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RESUMO 

 

Amblyomma sculptum, pertencente ao complexo A. cajennense, parasita humanos, animais 

domésticos e silvestres. Apresenta importância mundialmente reconhecida na saúde pública e 

animal por espoliar seus hospedeiros e transmitir patógenos causadores de doenças, como 

Rickettsia rickettsii agente de Febre Maculosa no Brasil. Os carrapatos orientam-se por 

estímulos químicos detectados por seus órgãos sensoriais, como o órgão de Haller, localizado 

no primeiro par de patas, que possui sensilas olfativas capazes de detectarem moléculas 

voláteis, como os odores. No interior destas sensilas há neurônios que se projetam para os lobos 

olfativos, organizados em glomérulos, no interior do singânglio, o sistema nervoso central. Em 

carrapatos, pouco se sabe sobre como a percepção da informação olfativa é integrada no 

singânglio e esta compreensão permitiria obter mais detalhes sobre a biologia, contribuindo 

para o desenvolvimento de novas tecnologias de controle. Objetivou-se verificar a integração 

entre o órgão de Haller e o singânglio por meio da determinação dos padrões de projeção 

neuronal das sensilas olfativas aos lobos olfativos e da reconstrução tridimensional dos 

glomérulos. Machos e fêmeas adultos de A. sculptum foram imobilizados, o órgão de Haller 

seccionado e o nervos olfativos corados com dextran tetrametilrodamina 1%. Os singânglios 

foram dissecados em PBS, fixados em paraformaldeído 4%, lavados em PBST e PBS, 

desidratados em séries ascendente de etanol e montados em lâminas com glicerol. Os 

singânglios foram observados em microscópio de fluorescência Axio Scope.A1 para determinar 

aqueles onde houve projeção. Os lobos olfativos corados foram digitalizados em microscópio 

confocal a laser TCS SP8 e as séries de imagens confocais foram avaliadas no programa 

Reconstruct. Selecionaram-se os lobos olfativos de um macho e três fêmeas para identificação 

dos glomérulos, marcação manual e numeração, com posterior reconstrução 3D. O programa 

permitiu o cálculo dos volumes glomerulares que foram analisados por correlação de Pearson.  

As projeções neuronais originadas nas sensilas olfativas do órgão de Haller estiveram 

confinadas estritamente aos lobos olfativos, organizados em glomérulos. Os glomérulos no 

macho variaram entre 26 e 30 e nas fêmeas, entre 24 e 29. Macho e fêmeas apresentaram 

glomérulos similares, denominados homólogos, nos dois lobos olfativos quando comparados 

intra- e intersexualmente, com correlação positiva entre 72% e 95%. Com relação aos tamanhos 

e formas, os glomérulos foram similares e não foram identificados macroglomérulos, uma vez 

que os glomérulos com maiores volumes no macho e nas fêmeas não apresentaram valores 

superiores a duas vezes o valor da média. O número de indivíduos avaliados não permitiu inferir 

se a menor quantidade de glomérulo nas fêmeas foi estatisticamente significativa e, portanto, 

não se pode afirmar se há dimorfismo sexual. Em carrapatos este foi o primeiro trabalho em 

que se realizou a reconstrução tridimensional dos lobos olfativos. Os resultados obtidos 

contribuem para o conhecimento do processamento central da informação olfativa em 

carrapatos. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Amblyomma sculptum, glomérulos, lobos olfativos, órgão de Haller, 
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ABSTRACT 

 

Amblyomma sculptum belongs to Amblyomma cajennense complex and parasites human beings 

as well domestic and wild animals. This tick species has a world recognized importance in 

public and animal health due blood expoliation and transmission of some pathogens such as 

Rickettsia rickettsia, causal agent of Rocky Mountain Spotted Fever in Brazil. Ticks oriented 

themselves using chemical stimuli perceived by their sensorial organs. The Haller organ, which 

is localized in the first leg, has olfactory sensilla which perceive volatile molecules, as the odors. 

Inside of the sensilla there are neurones that project themselves to olfactory lobes in the 

synganglion, the central nervous system. In ticks, there is a gap in how the perception of the 

olfactory information is integrated in the synganglion and this comprehension would allow 

obtain details that could be used to the development of new control strategies. This work aims 

to verify the integration between the Haller organ and the synganglion by determining its 

neuronal projection patterns until the olfactory lobes as well accomplish its three-dimensional 

reconstruction. Males and females of A. sculptum were immobilized and the Haller organ was 

excised. The olfactory nerves were filled with one drop of dextran tetramethylrhodamine 1%. 

The synganglions were dissected in saline, fixed in 4% paraformaldehyde, washed in saline and 

triton X-100, dehydrated in alcohol series and mounted in glicerol. The synganlions were 

examined in a fluorescence microscope (Axio Scope.A1) to confirm filling from the peripheral 

neurons to the synganglion. The olfactory lobes stained were digitalized in a confocal 

microscope TCS SP8 (Leica) and the series were examined in the Reconstruct software. The 

olfactory lobes of one male and three females were selected to tracing the edges of each 

glomerulus in successive optical sessions in order to obtain the 3D reconstruction. The volume 

was calculated using the same software and their correlation was analyzed by Pearson 

correlation. The neuronal projections from the Haller organ were confined in the olfactory 

lobes, which were organized in glomeruli. The number of glomeruli in the males was 26 and 

30 in each olfactory lobe examined and in the females varied between 24 and 29. Male and 

females showed similar glomeruli in both olfactory lobes, meaning they are homologues, when 

compared intra and intersexually, with a positive correlation between 72% and 95%. 

Considering the volume, the glomeruli were also similar and no macroglomerulus was 

identified, as any glomerulus in the male and female were two times bigger than the average 

volume. The number of specimens evaluated does not allow inferring if the lower number of 

glomeruli in the females was statistically significant. This work shows, for the first time, the 

3D reconstruction of the olfactory lobe in a tick species. The results obtained contribute to 

understand how ticks process their olfactory information.  

 

 

 

 

Keywords: Amblyomma sculptum, glomeruli, olfactory lobes, Haller organ, 3D reconstruction. 

 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

As doenças transmitidas por vetores, principalmente artrópodes ectoparasitos, são 

um dos grandes problemas de saúde pública e animal. Dentre os artrópodes, os carrapatos têm 

importância mundialmente reconhecida1-5, podendo transmitir uma grande variedade de 

organismos patogênicos, incluindo fungos, vírus, bactérias e protozoários aos seus diferentes 

hospedeiros2. Ainda, podem ocasionar a morte do hospedeiro por paralisia, toxicose, irritação 

e alergia6, e serem responsáveis por quedas nos índices de produtividade e depreciação do couro 

de animais de produção5,6. Portanto, estudos que os envolvem são de relevância sanitária e 

econômica. 

São descritas aproximadamente 900 espécies subdivididas em três famílias7: 

Argasidae (carrapatos moles), Ixodidae (carrapatos duros) e Nuttalliellidae (pouco conhecida)8. 

Cerca de 80% dos carrapatos descritos pertencem a família Ixodidae e dentre estes encontram-

se carrapatos do gênero Amblyomma (Acari: Ixodidae), representado por 135 espécies 

distribuídas mundialmente9. Amblyomma cajennense, após reavaliação de sua morfologia, 

biologia e variabilidade genética, foi reclassificado como um complexo de seis espécies que se 

distribuem geograficamente do sul dos Estados Unidos até distintas regiões da América Central 

e do Sul10.  

Carrapatos A. sculptum, pertencentes ao complexo “cajennense”, podem ser 

encontrados nas regiões Sudeste, Centro-Oeste e parte das regiões Sul e Nordeste do Brasil10. 

Esta espécie parasita animais domésticos e silvestres, além de humanos, e é responsável pela 

transmissão de agentes patogênicos, como Rickettsia rickettsii, agente causal da Febre 

Maculosa11. Podem ainda transmitir o agente que provoca borreliose em humanos no Brasil, 

similar à Doença de Lyme12 e laboratorialmente, o protozoário Theileria equi, responsável pelo 

desenvolvimento de teileriose em equinos13. 

Os carrapatos orientam-se principalmente em função de estímulos químicos 

detectados por seu aparelho sensorial14, constituído por sensilas localizadas principalmente no 

órgão de Haller, palpos e quelíceras2. O órgão de Haller, localizado na superfície dorsal do tarso 

do primeiro par de pernas, possui sensilas olfativas responsáveis por detectarem moléculas 

voláteis, como os odores15-17, devido a presença de neurônios no interior destas sensilas que se 

projetam para o sistema nervoso central (singânglio). A informação olfativa é propagada por 

meio de impulsos nervosos do órgão de Haller até o singânglio, local em que é processada. O 

singânglio corresponde a uma massa de nervos fusionados, de onde partem e chegam inervações 



2 
 

aos apêndices, estruturas sensoriais e vários órgãos internos. Em seu interior há dois lobos 

olfativos que recebem axônios enviados do órgão de Haller2.  

