presenca de vesicula germinal, aspecto dos granulos de vitelo e
deposicao do cérion. Ovocitos de varios tamanhos e em diferentes estagios de
desenvolvimento permanecem ligados ao ovario por meio das células do
pedicelo, até completarem o estagio V. Posteriormente, tais ovécitos sao
liberados no limem do ovario e deste para o exterior. Pela primeira vez foi

relatado em ovécitos de carrapatos o cérion esculturado.

Abstract: This study presents the morphology of the ovary, as well as the
dynamics of the vitellogenesis process in oocytes of Amblyomma brasiliense
ticks. The ovary is of the panoistic type; therefore, it lacks nurse and follicular
cells. This organ consists of a single tubular structure, continuous, and
composed of a lumen delimitated by a wall of small epithelial cells with rounded
nuclei. In this tick species, the oocytes were classified into five stages ranging
from | to V and described according to cytoplasm appearance, presence of the
germ vesicle, yolk granules aspects, and chorion deposition. Oocytes of various
sizes and at different developmental stages remain attached to the ovary
through a cellular pedicel until completing stage V. Afterwards, they are
released into the ovary lumen and from there to the exterior. For the first time
was related in ticks oocytes chorium sculptured.

Key words: Amblyomma brasiliense; tick; ovary; histology; vitellogenesis;
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1. Introduction

Ticks are ectoparasites of great medical and veterinary importance,
acting as vector of pathogens responsible for diseases that affect animal and
human health worldwide and cause significant economic losses (Jon Jongejan
and Uilenberg, 2004).

The tick species Amblyomma brasiliense Aragdo 1908 is endemic to
South America, with reports in Brazil, Argentina, Paraguay (Guglielmone et al.,
2003) and under natural conditions, peccaries (Tayassu spp) are considered
the primary hosts for A. brasiliense ticks (Aragdo, 1936; Guimardes et al.,
2001). Previous studies reported that larvae and nymphs of A. brasiliense were
among the most aggressive ticks to humans in Brazil (Aragao, 1936).

However, there have been few works focusing morphological aspects of
this tick specie, specially internal one and reproductive system.

Thus, the present study was designed to provide data on the morphology
and histology of the female reproductive system, as well as to attempt to
establish the dynamic of vitellogenesis in A. brasiliense.

2. Material and Methods

2.1 Ticks

About five engorged females of A. brasiliense were obtained from the tick
colony maintened under controlled condictions (20°C, 90% RH and 12 H
photoperiod) at the Department of Animal Pathology, Veterinary College,
UNESP — Jaboticabal, SP, Brazil. These specimens were maintened in the
refrigerator (4°C) for thermal shock anesthesia and dissected in PBS solution
(NaCl 7.5¢/L, NazHPO,4 2.38g/L and KH, PO4 2.72 g/L) for ovaries removal.

2.2 Morphology
The removed ovaries were sectioned by means of histological routine
and the oocytes schematically drawn using camera lucida coupled to a Zeiss

stereomicroscope.
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2.3 Scanning Electron Microscopy (SEM)

The ovaries removed were fixed in Karnovsky for 24 h and dehydrated in
a graded 70 -100% ethanol and acetone series. The material was processed by
cryptal point drying, sputtered with gold, and examined and photographed under
a SEM JEOL JSM 5410.

2.4 Histology

The ovaries were fixed in 4% paraformaldehyde and later dehydrated in
ethanol, embedded in JB4 resin during 24 h at 4°C and then transferred to
plastic mouds previously filled with resin containing a catalyzer. After resin
polymerization, the material was sectioned using a Sorvall JB4 microtome (Bio
Rad) and stained with hematoxiline and eosin, following routine histological
procedures.

