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RESUMO

Os carrapatos sao ectoparasitas hematdéfagos de grande importancia médica, veterinaria
e econdbmica devido a sua capacidade de transmitir diversos agentes patogénicos para
animais e seres humanos. Apesar da relevancia desses organismos, ainda existem
lacunas no conhecimento sobre os eventos morfolégicos que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionario de muitas espécies. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo descrever as principais mudangas morfolégicas observadas durante o
desenvolvimento embrionario de Rhipicephalus linnaei entre o dia 11 ao 15
pods-oviposicado. Foram utilizadas fémeas ingurgitadas mantidas em condigdes controladas
de temperatura e umidade para obtencdo dos ovos. Os embrides foram submetidos a
remogao do cérion, marcagao nuclear com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), microscopia
de fluorescéncia e microscopia eletrénica de varredura (MEV). As analises permitiram
acompanhar a articulagdo progressiva dos apéndices locomotores, a reorganizagdo do
quarto par de pernas e a diferenciagcdo gradual das estruturas localizadas na regiao
anterior do embrido. Entre os principais resultados observou-se o aumento da articulagao
dos trés primeiros pares de pernas, a reducao progressiva da visualizagdo do quarto par
de pernas e o surgimento de estruturas compativeis com o desenvolvimento do
hipostbmio nos estagios mais avangados analisados. Os padrdes observados
mostraram-se semelhantes aos descritos para outras espécies da familia Ixodidae,
embora diferengas na cronologia de aparecimento de algumas estruturas tenham sido
identificadas. Os resultados contribuem para ampliar o conhecimento sobre a
embriogénese de R. linnaei e permitem ter informagdes relevantes para futuros estudos
relacionados a biologia do desenvolvimento, morfologia comparada e estratégias de
controle de carrapatos.

Palavras-chave: Ixodidae; embriogénese; morfogénese; microscopia de fluorescéncia;
microscopia eletrénica de varredura.
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RESUMEN

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos de gran importancia médica, veterinaria y
economica debido a su capacidad para transmitir diversos agentes patdbgenos a animales
y seres humanos. A pesar de la relevancia de estos organismos, aun existen vacios en el
conocimiento sobre los eventos morfolégicos que ocurren durante el desarrollo
embrionario de muchas especies. En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo
describir los principales cambios morfolégicos observados durante el desarrollo
embrionario de Rhipicephalus linnaei entre los dias 11 y 15 posteriores a la oviposicion.
Se utilizaron hembras ingurgitadas mantenidas bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad para la obtencién de los huevos. Los embriones fueron sometidos
a la remocion del corion, marcacion nuclear con 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
microscopia de fluorescencia y microscopia electrénica de barrido. Los analisis
permitieron acompanar la articulacion progresiva de los apéndices locomotores, la
reorganizacion del cuarto par de patas y la diferenciacion gradual de las estructuras
localizadas en la region anterior del embrion. Entre los principales resultados se observo
un aumento de la articulacion de los tres primeros pares de patas, una reduccion
progresiva de la visualizacion del cuarto par de patas y la aparicion de estructuras
compatibles con el desarrollo del hipostoma en los estadios mas avanzados analizados.
Los patrones observados fueron similares a los descritos para otras especies de la familia
Ixodidae, aunque se identifican diferencias en la cronologia de aparicion de algunas
estructuras. Los resultados contribuyen a ampliar el conocimiento sobre la embriogénesis
de R. linnaei y permiten tener informacion relevante para futuros estudios relacionados
con la biologia del desarrollo, la morfologia comparada y las estrategias de control de
garrapatas.

Palabras clave: Ixodidae; embriogénesis; morfogénesis; microscopia de fluorescencia;
microscopia electronica de barrido.
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ABSTRACT

Ticks are hematophagous ectoparasites of considerable medical, veterinary, and economic
importance due to their ability to transmit a wide range of pathogens to animals and
humans. Despite their relevance, significant gaps remain in the understanding of the
morphological events that occur during the embryonic development of many tick species.
In this context, the present study aimed to describe the main morphological changes
observed during the embryonic development of Rhipicephalus linnaei between the 11th
and 15th days post-oviposition. Engorged females were maintained under controlled
temperature and humidity conditions for egg collection. The embryos were subjected to
chorion removal, nuclear staining with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), fluorescence
microscopy, and scanning electron microscopy. The analyses allowed the observation of
the progressive articulation of the locomotory appendages, the reorganization of the fourth
pair of legs, and the gradual differentiation of structures located in the anterior region of
the embryo. Among the main findings, an increase in the articulation of the first three pairs
of legs, a progressive reduction in the visibility of the fourth pair of legs, and the
appearance of structures compatible with the development of the hypostome in the most
advanced stages analyzed were observed. The patterns identified were similar to those
described for other species of the family Ixodidae, although differences in the timing of the
appearance of certain structures were detected. These findings contribute to expanding
the current knowledge of the embryogenesis of Rhipicephalus linnaei and provide relevant
information for future studies involving developmental biology, comparative morphology,
and tick control strategies.

Keywords: Ixodidae; embryogenesis; morphogenesis; fluorescence microscopy; scanning
electron microscopy.
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1. INTRODUGAO

1.1 Taxonomia dos carrapatos

Os Carrapatos séao artropodes, ectoparasitas e hematéfagos, o que significa que
eles dependem do sangue de um hospedeiro, neste caso organismos vertebrados,
para se alimentar e completar seu ciclo de vida. Dessa forma eles se tornam vetores
que podem transmitir diversos patdogenos como bactérias e virus, tanto para
animais como para seres humanos, sendo seu estudo de grande relevancia médica,

veterinaria e econdmica.

Os carrapatos pertencem ao filo Arthropoda, grupo que reune organismos
amplamente conhecidos, como insetos, crustaceos, aranhas e escorpides. Dentro
desse filo, os carrapatos sao classificados no subfilo Chelicerata, caracterizado pela
presenca de queliceras, estruturas especializadas que participam da fixagdo e
alimentagao desses organismos (Brusca e Brusca, 2007).