Os arranjos anatômico e histológico do sistema nervoso de carrapatos têm sido 

estudados por vários autores, mostrando as similaridades entre machos e fêmeas de uma mesma 

espécie e entre diferentes estágios de vida18-20. Entretanto pouco se conhece a respeito da 

interação entre o sistema nervoso periférico e o central e como e em quais locais específicos do 

singânglio os carrapatos processam as informações. Em um estudo com A. americanum foi 

demonstrada a projeção das sensilas do órgão de Haller até o singânglio utilizando-se corante 

para estruturas neurais. Assim, utilizando-se microscopia confocal, foi possível verificar que as 

sensilas olfativas deste órgão projetam-se até os lobos olfativos, os quais são organizados em 

glomérulos18,21. 

Enquanto nos insetos, estudos apresentam mapas tridimensionais do lobo antenal, 

evidenciando os glomérulos e apresentando como se desenvolve a percepção olfativa22-24, nos 

carrapatos os estudos são limitados, e não há conhecimento de como a percepção da informação 

olfativa pelos receptores periféricos é integrada no sistema nervoso central18.  Desta forma, 

realizar a reconstrução tridimensional do lobo olfativo de A. sculptum permitirá compreender 

as zonas alvo dos neurônios sensoriais olfativos no singânglio do carrapato. Este conhecimento 

é essencial para a obtenção de mais detalhes sobre a biologia deste carrapato, contribuindo para 

o desenvolvimento de novas tecnologias de controle. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Gênero Amblyomma  

 Os carrapatos pertencentes ao gênero Amblyomma apresentam uma grande 

importância médica e veterinária e distribuem-se geograficamente em regiões tropicais e 

subtropicais25. Aproximadamente 135 espécies estão descritas neste gênero mundialmente e 

cerca de 33 são encontradas no Brasil9,12. 

A. cajennense sensu lato (Fabricius, 1787) é umas das espécies deste gênero que 

apresenta ampla distribuição geográfica, podendo ser encontrado desde o sul dos Estados 

Unidos, passando pela América Central e do Sul até a Argentina, e se alimenta em uma 

variedade de hospedeiros vertebrados, principalmente mamíferos10. Este carrapato é um 

importante parasito de animais domésticos e humanos na região Neotropical26 e também um 

dos principais vetores de Rickettsia rickettsii, agente da Febre Maculosa em humanos, em 

algumas áreas da América Central e do Sul27. 

 Estudos morfológicos com  A. cajennense s.l. foram realizados para 

esclarecimentos quanto a taxonomia28,29. Dois experimentos foram conduzidos, um com 

cruzamentos entre carrapatos A. cajennense s.l. de dois estados brasileiros com localização 

geográfica distante (São Paulo e Rondônia)30 e outro com cruzamento entre A. cajennense s.l. 

na Argentina31. Ambos sugeriram que este táxon era provavelmente representado por um 

complexo de diferentes espécies. Posteriormente, foi efetuada uma análise molecular da 

diversidade genética dentre carrapatos A. cajennense s.l. baseada na comparação de uma 

sequência múltipla de genes em carrapatos coletados em toda a área de distribuição desta 

espécie e evidenciaram-se seis grupos geneticamente diferentes32. 

 A partir dos dados obtidos anteriormente, a morfologia dos espécimes 

representativos de cada clado foi examinada e comparada com o objetivo de verificar se a 

subdivisão genética observada estava associada com distintas características fenotípicas. 

Conclui-se que a morfologia era coerente com os resultados das análises molecular e biológica, 

indicando que  A. cajennense é um complexo de seis espécies: Amblyomma cajennense sensu 

stricto (Fabricius, 1787), Amblyomma interandinum (Beati, Nava e Cáceres, 2014), 

Amblyomma mixtum (Koch, 1844), Amblyomma patinoi (Labruna, Nava e Beati, 2014), 

Amblyomma sculptum (Berlese, 1888) e Amblyomma tonelliae (Nava, Beati e Labruna, 2014). 

No Brasil A. cajennense s.s. apresenta ocorrência na região amazônica e A. sculptum pode ser 

encontrado nas regiões Sudeste, Centro-Oeste e parte das regiões Sul e Nordeste10 (Figura 1).  
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FIGURA 1 – Mapa do Brasil mostrando a distribuição geográfica de Amblyomma cajennense sensu strictu, 

Amblyomma cajennense sensu lato e Amblyomma sculptum de acordo com estudo realizado por 

Martins et al33 (A).  Carrapatos fêmea (B) e macho (C) de Amblyomma sculptum encontrados nas 

regiões Centro-Oeste, Sudeste e partes da Sul e Nordeste. Fonte: Adaptado de Martins33 e Nava10. 

 

Por fim, nas Américas, carrapatos pertencentes ao gênero Amblyomma estão 

agrupados em três “complexos de espécies”, denominados “complexo cajennense”, “complexo 

maculatum” e “complexo ovale”, sendo que no Brasil importantes espécies destes complexos 

são encontradas, como por exemplo A. sculptum, A. triste e A. aureolatum, 

respectivamente25,34,35. 

Os carrapatos do complexo cajennense além de ocasionarem danos diretos pelo 

parasitismo, estão associados a transmissão de agentes patogênicos causadores de enfermidades 

em animais e humanos. Diferentes espécies de carrapatos têm sido implicadas como vetores de 

R. rickettsii de acordo com a localização geográfica. No Brasil os principais carrapatos vetores 

pertencem a este complexo11. A febre maculosa ocasionada por este agente apresenta uma alta 

letalidade nas Américas. Segundo dados do Ministério da Saúde foram notificados 113 casos 

da doença e 42 óbitos no ano de 201636. 

 Os carrapatos do complexo cajennense, além de transmitirem a Febre Maculosa, 

podem estar relacionados com a transmissão de um agente causal que provoca borreliose em 

humanos no Brasil, similar à Doença de Lyme12. Ainda, estudos laboratoriais confirmam a 

capacidade de transmissão do protozoário T. equi, responsável pelo desenvolvimento de 
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teileriose em equinos, uma doença endêmica em grandes partes do mundo, incluindo algumas 

áreas da América do Sul13. 

 As espécies de carrapatos deste complexo são trioxênicas, isto é, têm ciclo de vida 

de três hospedeiros. A larva deixa seu hospedeiro após se alimentar e muda para o estágio de 

ninfa, subsequentemente as ninfas não alimentadas buscam o mesmo ou outro hospedeiro, 

alimentam-se, o deixam e mudam para o estágio adulto. Os adultos então, buscam outro 

hospedeiro. Os machos encontram as fêmeas e se acasalam. Após se alimentarem as fêmeas 

deixam os hospedeiros, põem os ovos no solo e morrem2. 

 Estudos realizados mostram que carrapatos deste complexo apresentam apenas uma 

geração por ano. Utilizando equinos para alimentação de todos os estágios parasitários foi 

possível caracterizar a dinâmica sazonal de picos populacionais distribuídos ao longo do ano. 

Observou-se que as maiores infestações por estágios imaturos ocorreram durante o outono e o 

inverno, um período de baixas temperaturas e poucas chuvas, com consequente redução na 

umidade. Enquanto o período de maior atividade dos adultos foi identificado durante os meses 

de primavera e verão, quando o período de luz do dia é mais longo, a temperatura, umidade e 

chuvas são mais elevadas37-39. 

 Na dinâmica das populações notaram-se picos populacionais de um determinado 

estágio durante meses específicos alternados. A redução drástica ou ausência de outro estágio 

na pastagem sugeriu a ocorrência de diapausa durante uma fase do ciclo de vida38. Nos 

invertebrados, a diapausa é um comportamento pré-adaptativo que precede o início de uma 

condição ambiental desfavorável. Esta adaptação fisiológica permite a otimização de suas 

atividades durante períodos de máxima disponibilidade de alimentos40. 

No Brasil, o comportamento de diapausa da larva apresentou-se como um 

importante fator de controle para o padrão de uma geração por ano41. As larvas que eclodem 

entre os meses de novembro a março, período de maior atividade do estágio adulto, 

permanecem no solo em “repouso”, assim, próximo ao mês de abril sobem nas folhas do capim 

e formam aglomerados, caracterizando esta diapausa que regula o ciclo biológico em condições 

naturais12,41. 