3. Results

3.1 Ultramorphology

The scanning electron microscopy revealed that the ovary of ticks A.
brasiliense consists of a single tubular organ, horseshoe shaped, with a large
number of oocytes attached by pedicel cells of various sizes and developmental
stages, since immature ones until oocytes in reabsorption process (Fig. 1). This
morphological variation of the oocytes is related to the fact that their development
are processed simultaneously but asynchronously throught the ovary. The
external surface of mature oocytes (Fig. 1C) showed presence of micropores that
probably provide the oxygenation of internal structures recovered all surface.

3.2 Histology

Histologically, the ovary of A. brasiliense ticks was classified as panoistic,
consisting of only epithelial and germinative cells, without either specialized nurse
or follicular cells. The epithelial cells forming the wall of the ovary and delimiting a

narrow lumen are small and pavimentous or cubic, with rounded nuclei (Fig. 5A).
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In some regions of the epithelial wall of the ovary the presence of a
multicellular structure formed by cubic or cilindric cells denominated pedicel (Figs.
3F, 5D, E, F) can be observed fixing the oocytes found at different stages of
development to the wall of the ovary. Once mature, the oocytes are liberated
inside the lumen and from there to the exterior through oviduct, wich has a thick
and cuticular external revetment (Figs. 5B, C).

3.3 Classification of the oocytes

Because of the variation in morphological and histological appearance of
the oocytes, they were classified in five stages (Fig. 2), following the criteria
previously established for the oocytes of A. cajennense by Denardi et al. (2004).
The classification suggested for the oocytes found in the ovary of A. brasiliense

is as follows.

3.3.1 Oocytes | or primary oocytes

Oocytes with small size and often varying their shape between rounded
and elliptical shape characterized by a thin plasmic membrane delimitates a
homogeneous cytoplasmic content a germ vesicle with an evident nucleolus
(Fig. 2, 3A, C, 4A).

3.3.2 Oocytes Il

Oocytes were twice larger when compared with the previous stage
(oocytes 1), frequently had ellipitical shape, with fine granulation dispersed
throughout the cytoplasm, showing the beginning of production (endogenous) or
incorporation (exogenous) of yolk. The germ vesicle still present an evident
nucleolus (Figs. 2, 3A-D, 4A).

3.3.3 Oocytes Il

The volume in this stage is increased in relation to previous stage
(oocytes 1) and the germ vesicle is not easily remarked. A fine yolk granulation
is observed dispersed throughout the cytoplasm. Large and intense granules
are observed occupying the central region of the oocyte. The plasmic
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membrane appears thick, showing characteristics of a chorion deposition (Figs.
2,3C, E, F, 4B).

3.3.4 Oocytes IV

The volume in this stage is larger when compared to the previous stages
and the germ vesicle was no longer observed due to the yolk granulation. Large
yolk granules appear at the central region of the cytoplasm, arising from smaller
granules at the peripheral region. The thick corium appears completely deposited
and sculptured (Figs. 2, 3E, 4D).

3.3.5 Oocytes V or mature oocytes

Oocyte at the maximum developmental stage, showing large and dense
yolk granules that fill the whole cytoplasm. The periphery (region just bellow
plasmic membrane) shows a fine yolk granulation, which
probably resulted from the final stage of exogenous incorporation of yolk. The
chorion showing irregular contour is very thick, except at contact region to
pedicel, that appears tenuous and these oocytes lack a pedicel because it was
pushed into the ovarian lumen.The germ vesicle is rarely observed (Figs. 2, 3B,
F, 4E, F).

4. Discussion

The ultramorphological analysis revealed that the ovary of Amblyomma
brasiliense consists of a single tubular organ, continuous and horseshoe
shaped located at the posterior third of the engorged female body. This data
corroborate the results obtained by Sonenshine (1991) in species Dermacentor
andersoni and D. variabilis, by Denardi et al. (2004) in A. cajennense, by Saito
et al. (2005) in Rhipicephalus (Boophilus) microplus, by Oliveira et al. (2005) in
Rhipicephalus sanguineus and by Oliveira et al. (2006) in A. triste.