No contexto da classificacdo taxondmica, os carrapatos pertencem ao Subfilo
Chelicerata, Classe Arachnida e Ordem Ixodida (Nava et al., 2017). Atualmente, a
ordem Ixodida é composta por trés familias existentes: Argasidae, Ixodidae e
Nuttalliellidae. A familia Argasidae compreende os chamados “carrapatos moles”,
representados pelos géneros Ornithodoros, Argas, Otobius, Antricola e Nothoaspis.
A familia Ixodidae, conhecida como “carrapatos duros”, apresenta maior diversidade
de espécies e inclui géneros de grande relevancia médica e veterinaria, como
Ixodes, Rhipicephalus, Amblyomma e Dermacentor. Ja a familia Nuttalliellidae
possui apenas uma espécie descrita, Nuttalliella namaqua, caracterizada por
apresentar particularidades morfoldgicas que a distinguem das demais familias de

carrapatos (Nava et al., 2017).

Entre os géneros pertencentes a familia Ixodidae, Rhipicephalus destaca-se pela
ampla distribuicdo geografica e pela importancia epidemioldégica de diversas
espécies. Tradicionalmente, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Latreille, 1806)
era considerado uma unica espécie cosmopolita associada principalmente a caes
domésticos. Entretanto, estudos morfolégicos € moleculares demonstraram que

esse taxon representa um complexo de espécies distintas (Slapeta et al., 2022).
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Nesse contexto, a linhagem tropical anteriormente denominada Rhipicephalus
sanguineus sensu lato passou a ser reconhecida formalmente como Rhipicephalus
linnaei (Audouin, 1826). A redefinigdo taxonémica proposta por Slapeta et al. (2022),
baseada em evidéncias morfoldgicas e moleculares, permitiu o estabelecimento de
um neotipo para a espécie, garantindo maior estabilidade na nomenclatura e

consolidando R. linnaei como um taxon valido dentro do complexo R. sanguineus.

1.2 Caracteristicas gerais das familias Ixodidae e Argasidae

O conhecimento das diferengas morfolégicas e biolégicas entre as familias Ixodidae
e Argasidae é fundamental para compreender a diversidade dos carrapatos e suas
adaptagdes evolutivas. Embora pertencam a mesma ordem, esses grupos
apresentam caracteristicas distintas relacionadas a morfologia, alimentagéo e ciclo
de vida (Nava et al., 2017).

Os representantes da familia Ixodidae, popularmente conhecidos como “carrapatos
duros”, possuem como caracteristica morfoldgica evidente a presenga de um escudo
dorsal esclerosado que protege a superficie do corpo. Além disso, apresentam
dimorfismo sexual evidente nos individuos adultos. Nessa familia, o gnatossoma,
que é uma estrutura formada pela base do capitulo e pelas pecgas bucais,
localiza-se na regido anterior do corpo e pode ser observado em vista dorsal.
Também apresentam festdes, que sdo pequenas divisdes delimitadas por sulcos na
regido posterior do corpo, além de placas espiraculares associadas ao sistema
respiratorio. Nas fémeas, observa-se ainda a presenca de areas porosas localizadas

na base do capitulo (Slapeta et al., 2022), (Figura 1).

As pecas bucais dos ixodideos sao altamente especializadas para a fixacdo e
alimentacdo no hospedeiro. O hipostdmio apresenta dentes voltados para tras que
auxiliam na ancoragem a pele, enquanto as queliceras participam da perfuragéo dos
tecidos. Os palpos possuem fungao sensorial e auxiliam na exploragao do ambiente.
No primeiro par de pernas encontra-se o 6rgao de Haller, uma estrutura sensorial
que pode detectar calor, didoxido de carbono e vibragdes, desempenhando um papel
importante na localizagdo dos hospedeiros. Devido as suas caracteristicas
morfologicas, esse 6rgao também apresenta relevancia para estudos taxonémicos
(Caetano et al., 2017; Leonovich, 2021).
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Por outro lado, os representantes da familia Argasidae sdo conhecidos como
“carrapatos moles” por nao possuirem escudo dorsal esclerosado. Diferentemente
dos ixodideos, apresentam corpo mais flexivel e ndo exibem dimorfismo sexual
evidente. O gnatossoma localiza-se na regido ventral do corpo e ndo pode ser
observado em vista dorsal. Além disso, ndo apresentam festdes, areas porosas nem
placas espiraculares semelhantes as observadas nos Ixodidae (Nava et al., 2017)
(Figura 2).

Figura 1: Micrografia eletrénica da morfologia geral dos
carrapatos Ixodideos, A. Vista dorsal, B. vista ventral, C.
Pecas bucais

Fonte: Nava et al. (2017)

Figura 2: Micrografia eletrénica da morfologia geral dos
carrapatos Argasideos, (A) Vista dorsal, (B) vista ventral
Fonte: Nava et al. (2017)
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1.3 Ciclo de vida dos carrapatos

O ciclo de vida dos carrapatos compreende quatro estagios principais: ovo, larva,
ninfa e adulto. Entretanto, a duracdo de cada fase, o numero de hospedeiros
utilizados e os habitos alimentares podem variar entre as diferentes familias e

espécies (Nava et al., 2017).

Nos representantes da familia Argasidae, o ciclo de vida inclui os estagios de ovo,
larva, multiplos estagios ninfais e adulto. A alimentagdo ocorre de forma rapida,
principalmente nas fases de ninfa e adulto, que permanecem sobre o hospedeiro por
minutos ou poucas horas antes de se desprenderem. Além disso, muitas espécies
apresentam elevada resisténcia a privagao alimentar, podendo sobreviver por longos
periodos sem se alimentar. A copula geralmente ocorre fora do hospedeiro, no
ambiente (Nava et al., 2017).

Por sua vez, os carrapatos da familia Ixodidae apresentam apenas um estagio ninfal
entre a fase larval e adulta. Nesse grupo, a alimentagéo € prolongada e pode durar
varios dias. Apos o repasto sanguineo, os individuos desprendem-se do hospedeiro
para realizar a muda ou a oviposicao no ambiente. Dependendo da espécie, o ciclo
pode envolver um, dois ou trés hospedeiros diferentes ao longo do desenvolvimento
(Dantas-Torres, 2010).

Nos ciclos monoxenos, todas as fases parasitarias ocorrem em um unico
hospedeiro. Nos ciclos dixenos, larvas e ninfas utilizam um primeiro hospedeiro,
enquanto os adultos alimentam-se em um segundo. Ja nos ciclos trioxenos, cada
estagio parasitario utiliza um hospedeiro diferente, tendo periodos de vida livre no

ambiente entre as mudas (Nava et al., 2017).