2.2 Estrutura sensorial 

 Os carrapatos, assim como a maioria dos animais, interagem por meio de estímulos 

responsáveis por guiarem seus comportamentos14. A comunicação é realizada através de 

estímulos sensoriais, os quais podem ser químicos, de temperatura, sinais sonoros, visuais, 

táteis, iluminação e umidade ou água2. 
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Os semioquímicos, compostos portadores da informação, são secretados 

externamente ao indivíduo e, quando reconhecidos, direcionam uma resposta comportamental 

específica14, como localização de alimentos, parceiros para cópula, hospedeiros, proteção 

individual e outros comportamentos2. Esses compostos são classificados em quatro categorias: 

feromônios, alomônios, cairomônios e sinomônios14, com exceção deste último, todas as classes 

podem ser identificadas e/ou demonstradas desempenhando papel na regulação da adaptação 

comportamental em carrapatos2. 

Os feromônios são emitidos por um indivíduo para influenciar o comportamento de 

indivíduos de mesma espécie de uma maneira que a beneficie. Já os semioquímicos que 

influenciam o comportamento entre indivíduos de espécies diferentes são os alomônios e os 

cairomônios, enquanto alomônios beneficiam os indivíduos que emitem, os cairomônios 

beneficiam os que recebem2,14,42. Os sinomônios, compostos que beneficiam tanto o emissor 

quanto o receptor14, são mais documentados em plantas como voláteis que atraem agentes 

polinizadores contribuindo para o aumento da produção2. 

Os carrapatos possuem órgãos sensoriais responsáveis por detectarem estímulos 

químicos assim como redes neurais para interpretar e responder a informação recebida14. O 

sistema nervoso central (SNC), constituído por uma massa de nervos altamente condensados 

denominada singânglio2, é responsável por coordenar as ações de todos os órgãos43. Enquanto 

o sistema nervoso periférico compreende nervos que inervam apêndices, músculos, estruturas 

sensoriais, integumento e vários órgãos internos2. As informações chegam ao SNC por meio de 

impulsos nervosos (potenciais elétricos) propagados, onde são processados e a ação é 

determinada aos órgãos44.  

 Os órgãos sensoriais distribuem-se pelo corpo e apêndices dos carrapatos e auxiliam 

na sobrevivência dos mesmos, monitorando o ambiente externo e interno2. As principais 

localizações são o tarso do primeiro par de patas, palpos, quelíceras e o escudo45 (Figura 2). O 

órgão de Haller, localizado no primeiro par de patas, foi descrito em 1881 como um órgão de 

função auditiva encontrado em carrapatos ixodídeos. Mas posteriormente evidenciou-se a 

presença de receptores de função olfativa e de detecção de umidade46,47. No primeiro par de 

patas, como um todo, podem ser encontrados receptores olfativos, gustativos, 

mecanorreceptores e de umidade45.  
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FIGURA 2 – Órgãos sensoriais dos carrapatos. A: Órgão de Haller no primeiro par de patas (setas) 

de carrapato Ixodes rubicundus. B: Palpos (P) e quelíceras (Q) de carrapato 

Amblyomma sculptum. Fonte: Adaptado de Belozerov et al48 e Nava et al10. 

  

Os palpos estão localizados ao lado das peças bucais, cada palpo consiste de quatro 

segmentos47 e no segmento terminal podem ser encontrados dois tipos de receptores, os 

quimiorreceptores e os mecanorreceptores2,45. Suas sensilas detectam substâncias solubilizadas 

e podem ser considerados órgãos de quimiorrecepção de contato, uma vez que respondem a 

estímulos por contato direto47. Estas sensilas estão relacionadas com a localização do sítio de 

fixação para posterior alimentação nos hospedeiros2. 

As quelíceras situam-se dorsal ao capítulo45 e facilitam a penetração no 

integumento do hospedeiro e a fixação para estabelecer o local de alimentação2. Possuem 

receptores gustativos e mecanorreceptores. Assim, quando os carrapatos introduzem seu 

aparelho bucal no integumento de seu hospedeiro, os quimiorreceptores conseguem identificar 

os componentes sanguíneos e desta maneira, identificam também o hospedeiro preferencial. 

Desta forma, as quelíceras participam das fases de fixação e ingurgitamento do carrapato45. 

Estudos eletrofisiológicos realizados com carrapatos Rhipicephalus sanguineus49 e 

Rhipicephalus microplus50 evidenciam essa capacidade de identificação dos componentes 

sanguineos dos hospedeiros. Ambos os estudos mostram que estas duas espécies são capazes 

de identificar fagoestimulantes, compostos químicos percebidos pelo contato com uma 

quimiossensila que promovem um efeito positivo no comportamento alimentar. Em R. 

microplus, a sensila do dígito interno da quelícera além de perceber fagoestimulantes já 

conhecidos, é mais responsiva ao soro de bovinos resistentes ao carrapato e menos responsiva 
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ao soro de bovinos sensíveis, sugerindo assim que são também capazes de distinguir 

componentes do soro que diferenciam hospedeiros resistentes dos sensíveis50.   

 Algumas espécies de carrapatos possuem também fotorreceptores45 localizados em 

pares de olhos simples na lateral do escudo e um gânglio óptico no cérebro. No geral, carrapatos 

respondem a sombras e variações na intensidade da luz, e algumas espécies, especialmente 

aquelas que buscam ativamente seus hospedeiros, podem ser capazes de discriminar formas2. 

Receptores celulares, neurônios, mais conhecidos como sensilas, são classificados 

de acordo com suas funções e formato51. Esses receptores correspondem a neurônios bipolares 

constituídos por um axônio (processo central) que se estende para o SNC e um dendrito 

(processo periférico), para a superfície do corpo52. Essas sensilas podem ser quimiossensilas, 

mecanossensilas, fotossensilas e termossensilas2.  

As quimiossensilas de maior importância são as sensilas olfativas localizadas no 

órgão de Haller, sensilas palpais e do dígito interno das quelíceras51.  Sinais elétricos neuronais 

foram detectados, por meio de estudos eletrofisiológicos, quando essas sensilas foram expostas 

a químicos específicos. Odores de hospedeiros e feromônios sexuais foram detectados por 

sensilas no órgão de Haller15,53,54,55 e fagoestimulantes por sensilas das quelíceras49,50. 

2.2.1 Órgão de Haller 

 O órgão de Haller, localizado na superfície dorsal do primeiro par de pernas (tarso 

dianteiro), é uma estrutura quimiossensorial primária usada para detectar voláteis, como 

odores17, e também calor e outros estímulos externos2. Sua função de quimiorrecepção é 

semelhante ao complexo tarsal localizado no primeiro par de patas dos ácaros5 e as antenas dos 

insetos47. Este órgão está envolvido na detecção de alimentos, feromônios, cairomônios de 

hospedeiros, alomônios de plantas e fungos, além de repelentes de artrópodes2,5,42. 

Consiste de uma cápsula posterior, com numerosas sensilas expostas por meio de 

uma pequena abertura, e uma depressão anterior, contendo algumas sensilas localizadas distal 

à cápsula posterior (Figura 3)2,17,47. As sensilas localizadas na cápsula possuem receptores 

olfativos associados ao reconhecimento de odores de bovinos e coelhos, assim como de 

compostos sintéticos análogos aos componentes destes odores, e também podem responder a 

respiração de vertebrados56,57. Sensilas localizadas fora da cápsula podem também detectar 

odores associados a voláteis de vertebrados58, assim como feromônios55. 
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FIGURA 3 – A: Órgão de Haller de Amblyomma sculptum destacando a cápsula (Ca) e a depressão 

anterior (Da). B: Nomenclatura das sensilas do tarso dorsal (d I – VI, c: cápsula do órgão 

de Haller) e ventral (v I-V) representada em Amblyomma variegatum. As linhas tracejadas 

indicam o limite entre as faces dorsal (d), lateral anterior (la) e ventral (v) e a numeração 

é feita de distal para proximal. Fonte: Adaptado de Nava et al10 e Hess et al59.  

 

A depressão anterior contém entre 6 a 7 sensilas inervadas por 2 a9 neurônios 

sensoriais bipolares. Já a cápsula posterior contém entre 4 a13 sensilas, cada uma inervada por 

4-5 neurônios sensoriais bipolares. O número de sensilas e receptores varia entre as diferentes 

espécies de carrapatos17.  

Neste órgão sensorial são encontrados quatro tipos morfológicos de sensilas 

basicônicas: sensila multiporosa de parede simples (receptores olfativos), sensila porosa de 

parede dupla com sulcos longitudinais (quimio-mecanorreceptores), sensila porosa de parede 

dupla com cutícula interna (quimio-termorreceptores) e processo apical sem poros 

(possivelmente com receptores que detectam umidade e temperatura)47,51. Dos dois tipos de 

sensilas quimiorreceptoras conhecidas, as olfatossensilas detectam moléculas em forma de 

vapor, enquanto as gustativas detectam moléculas em soluções ou sólidas por meio do contato 

direto2. 