The scanning electron microscopy showed oocytes in undergoing
reabsorption process, corroborating Oliveira et al. (2005) in R. sanguineus and
Saito et al. (2005) in R. (B.) microplus wich observed by mean of histological
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techniques and characterized these oocytes by the abnormal aspect and
cellular disorganization, as well as the presence of autophagic vacuoles in the
cytoplasm.

The histological techniques allowed classify the ovary of A. brasiliense as
of panoistic type, in wich all the cells present, except the ones that compose the
ovarian wall, are oogonies, i. e., future oocytes. In this type of ovary, nurse and
follicular cells are absent. This classification was adopted by Denardi et al.
(2004) for A. cajennense and later by the other related authors wich studied
other ticks species.

Morphologically, as in the other described tick species, the ovary of A.
brasiliense was not segmented in distinct regions of development as in the
ovaries of most arthropods. According Denardi et al. (2004), most oocytes did
not reach maturity, since they had been retarded by earlier development of the
adjacent and more proximal ones, thus showing oocytes in different stages of
development, characterizing a simultaneous but asynchronyc development of
these cells, as reported in A. brasiliense.

The morphological variation that exists between the oocytes and the
amount of yolk allowed the classification of A. brasiliense oocytes into stages
that varied from | to V, based in that proposal by Denard et al. (2004) in wich
the authors have described five different developmental stages later related by
Oliveira et al. (2005). On the other hand, Saito et al. (2005) found six stages of
development in Rhipicephalus (Boophilus) microplus and Oliveira et al. (2006)
four stages in A. triste.

There have been detected the large disposition of yolk granules in the
stages IV and V in A. brasiliense, as in A. cajennense and in R. sanguineus.
Morphologic evidences confirmed the transport of elements coming from
exterior to the interior of these oocytes since stage Il, contradicting Balashov
(1983) that related the origin endogenous and exogenous of the yolk, with
endogenous production occurred before the exogenous.

For the first time was observed in ticks oocytes the corium thick and

sculptured, presented like minute setae with the role not know yet.
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The histological techniques have shown that oocytes | to stage V were
attached to the ovarian epithelium by a cellular structure denominated pedicel, as
observed in previous studies with ticks ovaries. According to Said (1992) and
Denardi et al. (2004) the pedicel would release the most developed oocytes to the
interior of the ovary’s lumen, due to a continuous growing pressure against the
ovary wall.

Oliveira et al. (2007) validated the role for the pedicel cells in the synthesis
and supply of yolk precursors for developing oocytes, like protein, lipids and

carbohydrates in species of ticks (A. triste, for example).
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Fig. 1. Scanning electron microscopy of Amblyomma brasiliense ovary. (A, B) Oocytes in
several developmental stages. (C) Mature oocytes. (D) Oocytes in reabsorption process. mo=
mature oocyte; 00= young oocyte; or= oocyte in reabsorption process. Bars: A = 0.5mm; B =

0.lmm; C =0.01lmm; D =0.1mm.

Fig. 2. Diagrammatic summary oocytes development in A. brasiliense ovary. (A) Oocyte 1. (B)
Oocyte II. (C) Oocyte III. (D) Oocyte IV. (E) Oocyte V. gv= germ vesicle; ch= chorium; nu=

nucleolus; yg= yolk granules. Bar: 0.01mm.
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Fig. 3. Histological sections of Amblyomma brasiliense ovary showing general view. (A)
Oocytes I and II. (B) Oocyte V. (C) Oocytes I and III. (D) Oocytes II. (E) Oocytes III and IV.
(F) Oocytes III and V. I= oocyte I; II= oocyte II; III= oocyte III; IV= oocyte IV; V= oocyte IV;

ep= ovary epithelium. Bars: 0.1mm.
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Fig. 4. Histological sections showing details of Amblyomma brasiliense oocytes. (A) Oocytes I
and II. (B) Oocyte III. (C) Oocyte HI/IV. (D) Oocyte IV, showing sculptured chorium arrowed.
I= oocyte I; II= oocyte II; III= oocyte III; III/IV= oocyte between stages III and IV; IV= oocyte
IV; V= oocyte IV; pm= plasmic membrane; gv= germ vesicle; nu= nucleolus; yg= yolk