Entre os ixodideos, R. linnaei apresenta ciclo trioxeno e constitui uma das espécies
de maior importancia veterinaria associadas aos cades domésticos, sendo suas

caracteristicas biologicas descritas na segao seguinte (Nava et al., 2017).

1.4 Biologia e ciclo de vida de Rhipicephalus linnaei

Antes da revisao taxonémica do complexo R. sanguineus, grande parte dos estudos
sobre biologia, morfologia e desenvolvimento embrionario foi realizada utilizando a

denominagédo R. sanguineus ou R. sanguineus sensu lato. Somente apds estudos
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morfolégicos e moleculares mais recentes, R. linnaei passou a ser reconhecido
como uma espécie distinta dentro desse complexo. Assim, ao longo desta revisao
bibliografica, optou-se por manter a nomenclatura originalmente utilizada pelos
autores das publicagdes citadas. Entretanto, ao descrever os resultados obtidos no
presente trabalho, utiliza-se a denominagdo R. linnaei, por se tratar da espécie

analisada neste estudo.

R. sanguineus, popularmente conhecido como carrapato marrom do c&o, é uma
espécie pertencente a familia Ixodidae amplamente distribuida em regides tropicais
e subtropicais. Trata-se de um carrapato de grande importancia veterinaria,
associado principalmente a caes domésticos (Dantas-Torres, 2008) embora possa
ocasionalmente parasitar outros mamiferos, aves e até mesmo seres humanos

(Estrada-Pefia e Jongejan, 1999).

Assim como outros ixodideos, R. sanguineus apresenta um ciclo de vida dividido em
uma fase parasitaria e uma fase nao parasitaria. Durante a fase parasitaria, o
carrapato permanece fixado ao hospedeiro para se alimentar de sangue. Ja na fase
nao parasitaria, os processos de muda, reproducio, oviposicdo e desenvolvimento

embrionario ocorrem no ambiente (Dantas-Torres, 2010), (Figura 3).

Apods a alimentacéao, as larvas e ninfas desprendem-se do hospedeiro e retornam ao
ambiente para realizar a muda para o estagio seguinte. Os adultos também se
alimentam sobre o hospedeiro, onde ocorre o acasalamento, e posteriormente as
fémeas ingurgitadas desprendem-se para realizar a postura dos ovos (Jongejan &
Uilenberg, 2004).

Durante a fase adulta, a fémea fixa-se ao hospedeiro e inicia a ingestao de sangue,
obtendo os nutrientes necessarios para a producdo dos ovos. A medida que a
alimentagdo avanga, ocorre um aumento significativo do volume corporal, sendo
entdo denominada “fémea ingurgitada” aquele repleta de sangue. A ingestao
sanguinea desempenha papel fundamental no processo reprodutivo, estimulando a

espermatogénese nos machos e a ovogénese nas fémeas (Dantas-Torres, 2010).

Em condi¢cdes naturais, as fémeas adultas costumam se desprender dos caes
principalmente durante o periodo noturno (Paz et al.,, 2008). Apds deixarem o

hospedeiro, procuram locais protegidos, como fendas em paredes, frestas em
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construgcbes, rochas ou areas proximas a superficie do solo, onde iniciam a
oviposicao. Esse processo pode durar varias semanas, periodo durante o qual cada
fémea é capaz de depositar aproximadamente 1.500 a 4.000 ovos (Koch, 1982 apud
Dantas-Torres, 2010).

Os ovos de R. sanguineus apresentam formato arredondado e coloragao
marrom-escura. Apés o periodo de incubagdo, ocorre a eclosdo das larvas, que
medem aproximadamente 0,5 mm de comprimento e possuem apenas trés pares de
pernas.. Apds a eclosio, as larvas precisam de um periodo para o endurecimento do
exoesqueleto antes de iniciarem a busca por um hospedeiro novo (Dantas-Torres,
2010).

As larvas permanecem alimentando-se por um periodo que pode variar de trés a dez
dias. Apos completarem o repasto sanguineo, desprendem-se do hospedeiro e
retornam ao ambiente, onde realizam a muda para o estagio ninfal. As ninfas ja
apresentam quatro pares de pernas, caracteristica tipica dos aracnideos, e possuem
morfologia semelhante a dos adultos, embora ainda ndo apresentem maturidade
sexual. Apés uma nova alimentagcdo e posterior muda no ambiente, ocorre a
formagdo dos adultos, completando o ciclo biolégico da espécie (Dantas-Torres,
2008).

Antes da eclosao das larvas, os embrides passam por uma seérie de transformacgoes
celulares e morfolégicas que ocorrem no interior dos ovos. Essas alteragbes sao
responsaveis pela formagado das estruturas corporais observadas nos estagios
posteriores do desenvolvimento e constituem a embriogénese da espécie, tema

central do presente estudo.
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Figura 3: Ciclo de vida de 3 hospedeiros para carrapatos Ixodideos
Fonte: Adaptado de (Barker; Walker, 2014)

1.5 Importancia bioldgica e veterinaria de R. linnaei

R. sanguineus apresenta elevada capacidade de adaptacao a diferentes condi¢des
ambientais de temperatura e umidade. Estudos demonstram que essa espécie pode
completar seu ciclo de vida em uma ampla faixa de condi¢gdes climaticas,
apresentando elevadas taxas de sobrevivéncia e potencial para produzir varias
geragbes ao longo do ano (Dantas-Torres, 2008; Louly et al., 2007). Além disso,
fatores ambientais como temperatura e fotoperiodo influenciam diretamente o
sucesso da muda, a sobrevivéncia dos estagios ndo alimentados e a ocorréncia de
diapausa comportamental, contribuindo para a ampla distribuicdo geografica da

espécie (Labruna et al., 2017).

Devido ao seu habito hematéfago, R. sanguineus possui grande importancia
veterinaria e em saude publica. Além dos danos diretos causados pela alimentacéo,

como lesdes cutaneas, irritacdo e anemia em infestagcbes intensas, essa espécie
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atua como vetor de diversos agentes patogénicos. Em cé&es, destaca-se a
transmissao de microrganismos como Ehrlichia canis, Babesia canis e Hepatozoon
canis, associados a doengas de importancia clinica. (Dantas-Torres, 2015). Além
disso, R. sanguineus pode participar da transmissdo de bactérias do género
Rickettsia, responsaveis por diferentes formas de febre maculosa em humanos

(Piotrowski e Rymaszewska, 2020).