As paredes das sensilas olfativas contem numerosos poros através dos quais 

moléculas de odor vaporizadas passam e subsequentemente, entram na linfa da sensila. Esta 

linfa contém numerosas proteínas ligadoras de odor (OBPs) e cátions. Evidencias sugerem que 

odores relevantes sejam selecionados e ligados a uma OBP, posteriormente solubilizados e 

transportados ao receptor de odor no dendrito. Os dendritos que inervam as sensilas olfativas 

podem ou não ser ramificados e funcionalmente diversificados2. 

Nos ácaros, similarmente aos carrapatos, sensilas basicônicas são encontradas nas 

estruturas quimiossensoriais também localizadas nos palpos e no tarso dianteiro do primeiro 

par de patas60. O complexo tarsal, considerado um órgão homólogo ao Órgão de Haller, consiste 
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de 9-28 sensilas inervadas por 6-15 neurônios bipolares61. As principais diferenças entre as 

sensilas dos carrapatos e dos ácaros referem-se a estrutura interna, incluindo a presença de poros 

e cavidades nas paredes sensilares e a estrutura das partes periféricas dos dendritos sensoriais. 

No entanto, a topografia deste complexo tarsal, o número de sensilas e os tipos morfológicos 

dependem do grau de especialização do ácaro, sendo possível encontrar diferenças entre ordens 

e espécies60. 

Em insetos, as antenas são os principais órgãos sensoriais olfativos62 e possuem 

sensilas com variáveis neurônios alojados em seu interior63,64. Esses neurônios, assim como nos 

carrapatos, são bipolares e projetam-se para o sistema nervoso central64. Estudos moleculares 

mostram que receptores localizados nos dendritos desses neurônios interagem de maneira 

especifica com odores relevantes ou feromônios, conduzidos por OBPs, seguindo-se a 

transdução do sinal químico para uma resposta elétrica65,66 com posterior processamento da 

informação no sistema nervoso central do inseto67,68.  

Esses receptores são fundamentais para o reconhecimento molecular e a 

discriminação de odores. Em insetos são receptores acoplados codificadores de proteína G 

(GPCRs), similares aos apresentados pelos vertebrados, e localizam-se no citoplasma da 

membrana citoplasmática. Esses receptores ligam-se a uma proteína G, composta de três 

subunidades (a, ß e γ). Assim, quando há a ligação do odor ao receptor, este passa por uma 

alteração conformacional que ativa o complexo proteína G e libera uma de suas subunidades, 

induzindo as enzimas efetoras a sintetizarem segundos mensageiros responsáveis por 

originarem os potenciais elétricos que produzem a mensagem elétrica a ser enviada ao longo 

dos axônios do sistema nervoso central67,68.  Além desses receptores de odor, receptores 

ionotrópicos do tipo glutamato podem ser expressos em algumas sensilas dos insetos64,65,69.   

Em carrapatos, estudos moleculares ainda são pouco expressivos. No genoma de 

Ixodes scapularis não foi encontrada nenhuma sequência de OBPs, apenas uma proteína 

quimiossensorial (CSP) e receptores ionotrópicos foram identificados70. No transcriptoma do 

órgão de Haller de machos de Dermacentor variabilis foram identificados GPCRs nas patas 

frontais, no entanto ausentes nas traseiras, provavelmente estes atuam como receptores olfativos 

e gustativos. Adicionalmente, foram identificados sinais do mecanismo em cascata ativado pelo 

GPCR e enzimas envolvidas na degradação química das moléculas na linfa sensilar de outros 

organismos71,72. Estas enzimas atuam por prevenir uma superestimulação dos receptores, o que 

poderia ocasionar a morte dos mesmos. Entretanto, as OBPs não foram identificadas e 

possivelmente, as lipocalinas identificadas poderiam estar transportando os químicos na linfa 

sensilar ao GPCR5. Em estudo posterior foram identificadas duas proteínas similares as OBPs 
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em A. americanum, nos palpos e no primeiro tarso. Além de outras proteínas envolvidas com a 

quimiorrecepção73.  

Uma vez conduzida a mensagem elétrica pelos axônios, a porção cerebral nos 

insetos responsável pelo processamento da informação olfativa é o lobo antenal62,74. Já nos 

carrapatos, os lobos olfativos recebem os axônios provenientes do órgão de Haller2. No interior 

dos lobos antenal e olfativo, dos insetos e carrapatos, respectivamente, são encontrados 

glomérulos18,21,63,65. Os glomérulos dos lobos antenais, variáveis em diferentes espécies62,65, 

recebem a entrada sensorial de um único tipo de receptor de odor e transmitem essa informação 

a outras partes do cérebro72. Além da diferença na quantidade de glomérulos, em algumas 

espécies de baratas, vespas e abelhas, o dimorfismo sexual dos glomérulos é observado. 

Glomérulos de tamanhos maiores, conhecidos como Complexo Macroglomerular servem como 

exemplo de forte pressão de seleção, para aumentar a sensibilidade dos machos aos odores 

liberados pelas fêmeas, além de odores associados à alimentos63,65. 

Os estudos realizados com insetos mostram a estrutura do sistema olfativo, 

evidenciando os lobos antenais e seus glomérulos, além de apresentarem como se desenvolve 

a percepção olfativa. Em contraste, nos carrapatos é desconhecida como a percepção da 

informação olfativa pelos receptores periféricos é integrada no sistema nervoso central. Em A. 

americanum, as fêmeas possuem entre 16 e 22 glomérulos associados ao processamento do 

sinal do odor, possivelmente a olfação nos carrapatos é similar a dos insetos a nível celular18. 

Sugere-se que a detecção de uma variedade de composições e concentrações de 

compostos induza a busca por hospedeiros e o comportamento de acasalamento devido a 

especialização de muitos dos quimiorreceptores encontrados no órgão de Haller45. Receptores 

presentes na cápsula e na região anterior foram detectados, por meio de estudos 

eletrofisiológicos, para CO2, H2S, lactonas, ácidos graxos de cadeias curtas17, aldeídos 

aromáticos, como o nonanal15 e fenóis substituídos, incluindo o feromônio sexual 2,6-

diclorofenol2.  

Em A. cajennense s.l. verificou-se por meio de estudos eletrofisiológicos respostas 

distintas em dois grupos sensilares específicos. Dentre 20 compostos testados, o 1-octen-3-ol, 

associado aos voláteis de vertebrados, e o 2,6-diclorofenol e 2-nitrofenol, feromônios de 

carrapatos, produziram resposta eletrofisiológica nos neurônios olfativos da sensila D.II.1. Já a 

sensila D.I.1 teve seus neurônios estimulados apenas por 2,6-diclorofenol e o nonanal55, um 

volátil presente em odor de mamíferos que auxilia na localização de hospedeiros por insetos 

hematófagos75. 
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Posteriormente, empregando-se a técnica de cromatografia gasosa foi possível 

constatar que fêmeas de A. cajennense s.l. são capazes de produzir 2,6-diclorofenol. Seguindo-

se com testes de olfatometria observou-se o comportamento de atração e monta nos machos. 

No entanto, ao se testarem carrapatos R. sanguineus, observou-se que as fêmeas produzem o 

2,6-diclorofenol, mas os machos não são capazes de reconhecer esta molécula e, portanto, não 

são atraídos75. A evidencia do comportamento esperado em machos de A. cajennense s.l. 

estimulados pelo 2,6-diclorofenol pode estar relacionada com a ativação de receptores na 

periferia, sugerindo a integração com o singânglio. 

2.3 Sistema Nervoso  

 O Sistema Nervoso dos carrapatos é caracterizado como um órgão vital para o 

sucesso biológico deste grupo, uma vez que apresenta uma diversidade de funções, como o 

controle de todos os processos metabólicos que ocorrem no organismo dos mesmos19. A 

estrutura deste sistema já foi descrita em carrapatos Argasídeos e Ixodídeos mostrando 

similaridade76-79. Em carrapatos R. sanguineus de diferentes estágios (larva, ninfa e adultos) 

não foram observadas diferenças morfo-histológicas20 assim como não houve diferenças 

morfológicas no tecido nervoso em fêmeas alimentadas e não alimentadas80. 