granules; mo= mature oocyte; pe= pedicel; ow= ovary wall. Bars: 0.0lmm.
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Fig. 5. Histological sections of Amblyomma brasiliense ovary structures. (A) Ovary wall. (B)
Oviduct. (C) Sclerotized final oviduct arrowed. (D) Pedicel of young oocyte. (E) Pedicel of
oocyte in stage III/IV. (F) Detail of pedicel cells. pc= pedicel cells; ow= ovary wall; ovd=
oviduct; pe= pedicel; oo= young oocyte; III/IV= oocyte between stages III and IV. Bars: A =
0.0lmm; B=0.1mm; C=0.1mm; D = 0.0lmm; E = 0.01mm.
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5. DISCUSSAO GERAL

As descricdes morfolégicas de estagios imaturos de carrapatos do
género Amblyomma estédo disponiveis para a maioria das espécies africanas e
australianas, porém, sao muito fragmentadas para as espécies neotropicais.
Das espécies descritas do Novo Mundo, a maioria € para o estagio adulto,
sendo ainda incompleta para estagios imaturos (CAMICAS et al., 1998).

Clifford e Anastos (1960) atribuem a falta de conhecimento sistematico
de larvas de carrapatos a alguns fatores como caracteres pouco consistentes
para a inclusdo em chaves taxonémicas, descrigbes e desenhos inadequados,
poucas espécies originadas em laboratério a partir de fémeas identificadas e a
impossibilidade de associar larvas coletadas no campo com os adultos
correspondentes.

Dessa forma, estdgios imaturos coletados no campo e em animais
naturalmente infestados sao alimentados em hospedeiros de laboratério até
atingirem o estagio adulto para que possam ser identificados por meio de
chaves taxonémicas até o nivel de espécie, procedimento utilizado por Szabd
et al. (2006) e Labruna et al. (2007).
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Considerando que em algumas espécies de carrapatos como o
Amblyomma brasiliense as larvas e ninfas apresentam longo periodo e baixa
taxa de ecdise em laboratério (SANCHES et al. 2008), é importante conhecer
as caracteristicas morfolégicas dos estagios imaturos, uma vez que podem
auxiliar na sua prévia identificagéo.

A espécie de carrapato A. brasiliense teve os estagios de ninfa e adultos
descritos pela primeira vez por Aragao (1908) fazendo uso de microscopio de
luz, enquanto o estagio de larva permanecia até o presente momento nao
descrito na literatura.

Alguns estudos realizados no Brasil (SZABO et al. 2006;
OGRZEWALSKA et al. 2007) mostraram que o A. brasiliense tem sido
simpatrico com outras espécies como A. incisum e A. naponense, com estagios
imaturos também nao descritos (BARROS-BATTESTI ET AL. 2006), e A. ovale,
com larvas descritas por Barbieri et al. (2008a).

Assim, as caracteristicas morfolégicas e as medidas do idiosoma,
gnatossoma e tarso | das larvas de A. brasiliense sdo comparadas com outras
espécies do Neotropico previamente descritas tais como A. parvum e A.
pseudoparvum (GUGLIELMONE et al. 1990), A. nodosum (AMORIM E
SERRA-FREIRE 1994), A. cajennense (FAMADAS et al. 1997), A. triste
(ESTRADA-PENA et al. 2002), A. longirostre (BARROS-BATTESTI et al. 2005),
A. parvitarsum (ESTRADA-PENA et al. 2005), A. ovale (BARBIERI et al. 2008a)
and A. pacae (BARBIERI et al. 2008b).