Observagdes indicam que algumas ragas de caes podem ser mais vulneraveis a
infestacdo por R. sanguineus. Louly et al. 2007 observaram que caes da racga
Cocker Spaniel Inglés apresentaram uma quantidade significativamente maior de
carrapatos adultos em comparagao com caes sem raga definida. Essas evidéncias
sugerem que fatores genéticos ou morfolégicos podem influenciar a preferéncia do
carrapato pelo hospedeiro e que sao importantes mais estudos para confirmar essas

relacbes (Dantas-Torres, 2008).

A ampla distribuicdo geografica, a estreita associacdo com caes e sua relevancia
epidemioldgica fazem de R. linnaei uma das espécies de carrapatos mais estudadas
em ambientes urbanos e periurbanos. Entretanto, apesar da importancia biolégica e
sanitaria da espécie, aspectos relacionados ao seu desenvolvimento embrionario
permanecem menos conhecidos quando comparados a outras etapas do ciclo de

vida.
1.6 Morfologia de R. linnaei

A morfologia de R. sanguineus apresenta caracteristicas que permitem sua
identificacdo e diferenciagdo em relagao a outras espécies de carrapatos. Como
membro da familia Ixodidae, possui corpo ovalado e achatado dorsoventralmente,
além de um escudo dorsal esclerosado que confere protegdo ao organismo (Figura
4). Outra caracteristica marcante da espécie é a presenga de uma base do capitulo
com formato hexagonal (Figura 5) frequentemente utilizada como critério de

identificacao taxonémica (Dantas-Torres, 2008; Walker et al., 2000).

Os individuos adultos apresentam dimorfismo sexual. Os machos possuem corpo
mais estreito e alongado, com o escudo dorsal cobrindo praticamente toda a
superficie do dorso. Ja as fémeas apresentam corpo mais largo e arredondado, € o

escudo ocupa apenas a regiao anterior do corpo, permitindo a expansao abdominal
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durante a alimentagdo sanguinea. Essa caracteristica possibilita que as fémeas
aumentem significativamente de tamanho durante o ingurgitamento, processo

essencial para a produgdo dos ovos (Nava et al., 2017; Slapeta et al., 2022).

Figura 4: Morfologia geral de R. sanguineus, (A) Macho, (B)
Fémea. As setas indicam o escudo dorsal, que cobre
praticamente todo o dorso do macho e apenas a regido
anterior da fémea, caracterizando o dimorfismo sexual.
Fonte: Slapeta et al., 2022

As pecas bucais sdo formadas por estruturas especializadas para fixacdo e
alimentag¢ao no hospedeiro. Os palpos sao curtos, o hipostémio apresenta denticulos
voltados para tras que auxiliam na ancoragem a pele, e as queliceras participam da
perfuracao dos tecidos. Além disso, os carrapatos apresentam quatro pares de
pernas nos estagios de ninfa e adulto, sendo cada perna constituida por sete
articulos: coxa, trocanter, fémur, patela, tibia, metatarso e tarso, a espécie apresenta
olhos laterais e placas espiraculares associadas ao sistema respiratorio,
caracteristicas comuns entre os ixodideos (Walker et al., 2000).

T Ventral

B Dorsal

Quelicera

Palpo Hipostomio

Palpo —

Gnatossoma

Figura 5: Pecgas bucais, base do capitulo com formato
hexagonal. (A) vista wventral, (B) wvista dorsal
Fonte: Slapeta et al., 2022
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Ao longo do ciclo de vida, a morfologia varia de acordo com o estagio de
desenvolvimento. Os ovos apresentam formato arredondado e coloragao
marrom-escura. As larvas recém-eclodidas possuem aproximadamente 0,5 mm de
comprimento e apresentam apenas trés pares de pernas, caracteristica que as
distingue dos demais estagios (Figura 6). Apos a alimentac&o e a muda, originam-se
as ninfas, que ja apresentam quatro pares de pernas e morfologia semelhante a dos
adultos, embora ainda ndo possuam maturidade sexual. Finalmente, apés uma nova
muda, surgem os individuos adultos, sexualmente diferenciados e aptos para

reproducao (Dantas-Torres, 2008).

— Rt Vi C — LA R@ OF
Figura 6: Ninfa de R. sanguineus. A) capitulo, vista dorsal,
B) capitulo, vista ventral;
C) escudo; D) 3 pares de pemas.

Fonte: Walker et al., 2000
O conhecimento das caracteristicas morfolégicas dos diferentes estagios de
desenvolvimento é fundamental para estudos relacionados a biologia e a
embriogénese da espécie, uma vez que muitas das estruturas observadas nos

individuos adultos comegam a ser formadas ainda durante o desenvolvimento

embrionario.
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1.7 Desenvolvimento embrionario em carrapatos

A embriogénese € o processo pelo qual um ovo fertilizado se desenvolve até formar
uma larva completamente estruturada. Durante esse periodo ocorrem sucessivas
divisdes celulares, diferenciacdo dos tecidos e organizagdo progressiva das
estruturas corporais do embrido, resultando na formagdo do organismo antes da

eclosao (Friesen et al., 2015).

Além dos fatores intrinsecos ao embrido, condicbes ambientais também podem
influenciar o desenvolvimento embrionario dos carrapatos. A temperatura e a
umidade relativa desempenham papel importante na velocidade do
desenvolvimento, na viabilidade dos ovos e no momento da eclosao larval. Dessa
forma, os estudos embriolégicos contribuem ndo apenas para a compreensédo dos
mecanismos do desenvolvimento, mas também para o entendimento dos efeitos
ambientais sobre o crescimento embrionario e para analises comparativas

relacionadas a evolugao e a morfologia dos artrépodes (Friesen et al., 2015).