 O sistema nervoso central corresponde a uma massa de nervos fusionados altamente 

condensadas, denominado singânglio78,80, de onde partem nervos periféricos de numerosos 

gânglios nervosos para inervar os apêndices, músculos, estruturas sensoriais, integumento e 

vários órgãos internos2. O singânglio localiza-se ventralmente entre o gnatossoma e o poro 

genital, aproximadamente entre o primeiro e o segundo par de patas51,78, é recoberto por uma 

bainha perivascular denominada bainha perigangliônica78. O esôfago passa através do 

singânglio e o divide em duas regiões: supraesofageal (anterior e dorsal ao esôfago) e 

subesofageal (posterior e ventral ao esôfago). A região supraesofageal, a menor das duas 

regiões, consiste de gânglios protocerebral, queliceral e palpal, enquanto a subesofageal contém 

quatro gânglios pedais, gânglio opistossomal e lobos olfativos pareados, além de nervos que se 

ramificam para órgãos internos (Figura 4)2,19,80,81. 
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FIGURA 4 – Anatomia do singânglio e nervos periféricos associados. A: Representação dos lobos 

do singânglio vista dorsal e ventral. Ch: lobo queliceral, Ol: lobo olfativo, Os: lobo 

opstossomal, Pa: lobo palpal, Pd 1-4: lobos pedais 1-4, Pc: lobo protocerebral, St: lobo 

estomodeal, Pgsh: bainha perigangliônica. B: Vista dorsal de nervos periféricos. ChN: 

nervo queliceral, GeN: nervo genital, LN: nervo lateral, OsN: nervo opstossomal, OpN: 

nervo óptico, PaN: nervo palpal, PsN: nervo paraspiracular, PeN 1-4: nervos pedais 1-

4, StN: nervo estomodeal, SgN 1-4: nervos glandulares salivares, E: esôfago, NI: 

neurilema. Fonte: Adaptado Sonenshine et al2.  

 

 Externamente o singânglio é recoberto por uma camada acelular ou neurilema 

localizada acima da membrana perigangliônica ou perineuro. Internamente é dividido em uma 

região cortical externa (córtex), que contém os corpos das células nervosas e células da glia, e 

a região interna, a neurópila, formada por extensões das células nervosas2,81. Essas duas regiões 

são separadas pelo subperineuro, uma camada de células da glia, traqueia e traqueolos20,81. 

 A zona cortical contém uma fina camada de células da glia, localizada abaixo do 

neurilema, associada com a regulação de atividades neurais. Os corpos celulares são 

constituídos de neurônios motores e neurônios secretórios2. Podem ser encontrados três tipos 

de células neuronais classificadas de acordo com o tamanho da célula, a relação 

núcleo:citoplasma e a atividade neurossecretória4,19,77.  Neurônios do Tipo I são os mais 

abundantes, menores, apresentam caracteristicamente baixa relação citoplasma:núcleo e 

possuem função motora. Os neurônios do Tipo II são células neurossecretórias com tamanho 

variável e apresentam alta relação citoplasma:núcleo. Enquanto neurônios do Tipo III são 

relativamente menores, agrupados no primeiro gânglio pedal e com função desconhecida4,77. 

 A região interna, a neurópila, consiste de tratos fibrosos de axônios e dendritos4. 

Estudos histológicos mostram a presença das regiões externa e interna e seus respectivos tipos 

celulares em diferentes espécies de carrapatos e nas fases de larva, ninfa e adulto. Evidenciando 

a similaridade entre as distintas espécies de carrapatos ixodídeos19,20,81,81. 
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 Estudos voltados para a compreensão da fisiologia, biologia, bioquímica e biologia 

molecular das funções neurais e sensoriais em carrapatos ainda são pouco significativos. 

Catalogar e sequenciar neuropeptídios, assim como identificar quimiorreceptores, proteínas de 

ligação de odores e as vias do processamento da informação sensorial, principalmente a 

olfativa, apresentam uma grande importância, uma vez que por meio desses sistemas os 

carrapatos conseguem reconhecer hospedeiros e por meio de feromônios e outros odores 

localizar parceiros sexuais, se alimentarem, e consequentemente se desenvolverem e 

reproduzirem.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 O Objetivo Geral deste trabalho foi determinar a estrutura tridimensional dos lobos 

olfativos de A. sculptum e comparar os glomérulos de machos e fêmeas. 

3.2 Objetivos Específicos  

- Caracterizar os padrões da projeção neuronal das sensilas olfativas de machos e fêmeas de A. 

sculptum no lobo olfativo. 

- Realizar a reconstrução tridimensional dos glomérulos no lobo olfativo de machos e fêmeas 

de A. sculptum.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

4.1.1 Local e duração do experimento 

A técnica de preenchimento anterógrado dos nervos olfativos até o singânglio, 

microscopia e análise computacional tridimensional foram conduzidos no Centro de 

Parasitologia Veterinária da Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de 

Goiás (CPV/EVZ/UFG). A microscopia confocal foi realizada na Plataforma de Microscopia 

do Instituto Gonçalo Muniz Fiocruz Bahia. 

 

4.1.2 Obtenção de carrapatos adultos não alimentados 

Fêmeas ingurgitadas de A. sculptum foram coletadas de equídeos naturalmente 

infestados e sem tratamento anterior com carrapaticidas da EVZ/UFG e do setor Goiânia 2. As 

larvas foram inoculadas em coelhos (Oryctolagus cuniculus) para realizarem o repasto 

sanguíneo e completarem o ciclo biológico. Os carrapatos em fase de vida livre foram mantidos 

em estufa climatizada (temperatura de 27 ± 2ºC e umidade relativa de 85%) no interior de 

seringas plásticas com o ápice cortado e vedadas com algodão. Procedeu-se da mesma forma 

com as ninfas até a obtenção de adultos não alimentados (machos e fêmeas) e foram utilizados 

carrapatos de um a três meses de idade mantidos na estufa. Todo o procedimento para a 

obtenção da colônia de carrapatos foi aprovado pelo Comitê de Ética de Uso de Animais 

(CEUA) 024/14.  

 

4.2 Métodos 

4.2.1 Preenchimento anterógrado dos nervos olfativos até o singânglio 

Os carrapatos machos e fêmeas de A. sculptum foram imobilizados individualmente 

e posicionados dorsalmente em lâminas para microscopia utilizando fita dupla face (Scotch 

3M). Para corar os nervos olfativos, o primeiro par de pernas foi seccionado após o Tarso I com 

uma tesoura Vannas, na altura do órgão de Haller e o local do corte das secções recebeu uma 

gota de água deionizada (ddH2O) por 30 s. Após este tempo, a gota de ddH2O foi removida com 

um papel do tipo Kimwipe (Kimberly-Clark, Dallas, Texas, Estados Unidos) e substituída por 

uma gota de Dextran Tetrametilrodamina a 1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados 

Unidos) em ddH2O, revestida por vaselina líquida para impedir evaporação do corante As 

lâminas foram então colocadas em placas de Petri contendo um lenço de papel umedecido e 

mantidas por 48 horas a 4ºC.  
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Subsequentemente, o singânglio foi dissecado em solução salina (PBS) e então 

fixado em paraformaldeído a 4% em solução salina a 4ºC durante a noite. Posteriormente, o 

singânglio foi lavado em tampão PBST por seis vezes, sendo cada uma por uma hora, sob 

agitação, em temperatura ambiente. Em seguida foi feita a lavagem em PBS, por 30 min., sob 

agitação, no escuro, à temperatura ambiente. O singânglio foi desidratado em concentrações 

crescentes de etanol (40%, 60%, 80%, 100% por duas vezes) sendo cada uma por 15 min., sob 

agitação, no escuro, à temperatura ambiente e montada em meio de Glicerol com Tampão Tris 

(9:1) (Figura 5).  

 

 

FIGURA 5 – Representação da técnica de Preenchimento anterógrado dos nervos 

olfativos até o singânglio em carrapatos Amblyomma sculptum. (A) 

Carrapatos adultos fêmeas não alimentados imobilizados 

individualmente com fita crepe e posicionados dorsalmente sobre uma 

lâmina para microscopia usando fita dupla face, com o primeiro par 

de pernas estendidos sobre cera odontológica. (B) Local de secção 

(traço vermelho) após o órgão de Haller nas duas pernas. (C) Corante 

Dextran Tetrametilrodamina 1% no local das secções. (D) Lâmina 

com carrapatos preparados armazenada em Placa de Petri contendo 

um lenço de papel umedecido. (E) Carrapato posicionado em Placa de 

Petri com gel contendo PBS para dissecção do singânglio. 
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4.2.2 Microscopia e análise computacional tridimensional 

As lâminas preparadas foram avaliadas em microscópio de fluorescência (Axio 

Scope.A1, Carl Zeiss AG, Jena, Alemanha) e aquelas cujos lobos olfativos apresentaram 

fluorescência foram identificadas e separadas para serem vistas no microscópio confocal. 

A digitalização óptica foi realizada em um microscópio confocal a laser (TCS SP8, 

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha) equipado com dois detectores tipo 

PMT, um externo para iluminação transmitida (DIC) e três lasers de diodo para excitação em 

405, 488, 552 e 638 nm. As estruturas marcadas com Dextran Tetrametilrodamina a 1% foram 

excitadas com o laser DD 488/552 nm utilizando-se a objetiva de 63x/1,4 (com óleo de 

imersão). Foi gerada uma série de imagens de um mesmo singânglio, denominadas “Z-stacks”, 

obtidas a intervalos de 0,896 µm. Aproximadamente 80 a 176 imagens confocais foram geradas 

em cada série. A resolução das imagens foi de 1024 x 1024 pixels e o tamanho do pixel (“pixel 

size”) foi de 240,50 nm. 