A base do capitulo das larvas de A. brasiliense é retangular assim como
em A. parvitarsum, com dimensdes similares a esta espécie, porém difere
desta por apresentar o palpo mais curto. Por outro lado, A. parvum e A.
pseudoparvum apresentam a base do capitulo subtriangular ou triangular,
assim como A. pacae e A. ovale. Todas as espécies utilizadas para
comparacao apresentam hipostémio espatulado com formula dental 2/2, assim
como o A. brasiliense, cujas dimensbes desta estrutura sdo proximas de A.
cajennense, A. parvum, A. pacae e A. ovale, porém tem comprimento menor

que em A. triste, A. longirostre e A. parvitarsum.
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O idiossoma das larvas de A. brasiliense € arredondado, com dimensdes
similares as encontradas em A. parvum por Barbieri et al. (2007), e a
quetotaxia mostrou-se altamente similar e conservada entre as larvas de
Amblyomma spp. para o idiossoma, com excecdo ao tibiotarso e a cerda dll (7
em A. brasiliense) no tarso .

Clifford e Anastos (1960) descreveram a presenca de quarto pares de
grandes glandulas de cera (large wax glands) no idiossoma de larvas de
Amblyomma, um par localizado dorsalmente na margem posterior lateral do
corpo, e os outros localizados atras de cada coxa.

Famadas et al. (1997) registrou pela primeira vez um par de large wax
glands no quinto festdo de larvas de A. cajennense e, posteriormente, Barbieri
et al. (2007, 2008b) relatou esses pares em larvas de A. parvum, A.rotundatum
e A. pacae assim como em larvas de A. brasiliense, enquanto A. longirostre
apresentou esses pares e ainda, um par adicional no quarto festdo, assim
como as larvas de A. ovale (BARBIERI et al. 2008a).

As larvas de A. brasiliense possuem dois espinhos na coxa |, sendo o
externo mais longo que o interno, e coxas Il e lll com um espinho curto em
cada uma como A. cajennense, A. parvum, A. pseudoparvum e A. nodosum,
porém, neste ultimo, o espinho externo € duas vezes mais longo que o interno.

De acordo com a formula proposta por Clifford e Anastos (1960) para o
género Amblyomma, as cerdas dorsais do tarso | de larvas de A. brasiliense
também apresentam o arranjo 2:2:2:2:2.

A presente redescricdo das ninfas de A. brasiliense complementam
aquela realizada por Aragao (1908) utilizando apenas microscopia de luz.

As caracteristicas morfolégicas e as medidas do idiossoma, gnatossoma
e tarso | desta espécie sdo comparadas com outras espécies de ninfas
previamente descritas, tais como A. parvum e A. pseudoparvum
(GUGLIELMONE et al. 1990), A. dubitatum e A. triste (ESTRADA-PENA et al.
2002) e com caracteristicas de A. neumanni, A. tigrinum e A. maculatum
listadas em chave taxonémica (ESTRADA-PENA et al. 2005).

As ninfas de A. brasiliense apresentam a base do capitulo retangular

com cérnua pontiaguda e auricula curta e arredondada, semelhante a A.
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pseudoparvum. Amblyomma neumanii também apresenta base do capitulo
retangular, porém, diferentemente de A. brasiliense, a cérnua tem formato
arredondado e o palpo é mais largo e curto. Assim como nas larvas de
Amblyomma, as ninfas usadas para comparagao também possuem hipostémio
espatulado com férmula dental 2/2, caracteristica que corrobora a Aragao
(1908).

O idiossoma das ninfas da espécie em discussao apresenta superficie
dorsal oval, com medidas préximas as encontradas em A. parvum, diferindo
desta pelo comprimento do escudo (mais curto em A. brasiliense).

Aragdo (1908) relata medidas aproximadamente maiores para o
idiossoma, porém é importante considerar que neste estudo os espécimes
foram coletados em regido geografica diferente deste e que ndo € mencionado
o local exato de inicio e final para a realizagao de cada medida.