Entre os estudos mais relevantes sobre o desenvolvimento embrionario de
carrapatos destaca-se o trabalho de Santos et al. (2013), para a espécie
Rhipicephalus microplus. Nas primeiras 24 horas de desenvolvimento embrionario
descritas neste trabalho, as divisdes celulares ocorrem no interior do vitelo e um
pequeno numero de nucleos pode ser observado na periferia do ovo. Com o avango
do desenvolvimento, ocorre um aumento progressivo do numero de células e a
formagdo do blastoderma, caracterizado pela distribuicdo celular ao longo da

superficie embrionaria.

Posteriormente, é observado o surgimento de um acumulo celular em uma regiéo
especifica do ovo, estrutura que dara origem a futura banda germinativa. A medida
que o desenvolvimento prossegue, ocorre a organizagdo dos eixos corporais,
seguida pela diferenciacdo do embrido e pela articulagdo gradual dos apéndices e
demais estruturas que formardao a larva. Esses eventos constituem questbes
importantes para o estabelecimento do plano corporal dos carrapatos (Santos et al.,
2013).

Utilizando esse sistema de estadiamento como referéncia, Friesen et al. (2015)

investigaram o desenvolvimento embrionario de Dermacentor andersoni por meio de
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microscopia de fluorescéncia e microscopia eletrbnica de varredura. Durante o
desenvolvimento embrionario de D. andersoni, Friesen et al. (2015) observaram a
formagédo e extensdo da banda germinativa, seguida pela diferenciagcado dos futuros
segmentos corporais e pelo surgimento dos primérdios das pegas bucais e dos
apéndices locomotores. Com o0 avango da embriogénese, os autores descreveram a
retracdo da banda germinativa, a fusdo progressiva dos segmentos corporais € a

diferenciagao das estruturas que irdo compor o idiossoma e o capitulo da larva.

Nos estagios mais avangados do desenvolvimento, foram observados eventos como
o fechamento dorsal do embrido, a especializagao das pegas bucais, a diferenciagao
dos articulos das pernas e o aparecimento de estruturas sensoriais, incluindo o
orgao de Haller. Ao final do processo embrionario, todas as estruturas externas da
larva encontravam-se formadas e organizadas em sua posi¢cao definitiva,

antecedendo a eclosao (Friesen et al., 2015).

Mais recentemente, Hinne et al. (2025) descreveram o desenvolvimento embrionario
de Ixodes scapularis, propondo um sistema de estadiamento composto por 16
estagios. O estudo ampliou o conhecimento sobre os eventos iniciais da
embriogénese em carrapatos e utilizou como referéncia os sistemas previamente
desenvolvidos por Santos et al. (2013) e Friesen et al. (2015), permitindo

comparagdes entre diferentes representantes da familia Ixodidae.

Durante o desenvolvimento de /. scapularis, Hinne et al. (2025) descreveram
eventos semelhantes aos observados em outras espécies de carrapatos, incluindo a
formagao do blastoderma, o desenvolvimento da banda germinativa, a segmentacéao
corporal e a diferenciacdo progressiva das estruturas cefalicas e locomotoras. Os
autores também relataram a extenséo e posterior retracdo do quarto par de pernas
durante os estagios avangados da embriogénese, bem como a diferenciagéo gradual

do hipostémio, dos palpos e das queliceras até a formagao completa da larva.

Os resultados obtidos por Santos et al. (2013), Friesen et al. (2015) e Hinne et al.
(2025) demonstram que os principais eventos morfogenéticos sdo amplamente
conservados entre diferentes espécies de Ixodidae. Dessa forma, os sistemas de
estadiamento propostos por esses autores constituem importantes ferramentas para

estudos comparativos sobre desenvolvimento embrionario, biologia do
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desenvolvimento e evolucio dentro da ordem Ixodida.

No ambito da linha de pesquisa sobre o desenvolvimento embrionario de
Rhipicephalus linnaei desenvolvida na Universidade Federal da Integragao
Latino-Americana (UNILA), estudos anteriores descreveram o desenvolvimento
embrionario de R. linnaei entre o 1° e 0 10° dia pds-oviposi¢ao, caracterizando os
principais eventos morfolégicos observados durante esse periodo inicial da
embriogénese. O presente trabalho da continuidade a essa linha de pesquisa ao
investigar os eventos morfolégicos observados entre o 11° e o 15° dia do

desenvolvimento embrionario da espécie.

2. JUSTIFICATIVA

Embora existam estudos descrevendo o desenvolvimento embrionario em espécies
de Ixodidae, como R. microplus e D. andersoni, ainda sao escassas as informacoes
disponiveis para R. linnaei. A ampliagdo desse conhecimento é relevante nao
apenas para a compreensdo dos processos biologicos envolvidos na formagao do
embrido, mas também para a identificacdo de possiveis periodos de maior
vulnerabilidade durante o desenvolvimento. O entendimento detalhado das etapas
embrionarias pode fornecer subsidios para futuras pesquisas voltadas ao controle de
carrapatos, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias mais especificas e
potencialmente menos impactantes ao ambiente quando comparadas aos métodos

convencionais baseados exclusivamente no uso de acaricidas.

Nesse contexto, dando sequéncia a outros trabalhos desenvolvidos por Banci
(2025), que descreveu os estagios iniciais do dia 1 ao dia 5 e por Zambrano (2025),
que caracterizou o desenvolvimento entre o sexto e o décimo dia pds-oviposicao, o
presente estudo busca caracterizar os eventos morfolégicos observados entre o 11°
e o 15° dia do desenvolvimento embrionario desta espécie, contribuindo para a
compreensao da embriogénese e para o preenchimento de lacunas existentes na
literatura. Os resultados obtidos poderao servir como base para futuras pesquisas
em biologia do desenvolvimento, morfologia comparada, fisiologia e estratégias de
controle de carrapatos, ampliando o conhecimento disponivel sobre o ciclo bioldégico

desse importante ectoparasita.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o desenvolvimento embrionario de R. linnaei entre o 11° e o 15° dia
pos-oviposicdo, por meio da analise morfolégica e cronologica dos principais

eventos morfogenéticos observados durante esse periodo.

3.2 Objetivos Especificos

e Remocéao do corion dos ovos utilizando a metodologia adaptada de Friesen et
al. (2015), possibilitando a visualizagdo das estruturas embrionarias.

e Aplicar a técnica de marcacao nuclear com DAPI para analise em microscopia
de fluorescéncia buscando visualizar a distribuicdo celular durante o
desenvolvimento embrionario.

e Ultilizar a microscopia eletronica de varredura (MEV) para caracterizar as
estruturas embrionarias presentes entre 0 11° e 0 15° dia pds-oviposigao.

e Descrever os principais eventos morfogenéticos observados durante o
desenvolvimento embrionario de R. linnaei nesse periodo, destacando as

transformacgdes estruturais associadas a formagao da larva.