As imagens obtidas no microscópio confocal foram analisadas pelo programa livre 

Reconstruct disponível no sitio eletrônico: 

http://synapses.clm.utexas.edu/tools/reconstruct/reconstruct.stm que permitiu a análise 

tridimensional da organização glomerular dos lóbulos olfativos.  

As séries de secções ópticas selecionadas foram importadas individualmente no 

programa Reconstruct criando pastas separadas para cada singânglio, ou seja, para cada 

carrapato, a ser observado. Cada série óptica foi analisada separadamente, nela os mesmos 

glomérulos, dentro de um mesmo lobo olfativo, foram marcados manualmente em cada imagem 

com a mesma coloração e receberam o mesmo número. Conforme os glomérulos apareciam nas 

imagens os seus contornos eram circundados até que não pudessem mais ser vistos nas imagens 

subsequentes, preenchendo dessa forma os lobos olfativos. Após concluir a marcação dos 

glomérulos de um lobo olfativo, estes eram comparados aos do outro lobo olfativo do mesmo 

carrapato. Posteriormente, comparavam-se os lobos olfativos de carrapatos diferentes para que 

fossem identificados os glomérulos homólogos, com posição e tamanhos similares. Desta 

maneira, estes glomérulos recebiam coloração e numeração iguais. 

Ao final das marcações e numerações individuais os volumes dos glomérulos dos 

dois diferentes lobos de cada série de imagens, foram gerados pelo programa Reconstruct. O 

volume de cada glomérulo em uma série de secções ópticas foi calculado pelo programa como 

uma média a partir de cada marcação que obteve a mesma numeração. Uma vez que o “pixel 

size” utilizado pelo microscópio confocal (240,50 nm) fosse fornecido ao programa no 

http://synapses.clm.utexas.edu/tools/reconstruct/reconstruct.stm
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momento da importação das imagens. Após a conclusão das marcações e a confirmação da 

numeração entre os glomérulos foi possível a realização da reconstrução tridimensional. 

 

4.3 Análise Estatística 

Os volumes glomerulares fornecidos pelo programa Reconstruct foram tabelados e 

comparados por meio da Correlação de Pearson (P<0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

A técnica de preenchimento anterógrado dos nervos localizados no órgão de Haller 

usada neste estudo permitiu a visualização dos lobos olfativos corados em aproximadamente 

2% do total de carrapatos preparados (de 650 carrapatos preparados em 11 obteve-se coloração). 

Algumas áreas dos lobos olfativos apresentaram intensa coloração dificultando a contagem 

individual dos glomérulos. Esta observação pode estar relacionada com um excesso de corante 

ou com a presença de neurônios de segunda ordem que inervam a neurópila e estão manchados 

por um extravasamento de corante. Diante desta dificuldade em distinguir os glomérulos, foram 

selecionados para a avaliação do volume glomerular um macho e três fêmeas.  

 Nestes carrapatos observou-se a coloração dos nervos olfativos até os glomérulos, 

estruturas encontradas no interior dos dois lobos olfativos, no singânglio. As projeções 

neuronais originadas nas sensilas olfativas do órgão de Haller estiveram confinadas 

estritamente aos lobos olfativos, visto que ao entrar nos mesmos o nervo olfativo se ramifica 

em direção aos glomérulos, não sendo possível a visualização de outras estruturas coradas 

(Figura 6).  

 

 

FIGURA 6 – Projeções neuronais originadas no Órgão de Haller em direção aos lobos olfativos de 

carrapato Amblyomma sculptum. A: Lobos olfativos corados (setas) no interior do singânglio. 

B: Glomérulos evidenciados no interior dos lobos olfativos.  

A reconstrução tridimensional realizada por meio do programa Reconstruct, 

permitiu o reconhecimento do mesmo glomérulo entre os lobos olfativos de um mesmo 

indivíduo e de indivíduos diferentes, possibilitando atribuir mesmo número e coloração aos 

glomérulos homólogos. Dentre os lobos olfativos avaliados no macho de A. sculptum foi 

estimado 26 e 30 glomérulos (média=28), enquanto nas fêmeas, o número de glomérulos variou 

entre 24 e 29 (média=26,8).  
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Os lobos olfativos apresentaram glomérulos com tamanhos e formas similares e 

nenhum macroglomérulo foi observado. Embora o número de glomérulos tenha sido menor nas 

fêmeas quando comparado ao macho, o número de indivíduos avaliado não permite inferir se 

esta diferença é estatisticamente significativa e, portanto, não há como afirmar se há dimorfismo 

sexual. 

 

5.1 Número e volume dos glomérulos 

O macho 1 e a fêmea 2 foram selecionados como referências para a marcação dos 

glomérulos dos outros carrapatos por apresentarem os lobos olfativos mais completos quando 

comparados aos demais, o que pode ser visualizado pela marcação (Figura 7) e reconstrução 

tridimensional (Figura 8). Ao se considerar o número total de glomérulos encontrados em 

ambos os lobos olfativos de cada carrapato, ou seja, os glomérulos correspondentes no lobo 

olfativo 1 (L1) com os do lobo olfativo 2 (L2), pode-se dizer que no macho 1, 87% dos 

glomérulos foram encontrados (26 de 30 glomérulos foram reconhecidos em ambos os lobos 

olfativos). Na fêmea 1, 90% dos glomérulos foram marcados (26 de 29 glomérulos), na fêmea 

2, 100% dos glomérulos (27), e na fêmea 3, 86% (24 de 28). 
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FIGURA 7 – Marcação dos glomérulos nos lobos olfativos realizada no programa 

Reconstruct utilizando uma série de imagens produzidas pelo microscópio 

confocal. A e B: marcação na fêmea 2. C e D: marcação no macho 1. 
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FIGURA 8– Reconstrução tridimensional dos lobos olfativos da fêmea 2 (A e B, ventral e dorsal 

respectivamente) e do macho 1 (C e D, ventral e dorsal respectivamente). 

 

O volume dos glomérulos foi calculado em micrometros cúbicos. Na Tabela 1 pode-

se verificar a presença e ausência dos glomérulos numerados e a variação volumétrica. 

 

TABELA 1 - Ocorrência dos glomérulos identificados nos lobos olfativos dos carrapatos Amblyomma 

sculptum selecionados para a reconstrução tridimensional. 

Glomérulos 
M1 F1 F2 F3 Volume Mínimo - 

Máximo (µm3)  

Média - Erro Padrão 

(µm3) L1 L2  L1 L2  L1 L2  L1 L2  

1 1 1 1 1 1 1 1 1 100,329 - 309,427 168,806 ± 21,982 

2 1 1 1 0 1 1 1 0 77,370 - 325,733 139,755 ± 34,565 

3 1 1 1 1 1 1 1 1 74,631 - 402,041 184,679 ± 44,688 

4 1 0 1 1 0 0 1 0 46,819 -  189,758 117,428 ± 30,144 

5 1 1 1 1 1 1 1 1 63,781 - 156,442 97,188 ± 12,143 

6 1 1 1 1 1 1 1 1 73,387 - 288,243 133,628 ± 23,695 

7 1 1 1 1 1 1 1 1 88,073 - 134,575 100,555 ± 5,890 

8 1 1 1 1 0 0 1 1 84,785 - 301,557 151,008 ± 35,230 

9 1 1 1 1 1 1 1 1 75,609 - 102,12 88,655 ± 3,431 

10 1 1 1 1 1 1 1 1 69,003 - 103,242 89,048 ± 3,424 

11 1 1 1 0 1 1 1 1 79,645 - 120,345 96,352 ± 5,223 

12 1 1 1 1 1 1 1 1 106,397 - 185,249  137,056 ± 8,178 

13 1 1 1 1 1 1 1 1 81,935 - 129,865 110,792 ± 5,952 

14 1 1 1 1 1 1 1 1 65,060 - 105,917 87,673 ± 4,394 

15 1 1 1 1 1 1 1 1 98,431 - 136,057 116,866 ± 4,796 

16 1 1 1 1 1 1 1 1 165,971 - 288,497 217,708 ± 12,044 

17 1 1 1 1 1 1 1 1 54,021 - 120,309 96,728 ± 8,325 

18 1 1 1 1 1 1 1 1 81,699 - 128,657  102,640 ± 5,080 
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19 1 1 1 1 1 1 1 1 78,999 - 135,429 113,886 ± 6,010 

20 1 1 1 1 1 1 1 1 77,058 - 116,896 93,100 ± 15,086 

21 1 1 1 1 1 1 1 1 91,242 - 113,645 101,692 ± 2,829 

22 1 1 1 1 1 1 1 0 62,370 - 195,309 106,922 ± 17,214 

23 1 1 1 1 1 1 1 1 116,626 - 182,869 140,272 ± 7,446 

24 1 0 1 1 1 1 1 0 96,302 - 117,632 107,551 ± 2,906 

25 1 1 0 0 1 1 1 1 141,129 - 202,293 182,267 ± 8,310 

26 1 1 1 1 1 1 1 1 91,648 - 123,378 106,102 ± 3,136 

27 1 1 1 1 1 1 1 1 82,741 - 143,273 108,881 ± 6,659 

28 1 0 1 1 1 1 1 1 110,501 - 182,767 133,803 ± 10,794 

29 1 1 1 0 0 0 0 0 160,952 - 211,424 183,002 ± 12,177 

30 1 0 1 1 1 1 0 0 64,505 - 77,433 70,686 ± 2,116 

Total 30 26 29 26 27 27 28 24     

M1, macho 1; F1, fêmea 1; F2, fêmea 2; F3, fêmea 3; L1, Lobo Olfativo 1; L2, Lobo Olfativo 2. 