Ninfas de A. brasiliense apresentam pernas longas, coxa | com dois
espinhos evidentes, sendo o externo mais longo que o interno, coxas Il e lll
com um espinho em cada e coxa IV com um espinho bastante curto,
corroborando Aragédo (1908). Tais caracteristicas sdo similares a A. parvum e
diferem de A. dubitatum no tamanho do espinho na coxa IV (mais curta em A.
brasiliense). A mesma distribuicdo de espinhos € observada em A. neumanii,
porém os espinhos de A. brasiliense sao maiores. A. triste com espinhos
externos da coxa | triangulares e A. tigrinum com espinho externo estreito e
pequeno espinho interno na coxa | e A. maculatum com espinho externo na
coxa | também estreito apresentam distribuicdo numérica e morfoldgica de
espinhos diferentes de A. brasiliense.

Parafraseando Barros-Battesti et al. (2005), é necessario utilizar as
caracteristicas morfolégicas com cuidado, visto que a maioria das larvas e
também ninfas do género Amblyomma da regiao Neotropical permanecem
ainda desconhecidas.

Complementando informacdes sobre a espécie de carrapato A.
brasiliense, € aqui apresentado pela primeira vez o estudo ultramorfolégico do
sistema reprodutor de fémeas desta espécie, revelando que o ovario consiste

em um 6érgao tubular Unico e continuo em forma de ferradura, localizado no
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terco posterior do corpo, confirmando os dados de Sonenshine (1991) em
Dermacentor andersoni e D. variabilis, Denardi et al. (2004) em A. cajennense,
Saito et al. (2005) em Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Oliveira et al.
(2005) em Rhipicephalus sanguineus e Oliveira et al. (2006) em A. triste.

A microscopia eletrbnica de varredura mostrou também a presencga de
ovocitos em processo de reabsorgdo. Oliveira et al. (2005) e Saito et al. (2005)
observaram ovoécitos neste estagio em Rhipicephalus sanguineus e em R.
(Boophilus) microplus, respectivamente, e, através de técnicas histologicas os
caracterizaram pelo aspecto anormal e pela desorganizacao celular, incluindo a
presenca de vacuolos autofagicos no citoplasma.

As técnicas histolégicas permitiram classificar o ovéario de A. brasiliense
como panoistico, uma vez que todas as células presentes, exceto as que
compdem a parede do ovario sdo ovogobnias, ou seja, futuros ovécitos.
Segundo Denardi et al. (2004), neste tipo de ovario as células nutridoras e em
carrapatos também as foliculares estdao ausentes.

Morfologicamente, como nas outras espécies de carrapatos ja descritas,
o ovario de A. brasiliense ndo € segmentado em regides distintas de
desenvolvimento como no ovario da maioria dos artropodes. De acordo com
Denardi et al. (2004), a maioria dos ovécitos ndao atinge sincronicamente a
maturidade, uma vez que eles tem seu desenvolvimento inicial retardado pelos
ovocitos adjacentes e proximos destes, entdo, ovocitos em diferentes estagios
de desenvolvimento s&o encontrados, caracterizando um desenvolvimento
simultaneo, porém assincrénico, como observado também em A. brasiliense.

As variagbes morfologicas existentes entre os ovocitos do A. brasiliense
e a diferente deposicdo do vitelo no citoplasma permitiram classifica-los em
cinco estadios, conforme proposto por Denardi et al. (2004), em que os autores
descreveram também estes desenvolvimentos, assim como relatado por
Oliveira et al. (2005). Por outro lado, Saito et al. (2005) encontraram seis
estagios de desenvolvimento em R. (B.) microplus, enquanto Oliveira et al.
(2006) quatro em A. triste.

Em A. brasiliense foi detectada grande deposicao de granulos de vitelo

nos estagios IV e V assim como em A. cajennense e em R. sanguineus em que
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as evidéncias morfolégicas confirmam a ocorréncia principalmente de
elementos vindo do exterior para o interior dos ovécitos (incorporacdo exdgena)
desde o estagio I, contradizendo Balashov (1983) que sugere origem
enddgena e exégena para o vitelo, porém relata primeiramente a origem
enddgena e posterior a esta, a deposi¢cado exogena.