4. METODOLOGIA

As principais etapas metodolégicas empregadas neste estudo estdo resumidas na
Figura 7.

4.1 Origem dos ovos

Os espécimes de R. linnaei utilizados neste estudo foram gentilmente fornecidos
pela empresa Ticks & Fleas, localizada em Araguari — MG, ja previamente
identificados como pertencentes a espécie. Foram recebidas 24 fémeas
ingurgitadas, as quais foram utilizadas para obtencdo dos ovos destinados as

analises do desenvolvimento embrionario.

As fémeas permaneceram em incubadora tipo BOD, mantida a 27 °C, umidade

relativa de aproximadamente 80% e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro.

Todos os ovos de postura foram coletados diariamente, sempre no mesmo horario,

sob microscépio estereoscépico. Os ovos coletados em um mesmo dia foram
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reunidos em um unico tubo de microcentrifuga de 2 mL, constituindo um lote
correspondente aquele dia de oviposicdo. Posteriormente, foram mantidos nas
mesmas condigdes de temperatura, umidade e fotoperiodo até atingirem os periodos

de desenvolvimento correspondentes aos dias 11, 12, 13, 14 e 15 pds-oviposicao.

Apos o periodo de incubagdo, os ovos foram processados de acordo com a

metodologia descrita por Friesen et al. (2015) para remogé&o do cérion.

24 fémeas Coleta diaria Incubacdo
ingurgitadas (11°-15" dia)

Marcacdo
com DAPI

Preparagao das amostras
para MEV

Remocgao
do corion

Figura 7: Fluxograma resumido das principais etapas metodologicas
empregadas neste estudo, desde a obtencio das fémeas ingurgitadas até a
preparacio das amostras para microscopia de fluoreseéncia e microscopia
eletrénica de varredura.

Fonte: Autora (2026).
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4.2 Remocao do cérion
Para a etapa de remogao do cdrion, membrana vitelinica e fixacdo dos ovos foi
utilizado um protocolo baseado e adaptado do trabalho Friesen et al. (2015) com

algumas adaptacgoes.

Inicialmente, os ovos coletados foram colocados em microtubos tipo Eppendorf, foi
adicionado 1 mL de solugédo de hipoclorito de s6dio a 6% nos microtubos que
contém os ovos e posteriormente submetidos a agitagédo leve (100 rpm) por 8
minutos, apods esse periodo, a solucao foi descartada, e os ovos foram lavados trés
vezes com agua destilada, com leve agitacdo entre cada lavagem.

Em seguida, foi adicionado novamente 1 mL de agua destilada aos microtubos, que
foram colocados em banho-maria a 90 °C por 3 minutos. Imediatamente apos o
aquecimento, os tubos sao transferidos para gelo por mais 3 minutos.
Posteriormente, a agua € removida e substituida por uma solugdo composta por 500
ML de heptano, 450 pL de paraformaldehido (PFA) 4% e 50 yL de dimetilsulfoxido
(DMSO).

Os microtubos contendo essa solugdo foram novamente submetidos a agitacéo a
100 rpm por 40 minutos. No final, foi observada a separacdo em duas fases liquidas,
a fase inferior foi cuidadosamente removida com auxilio de uma pipeta Pasteur de
vidro e imediatamente substituida por 500 pL de metanol P.A, os microtubos foram
centrifugados por 30 segundos, foi realizada a remogao da solucéo e trés lavagens
subsequentes com metanol, também utilizando micropipetas e agitagdo leve. Os
embrides foram entdo armazenados em metanol 100% e mantidos em freezer a

—20 °C até sua utilizacao.

4.3 Microscopia de fluorescéncia
Todos os procedimentos relacionados a microscopia de fluorescéncia foram

realizados no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Saude da UNILA.

A preparacdo dos embrides para microscopia de fluorescéncia foi realizada
conforme o protocolo descrito por Friesen et al. (2015). Ap6s a fixagado e remogéo do
cérion, os embrides foram submetidos a um processo de reidratagdo gradual a
temperatura ambiente. Para isso, foram realizadas lavagens sequenciais de 5
minutos em solugdes de metanol/PBST (PBS contendo 1% de Tween 20) nas

concentracdes de 75%, 50% e 25%, utilizando-se 100 uL de solugdo em cada etapa.
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Ao final da reidratacao, os embrides foram lavados uma vez em PBST.

Posteriormente, nos embrides foi adicionado aproximadamente 100 pL de
4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), utilizada na concentracdo pronta para uso
fornecida pelo fabricante, permanecendo por 30 minutos em temperatura ambiente e
protegidos da luz. Apés a marcagao, os embrides foram lavados uma vez em PBST
e posteriormente transferidos para laminas de vidro contendo uma gota de meio de
montagem com agente antifading (Vectashield®), sendo montados
aproximadamente de cinco a oito embrides por lamina, cobertos com laminula,
selados com esmalte e armazenados sob refrigeracdo e ao abrigo da luz até o

momento da analise.

As imagens foram obtidas utilizando microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse Ni e
documentadas por meio do software NIS-Elements, com auxilio de uma camera
Nikon DS-Qi acoplada ao microscopio. A analise e interpretagdo da distribuicao
celular e das estruturas embrionarias observadas foram realizadas pela autora deste

trabalho, com base na avaliacdo das imagens obtidas e na literatura especializada.
4.4 Microscopia eletrdnica de varredura

Todos os procedimentos descritos nesta etapa foram realizados no Laboratério de

Microscopia Eletronica de Varredura da UNILA.

A preparagao das amostras para microscopia eletronica de varredura seguiu o

protocolo descrito por Friesen et al. (2015), com as adaptacdes descritas a seguir.