  

A comparação entre as fêmeas (intrassexual), permitiu identificar 83% dos 

glomérulos correspondentes (25 glomérulos foram marcados em pelo menos um lobo olfativo 

de cada fêmea de um total de 30 glomérulos identificados). Ao se comparar o macho com as 

fêmeas (intersexual), constatou-se que dos oito lobos olfativos avaliados, 83% apresentaram 

correspondência em ambos os sexos, ou seja, 25 glomérulos dos 30 marcados foram 

identificados em pelo menos um lobo olfativo de cada um. O glomérulo que apresentou menor 

correspondência foi o 29, sendo marcado apenas no macho 1 e em um lobo da fêmea 1. 

O volume glomerular entre machos e fêmeas apresentou uma variação entre 46,819 

µm3 e 402,041 µm3 (menor e maior volume), sendo a maior variação encontrada entre os 

glomérulos 3, com valores de 74,631 µm3 e 402,041 µm3 (184,679 µm3 ± 44,688 µm3) e a menor 

entre os glomérulos 30, com valores entre 64,505 µm3 e 77,433 µm3 (70,686 µm3 ± 2,116 µm3). 

Ao se observar o macho individualmente o volume dos glomérulos (menor e maior) variou 

entre 46,819 µm3 e 242,920 µm3 (120,932 µm3 ± 4,966 µm3).  Nas fêmeas os volumes dos 

glomérulos menores e maiores variaram entre: fêmea 1, 54,021 µm3 e 402,041 µm3 (148, 895 

µm3 ± 11,110 µm3), fêmea 2, 63,781 µm3 e 199,581 µm3 (105,188 µm3 ± 3,832 µm3) e fêmea 

3, 70,093 µm3 e 223,643 µm3 (110,407 ± 4,829 µm3). 

 

5.2 Análise Quantitativa 

 A determinação visual dos pares de glomérulos foi confirmada por meio da 

realização da análise quantitativa baseada na correlação entre os volumes dos glomérulos 

homólogos.  
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 Inicialmente a comparação entre os pares homólogos foi realizada em cada 

indivíduo (intraindividualmente) por meio da correlação de Pearson, calculada entre os 

glomérulos dos dois lobos olfativos. O coeficiente de correlação foi significativamente 

diferente de zero (P < 0,05). As duas variáveis (o par de glomérulos, sendo cada um em um 

lobo olfativo) apresentaram-se correlacionados positivamente (correlação entre 72% e 95%), 

com os pontos alinhados em uma mesma direção ascendente.  

 O mesmo procedimento foi aplicado para a comparação entre as fêmeas 1, 2 e 3. 

Mostrando que as fêmeas apresentaram volumes glomerulares similares com correlação 

positiva de 92,6% (Figura 9). 

 

 

FIGURA 9 – Correlação de Pearson realizada entre os volumes dos pares de glomérulos das 

fêmeas 1, 2 e 3. 

 Posteriormente a correlação foi realizada entre o macho e as fêmeas (intersexual), 

revelando que os glomérulos descritos em ambos os sexos apresentaram dimensões similares, 

com uma correlação positiva de 89,78% (Figura 10). 
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FIGURA 10 – Correlação de Pearson realizada entre os volumes dos pares de glomérulos do 

macho e das fêmeas 1, 2 e 3. 

 

Assim, a avaliação dos volumes glomerulares por meio da correlação permitiu a 

confirmação das marcações realizadas nos lobos olfativos, uma vez que se obteve uma forte 

correlação positiva, permitindo a identificação destes glomérulos como homólogos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo verificou-se a projeção das sensilas olfativas do órgão de Haller de A. 

sculptum em direção aos lobos olfativos situados no singânglio. No interior destes lobos os 

neurônios sensoriais olfativos se ramificaram em estruturas identificadas como glomérulos. Os 

volumes dos glomérulos marcados foram comparados e estes foram identificados como 

homólogos entre os lobos olfativos de carrapatos do mesmo sexo e de sexos diferentes. A 

quantidade variou entre machos, 26 e 30, e fêmeas, entre 24 e 29. A forma e o tamanho dos 

glomérulos entre machos e fêmeas não apresentaram diferenças significativas. Procedeu-se pela 

primeira vez em carrapatos a reconstrução tridimensional dos lobos olfativos.  

A projeção das sensilas olfativas do órgão de Haller de A. sculptum assim como a 

morfologia dos glomérulos no interior dos lobos olfativos foram similares ao demonstrado em 

Amblyomma americanum18. As sensilas olfativas localizadas no órgão de Haller de A. sculptum 

aparentemente projetaram-se exclusivamente para os lobos olfativos, uma vez que não foram 

observadas outras regiões coradas no interior do singânglio. Em estudos com o carrapato A. 

americanum e com o ácaro Phytoseiulus persimilis foi verificado que ao realizar a projeção dos 

nervos olfativos os mesmos estavam associados aos glomérulos olfativos e ao realizar a 

projeção dos palpos os nervos palpais estavam confinados ao gânglio palpal em ambos18,82. É 

sugerido assim, que os lobos olfativos recebem inervação proveniente apenas dos neurônios 

sensoriais olfativos do órgão de Haller. 

A posição dos lobos olfativos de A. sculptum é semelhante à descrita em carrapatos 

A. americanum e no ácaro P. persimilis, porção ventral do singânglio próxima ao primeiro 

gânglio pedal18,83. A transmissão da informação química para o centro olfativo produz 

representações internas dos odores detectados a nível periférico assim como em insetos e 

ácaros, sugerindo que a organização do sistema olfativo é altamente conservada em diferentes 

linhagens de artrópodes82,84. 

Glomérulos similares entre os lobos olfativos do carrapato A. sculptum foram 

identificados por meio da marcação realizada no programa Reconstruct e, confirmados como 

homólogos pela correlação de Pearson calculada com os volumes dos glomérulos marcados. 

Constataram-se valores de correlação superiores a 72% quando os glomérulos foram 

comparados. De acordo com Sampaio85 variáveis independentes com correlação superior a 50% 

apresentam uma confiança média e quando este valor supera 70% e se aproxima de 100%, 

percebe-se uma forte associação. Ou seja, neste estudo verificou-se a presença de correlação 

positiva entre os glomérulos, sugerindo que em ambos os lobos olfativos, glomérulos com 
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mesma numeração provavelmente são capazes de identificar e interpretar voláteis similares, 

assim como ocorre em abelhas, cujos estudos eletrofisiológicos mostram que glomérulos 

homólogos podem ser morfologicamente idênticos86. 

O número de glomérulos observado nos lobos olfativos corados das três fêmeas 

apresentou uma pequena variação assim como quando comparada a variação dentro de apenas 

um macho e entre o total (macho e fêmeas). Essa diferença na quantidade entre macho e fêmeas 

pode não ser uma diferença sexual, uma vez que tanto nas fêmeas quanto no macho o número 

de lobos olfativos corados pode ser considerado insuficiente para tal comparação. Outros 

estudos utilizam números maiores de insetos machos e fêmeas para a comparação, como por 

exemplo, em estudos com Anopheles gambiae e Aedes aegypti, em que foram comparadas 

imagens confocais de 30 mosquitos (60 lobos antenais) de cada sexo para cada espécie e em 

ambos os estudos, os autores observaram a presença de dimorfismo sexual, seja por variações 

de tamanho e forma dos glomérulos, como também pela diferença de apenas uma unidade 

glomerular entre machos e fêmeas23,24. 