Pela primeira vez foi observado em carrapatos ovocitos com a presenca
de cérium espesso e esculturado, apresentando diminutas cerdas, cuja fungao
ainda nao foi estabelecida.

As técnicas histolégicas mostraram que os ovdcitos | a V estdo presos a
parede epitelial do ovario por uma estrutura celular denominada pedicelo,
também ja observada em outros estudos com ovarios de carrapatos. Said (1992)
e Denardi et al. (2004) relatam que o pedicelo exerce uma pressao crescente em
ovocitos desenvolvidos contra a parede do ovario, que os empurra para dentro do
[Gmem.

Oliveira et al. (2007) estudando o A. triste validou a fungdo de sintese e
suprimento de precursores de vitelo como lipideos, proteinas e carboidratos para
as células do pedicelo.
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6. CONCLUSOES

1. As principais caracteristicas morfolégicas observadas nas larvas de A.
brasiliense sao: base do capitulo retangular, palpos curtos, idiossoma
arredondado, presenga de “large wax gland” no quinto festdo, coxa |
com dois espinhos, sendo o0 externo maior que o interno, e coxas Il e lll
com um espinho em cada uma.

2. A quetotaxia das larvas de A. brasiliense mostrou-se similar e
conservada entre as diversas espécies de do género Amblyomma, com
excecao ao tibiotarso e as cerda dll no tarso I.

3. As principais caracteristicas morfologicas observadas nas ninfas de A.
brasiliense séao: base do capitulo retangular com cérnua pontiaguda,
auricula curta e arredondada, idiossoma oval, coxa | com dois espinhos
evidentes, sendo o externo mais longo que o interno, coxas Il e Ill com
um espinho curto e coxa IV com um espinho muito curto.

4. Ninfas de A. brasiliense apresentam tubérculos quitinosos na superficie
interna da borda posterior do idiossoma.
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5. Estudos adicionais sdo necessarios para que seja possivel a
identificagcdo de estagios imaturos do género Amblyomma da regiao
Neotropical, por meio de chaves taxonémicas.

O ovario de carrapatos Amblyomma brasiliense é do tipo panoistico.

A parede do ovéario de A. brasiliense estdo presos ovécitos em cinco
estagios de desenvolvimento (I-V) por meio do pedicelo celular.

Os ovécitos de A. brasiliense apresentam desenvolvimento assincronico.
Pela primeira vez é relatado em ovdcitos de carrapatos presenca de
cérium espesso e esculturado, apresentando diminutas cerdas com

funcdo ainda nao estabelecida.
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ANEXO B

Prezado Pesquisador,

Estamos  emviando-lhe os  parecercs  sobre o artige  MORPHOLOGICAL
DESCRIPTION OF dmblyomma brasiliense {ARAGAD, 1908} (ACARIIXODIDAE)
LARVA AND NYMPH BASED ON SCANNING ELECTRON MICROSCOPY®, para
ser publicado como Artigo Completo,

Solicitamos o especial favor de realizar as corregies sugeridas pelos relatores denteo do
prizo estipulado de 30 dias. As referéncias bibliogrificas 56 serdo admitidas desde que
sejam de ficil acesso aos leitores. Nio serdio aceitas referéncias de trabalhos publicados
em anais de congressos ¢ as cilagdes de teses devem estar disponiveis no site da Capes
(hutp.!/servicos.capes. gov, bricapesdw/) -~ Banco de Teses, Envie-nos também, uma
copia do trabalho corrigido em CD. Apés o periodo de 30 dias, o trabalho terd que ser
submeftido novamente e niio terd prioridade de publicagiio pela data inicial de envio.
Solicitarmos ainda, o pagamento da taxa de tramitagio para publicacfio no valor de RS
20,00 (a ser paga sempre que o trabalho for submetido). Oz dados bancdring nam o
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