Apo6s 0 mesmo processo de reidratacdo descrito anteriormente, parte dos embrides
foi destinada a analise por microscopia eletronica de varredura (MEV). Os embrides
foram cuidadosamente transferidos com auxilio de pincel sob microscépio
estereoscépico e fixados em stubs para microscopia eletrdbnica de varredura
utilizando fita adesiva dupla face, sendo distribuidos aproximadamente de 10 a 15
embrides por suporte. Em seguida, as amostras foram metalizadas com uma liga de
ouro-paladio para aumentar a condutividade elétrica das amostras e possibilitar sua

observagao ao microscopio eletrénico de varredura.
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As amostras foram entdo observadas no microscopio eletrénico de varredura Zeiss
EVO. Para cada estagio de desenvolvimento foram obtidas imagens digitais das
principais estruturas embrionarias, documentadas por meio do software SmartSEM.
A analise e interpretagdo das caracteristicas morfolégicas foram realizadas pela
autora deste trabalho, com base na observagado das imagens obtidas e na literatura

especializada.

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada como técnica complementar a
microscopia de fluorescéncia, possibilitando a observagdo detalhada da morfologia
externa dos embrides e das estruturas formadas em estadios mais avangados do

desenvolvimento.
5- RESULTADOS
5.1 Desenvolvimento embrionario no dia 11

No dia 11 de desenvolvimento embrionario, em microscopia de fluorescéncia, a
marcagao nuclear com DAPI evidenciou a organizagdo celular associada aos
apéndices em desenvolvimento, sendo possivel reconhecer os quatro primeiros
pares de pernas e as regides correspondentes as estruturas cefalicas (Figura 8A, 8B
e 8C).

As imagens por microscopia eletrbnica de varredura mostraram maior definicao
morfologica dos apéndices ja formados. Os trés primeiros pares de pernas (P1, P2 e
P3) apresentaram aumento de comprimento estendendo-se em dire¢cdo a regido
posterior do embrido, enquanto o quarto par de pernas (P4) permaneceu visivel,
porém ainda em estagio inicial de desenvolvimento, sem formagao do eixo
proximal-distal e articulagdo. Os palpos sdo visiveis e mais evidentes.(Figura 8B e
8D)
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Figura 8: Embrides de R. linnaei com 11 dias de desenvolvimento, (A-B) Microscopia de
fluorescéncia apds marcagdo nuclear com DAPI evidenciando as pernas em
desenvolvimento. (C-D) Microscopia eletrénica de varredura mostrando a morfologia
externa do embrido. (P1 a P4): Perna 1,2,3 e 4; (P): Palpo, (Ant. e Post.) indicam a
orientagao do eixo antero - posterior do embrido.
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5.2 Desenvolvimento embrionario no dia 12

As imagens obtidas por meio da marcagédo nuclear, demonstraram a organizagao
celular associada das estruturas em desenvolvimento (Figura 9A e 9B) e
evidenciaram a continuidade do crescimento dos trés primeiros pares de pernas no
12° dia de desenvolvimento embrionario

Em microscopia eletrbnica de varredura, os trés primeiros pares de pernas
apresentaram maior alongamento quando comparados ao estagio anterior,
aproximando-se de sua conformacdo definitiva (Figura 9C e 9D). Além disso, foi
possivel observar a formagao dos articulos, evidenciando o avancgo da diferenciagao
morfologica (Figura 9C, 9E e 9F).

O quarto par de pernas (P4) permanece visivel, (Figura 9A e 9C) e pode ser
observado com mais detalhe na Figura 9E

Os palpos puderam ser claramente observados, enquanto as queliceras nao foram

claramente identificadas nas imagens analisadas (Figura 9F).
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Post.

100 pm

Figura 9: Embrides de R. linnaei com 12 dias de desenvolvimento, (A-B) Microscopia de
fluorescéncia apds marcagao nuclear com DAPI, (C-F) Microscopia eletrénica de varredura
evidenciando a morfologia externa do embrido. (P1 a P4): Perna 1,2,3 e 4; (P): palpo, (Ant.
e Post.) indicam a orientagao do eixo antero - posterior do embriao.
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5.3 Desenvolvimento embrionario no dia 13

No dia 13 de desenvolvimento embrionario foi observado um avango na
diferenciagcao morfolégica dos apéndices locomotores. Em comparacgao aos estagios
anteriores, os articulos das pernas se apresentaram mais definidos, permitindo uma

visualizagdo mais clara da organizagao.

A marcacao nuclear com DAPI evidenciou a distribuicdo celular ao longo dessas
estruturas, destacando a articulagao progressiva das pernas (Figura 10A).

Foi observada uma estrutura compativel com o desenvolvimento inicial do
hipostémio (Figura 10B e 10D)

Em microscopia eletrénica de varredura, os trés primeiros pares de pernas (P1, P2 e
P3) mantiveram seu processo de crescimento e diferenciacao (Figura 10C), o quarto
par (P4) apresentou reducdo ainda mais evidente quando comparado aos dias
anteriores (Figura 10C), tornando-se inclusive pouco visivel em algumas amostras
analisadas. (Figura 10F). Os palpos permaneceram claramente identificaveis e,
entre eles, pode ser também observado a estrutura do hipostomio em
desenvolvimento (Figura 10D), as queliceras n&o puderam ser claramente

identificadas nas imagens obtidas.

A (Figura 10E) mostra o embrido ainda envolvido por remanescentes do cérion,
permitindo observar que essa estrutura apresenta aspecto rigido e permanece
aderida ao embrido. A presenga do cérion dificulta a visualizagdo das estruturas

embrionarias, podendo impedir a observagao detalhada da morfologia externa.
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100 pim

Figura 10: Embrides de R. linnaei com 13 dias de desenvolvimento (A-B) Imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia DAPI. Em (A) observa-se maior evidéncia da articulagdo das pernas.
Em (B) destaca-se a estrutura compativel com o desenvolvimento inicial do hipostémio (H). Imagens
(C-F) obtidas por microscopia eletrénica de varredura. Em (C) e (F) mostrando a reduc¢édo do quarto
par de pernas (P4) em relagdo aos demais apéndices, em (D) a estrutura inicial do hipostémio,em (E)
embrido com remanescentes do cérion (seta) apds o processo de remogéo. (P1 a P4): Perna 1,2,3 e
4; (P): palpo, (H): hipostdomio, (Ant. e Post.) indicam a orientagdo do eixo antero - posterior do
embrido.
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5.4 Desenvolvimento embrionario no dia 14

No dia 14 de desenvolvimento embrionario se observa um avango na diferenciacao
das estruturas corporais previamente descritas. Em microscopia de fluorescéncia
(Figura 11A e 11B) os apéndices locomotores apresentam articulagdo mais evidente,
com delimitagdo mais clara dos futuros articulos das pernas quando comparados

aos estagios anteriores.