Estimou-se em A. sculptum que os machos apresentam entre 26 e 30 glomérulos, 

enquanto nas fêmeas, o número pode variar entre 24 e 29. Quantidade similar a encontrada em 

P. persimilis, em que os glomérulos variaram entre 14 e 2181. Estes números observados foram 

próximos ao identificado no triatomíneo Rhodnius prolixus, entre 15 e 2222, mas inferior ao 

encontrado em outros insetos hematófagos, como o A. aegypti com 4923 e o A. gambiae com 

6124. Assim como observado em carrapatos, em insetos pode haver uma variação na quantidade, 

no tamanho e na localização dos glomérulos no interior dos lobos antenais de acordo com a 

espécie84 e também entre machos e fêmeas de uma mesma espécie87-89. 

Os glomérulos foram identificados e contados nos machos de A. sculptum, no 

entanto em um estudo com carrapatos A. americanum, os glomérulos dos machos apresentaram-

se empacotados o que dificultou a visualização individual e impossibilitou a contagem. Neste 

mesmo estudo foi possível identificar os glomérulos das fêmeas, que variaram entre 16 e 22 por 

lobo olfativo. Mas não procederam com a reconstrução tridimensional18, diferentemente do 

obtido em A. sculptum. Essas diferenças entre espécies e entre machos e fêmeas podem estar 

associadas a diferenças morfológicas existentes no órgão de Haller, assim como observadas em 

um estudo entre machos e fêmeas de Ixodes scapularis, A. americanum e Dermacentor 

variabilis90. 

Apesar da possibilidade de diferenças morfológicas no órgão de Haller entre 

espécies justificar as diferenças glomerulares encontradas, deve-se considerar a quantidade de 

carrapatos que apresentaram os glomérulos corados, e assim as dificuldades na adequação da 
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técnica utilizada. Em insetos, estudos mostram o uso de anticorpos monoclonais 

exclusivamente ou associados a outros marcadores de células neuronais para a obtenção da 

coloração e identificação dos glomérulos. Dentre os anticorpos monoclonais, o nc82 apresenta 

maior capacidade de corar neurônios aferentes e outros componentes no interior dos 

glomérulos, permitindo uma melhor identificação das bordas glomerulares23,24,91.  

Os principais pontos de dificuldades para adequação e execução da técnica aqui 

utilizada foram levantados. O primeiro obstáculo foi relacionado com a montagem e 

manutenção da colônia de carrapatos, uma vez que esta espécie possui apenas um ciclo anual e 

predileção por determinadas temperaturas e umidades, e seus hospedeiros preferenciais são os 

equinos. Como os carrapatos eram colocados para se alimentarem em coelhos, não foi possível 

obter adequados ingurgitamento, mudanças de estágios e oviposição. Desta maneira, foi 

necessário um tempo maior para a obtenção dos carrapatos adultos não alimentados, e estes 

foram inicialmente utilizados em idades diferentes para posteriormente fixação de uma idade 

de acordo com melhor aproveitamento. Com relação ao desenvolvimento da técnica, a 

identificação do local adequado para realizar o corte na perna dos carrapatos, a escolha do 

corante e a obtenção da coloração dos nervos olfativos, assim como a dissecação e a 

manipulação dos singânglios cuidadosamente para evitar perdas por esmagamento com pinças 

foram pontos cruciais que necessitaram de treinamentos. Ainda, a ausência de um microscópio 

confocal na unidade de trabalho não permitiu um melhor aproveitamento do equipamento.  

Diante dos resultados encontrados após o ajustamento e estabelecimento da técnica 

de montagem e coloração dos nervos olfativos de carrapatos, considerando-se as similaridades 

entre o sistema olfativo de carrapatos e insetos, ainda neste mesmo estudo, além da utilização 

de apenas um corante, associou-se a este corante (tetrametilrodamina) o anticorpo primário 

3C11 (anti-SYNORF1-s) (DSHB Hybridoma Product 3C11 anti SYNORF 1, Iowa, Estados 

Unidos) e o anticorpo secundário Alexa Fluor 488 (Life Technologies, Carslbad, Califórnia, 

Estados Unidos), no entanto, nenhum dos carrapatos preparados apresentou o resultado 

esperado. Sugere-se a inserção de outros anticorpos monoclonais, como nc82 devido a maior 

efetividade, para a obtenção de uma melhor coloração dos glomérulos. 

Ao se determinar as médias dos volumes dos glomérulos nos dois lobos olfativos 

do macho (média dos glomérulos do L1: 121,815 µm3 e média dos glomérulos do L2: 119,913 

µm3) e compará-las com os valores individuais dos glomérulos, é possível identificar a presença 

ou não de macroglomérulos. De acordo com Kleineidam et al92, o volume dos macroglomérulos 

é superior à média dos volumes em nove a dez vezes. Como neste estudo o maior glomérulo do 

macho foi o 16, e este glomérulo no L1 (200,699 µm3) foi 1,6 vezes superior à média 
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correspondente e o localizado no L2 (242,920 µm3) foi duas vezes superior à média 

correspondente, sugerindo assim que o macho não possui macroglomérulos. Espécies que 

apresentam macroglomérulos, tais como a mosca Drosophila melanogaster, precisam 

identificar feromônios sexuais em longas distâncias, por isso, estes glomérulos foram adaptados 

para perceber nesta espécie o composto 11-cis-vaccenyl acetato65, no entanto, em carrapatos 

comumente a cópula ocorre no próprio hospedeiro e os feromônios sexuais atuam em curtas 

distâncias42,55,75. Desta maneira, a ausência de macroglomérulos em carrapatos poderia ser 

justificada, uma vez que seus glomérulos não possuem capacidade de reconhecer feromônios 

sexuais a longas distâncias por não apresentarem esta adaptação. 

Assim como observado em fêmeas de insetos, as fêmeas de A. sculptum também 

não apresentaram macroglomérulos22,23,87,88,93. Semelhante a obtenção das médias dos volumes 

dos glomérulos do macho, determinaram-se as médias dos glomérulos do L1 e L2 da fêmea 1 

(160,043 µm3 e 136,461 µm3), fêmea 2 (110,463 µm3 e 99,913 µm3) e fêmea 3 (110,646 µm3 e 

110,128 µm3). O maior glomérulo na fêmea 1 foi o 3, enquanto nas fêmeas 2 e 3 foi o glomérulo 

16. Como esperado nenhum destes glomérulos apresentou volume superior à média em mais de 

duas vezes. 

Os mapas tridimensionais dos lobos antenais em insetos têm mostrado importância 

na compreensão dos princípios fundamentais da integração da informação olfativa central e a 

discriminação a nível dos lobos antenais e nos altos centros cerebrais, assim como demonstrado 

em abelhas86,94, D. melanogaster95 e mosquitos23,24. Estas reconstruções possibilitam 

comparações do processamento e da regulação da olfação intra- e interespécies. Em carrapatos 

este foi o primeiro trabalho em que se realizou a reconstrução tridimensional dos lobos 

olfativos, mas sugere-se a utilização de outra técnica que possibilite a obtenção de um maior 

número de machos e fêmeas marcados pelos corantes para posterior comparação. A marcação 

de neurônios sensoriais olfativos de sensilas especificas do órgão de Haller de A. sculptum, 

como as sensilas DI.1 e DII.1, permitiriam a distinção dos glomérulos que identificam 

feromônios de importância já reconhecida nesta espécie, para a comparação destes com os 

demais, a fim de se excluir a presença de macroglomérulos. A utilização de outro programa, 

como o Amira 6.2, também poderá ser uma alternativa para obtenção de dados mais precisos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Este estudo permitiu a visualização das projeções neuronais das sensilas olfativas 

do órgão de Haller de carrapatos A. sculptum machos e fêmeas confinadas aos glomérulos, no 

interior dos lobos olfativos, do singânglio. Em adição, observou-se glomérulos homólogos no 

interior dos lobos olfativos de um mesmo indivíduo e entre indivíduos do mesmo sexo e de 

sexos diferentes. Semelhante ao encontrado em outra espécie de carrapato e em insetos e ácaros. 

O número de glomérulos encontrados em macho e fêmeas de A. sculptum são semelhantes e 

não foram observados macroglomérulos. 

A reconstrução tridimensional realizada por meio das marcações dos glomérulos de 

A. sculptum em cada secção de imagem obtida pelo microscópio confocal ainda é incipiente, 

mas possibilita a visualização das diferenças existentes intra- e interespécies. Os mapas 

tridimensionais já realizados em insetos foram os passos iniciais para a compreensão do 

processamento e da regulação da olfação, informações importantes para o conhecimento da 

biologia do parasito e essenciais para permitir o avanço dos estudos na área. Desta maneira, 

estes representam resultados iniciais para a compreensão da interação entre sistema periférico 

e central e do processamento da informação olfativa nos carrapatos. Avanços nesta área poderão 

permitir o desenvolvimento de novos métodos de controle. 
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ANEXO – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA / UFG) para manutenção 

da colônia de carrapatos em coelhos. 
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