Na regiao anterior do embrido a estrutura localizada entre os palpos, compativel com
a diferenciacéao inicial do hipostémio, apresentou maior definigdo em relagao ao dia
13 sendo visivel como uma projecao alongada com uma fenda longitudinal central
(Figura 11B e 11D)

Em microscopia eletrbnica de varredura, os trés primeiros pares de pernas
apresentaram maior grau de articulagdo e organizagdo morfologica (Figura 11C e
11E). A Figura 11F apresenta um detalhe ampliado da perna 3, evidenciando com
maior nitidez a diferenciacdo de cada articulo, assim como presenca ainda de

partes do cérion aderidos no embrido.

Diferentemente dos estagios anteriores, o quarto par de pernas continuou se
reduzindo (Figura 11C) e n&o pdde ser identificado nas amostras analisadas. Ainda

n&o foram observadas evidéncias claras da formacao das garras terminais.
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Figura 11: Embrides de R.linnaei com 14 dias de desenvolvimento (A-B) Imagens obtidas por
microscopia de fluorescéncia DAPI, evidenciando a articulacdo dos pernas, (B) mostrando a
diferenciagdo da estrutura do hipostébmio (H) localizada entre os palpos. (C-F) Imagens
obtidas por microscopia eletrénica de varredura mostrando a morfologia externa do embriao,
(C) evidenciando articulos das pernas, (D) detalhe do hipostémio (H) e palpos, (E) vista geral
do embrido e articulagdo das pernas, (F) Detalhe da articulagao de perna 3, (seta) indica
presenca de corion. P1-P3: primeiro ao terceiro par de pernas; P: palpo; H: hipostémio, (Ant.
e Post.) indicam a orientagao do eixo antero - posterior do embrido.
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5.5 Desenvolvimento embrionario no dia 15

No 15° dia de desenvolvimento embrionario, observou-se um avango na
diferenciagcdo das estruturas da regido anterior do capitulo. Em microscopia de
fluorescéncia, o hipostdbmio apresentou aspecto mais evidente, com uma
diferenciacao da porgéao apical bilobada mais definida em relagdo aos dias anteriores
(Figura 12A e 12B).

Os palpos permaneceram visiveis e bem delimitados, enquanto a organizagédo das

estruturas bucais é progressivamente mais complexa.

Em microscopia eletrbnica de varredura, foi confirmado maior desenvolvimento da
estrutura do hipostdmio que se mostrou mais alongada e delimitada (Figura 12D e
12F), sendo possivel observar em detalhe a porgédo apical bilobada do hipostémio
em desenvolvimento (Figura 12E).

Apesar do avanco na diferenciagao das pecas bucais, nado foi possivel identificar de

forma inequivoca a presencga das queliceras nas imagens analisadas.
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Figura 12. Embrides de R.linnaei com 15 dias de desenvolvimento. (A-B) Imagens obtidas
por microscopia de fluorescéncia DAPI evidenciando a diferenciagdo das estruturas
localizadas na regido anterior do embrido. Observa-se a estrutura compativel com o
hipostémio (H). (C-D) Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura, (D,E e F)
mostrando maior definicdo das estruturas bucais, com destaque para os palpos (P) e
hipostébmio em desenvolvimento (H), hipostémio (H). P1-P3: primeiro ao terceiro par de
pernas; P: palpo; H: hipostémio, (Ant. e Post.) indicam a orientacdo do eixo antero -
posterior do embrido.
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6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos entre o dia 11 e 15 de desenvolvimento embrionario de R.
linnaei demonstraram a continuidade dos processos de diferenciagdo morfologica
observados nos estagios anteriores da embriogénese. Durante esse periodo, os
principais eventos observados estiveram relacionados ao crescimento e articulagao
das pernas e com a diferenciagdo progressiva das estruturas localizadas na regiao
anterior do embrido, que posteriormente vao formar as pecas bucais, palpos e
hipostédmio.

Entre o dia 11 a 14 foi observado um aumento progressivo do comprimento dos trés
primeiros pares de pernas, acompanhado por uma articulagdo cada vez mais
evidente. Esse padrdo de desenvolvimento €& compativel com as descrigcdes
realizadas por Santos et al. (2013) para R. microplus e por Friesen et al. (2015) para
D. andersoni, que relatam a diferenciagdo gradual das pernas durante os estagios
avancados da embriogénese. Nos embrides analisados neste estudo, a articulagéao
tornou-se progressivamente mais definida, indicando o avango da organizacao
corporal e a aproximagao dos estagios finais de formagéao da larva.

Um aspecto particularmente interessante observado durante as analises foi a
variagao no grau de regressao do quarto par de pernas entre embrides pertencentes
ao mesmo dia de desenvolvimento. Enquanto em alguns exemplares essa estrutura
encontrava-se reduzida a um pequeno vestigio ja no dia 13, em outros ja ndo era
possivel identifica-la. Essa variacdo pode estar relacionada a assincronia natural do
desenvolvimento embrionario, uma vez que, embora os embrides tenham sido
agrupados de acordo com o numero de dias pdés-oviposi¢ao, nao é possivel
determinar com precisdo o0 momento exato em que cada ovo foi depositado pela
fémea. Dessa forma, pequenas diferengcas no estagio de desenvolvimento entre
embrides do mesmo grupo sdo esperadas e refletem a natureza continua da
embriogénese.

Esse resultado encontra suporte nas observagdes realizadas por Hinne et al. (2025)
em [. scapularis, nas quais os autores descreveram a extensdo inicial seguida pela
retracdo do quarto par de pernas durante os estagios avancados da embriogénese.
Considerando que as larvas de carrapatos apresentam apenas trés pares de pernas
funcionais apds a eclosdo, a reducao observada em R. linnaei representa a etapa

normal do processo de reorganizagdo morfolégica que antecede a formacédo da
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larva.

Outro resultado relevante foi a diferenciacdo progressiva das estruturas bucais. No
dia 13 foi observada uma estrutura localizada entre os palpos, que se tornou mais
evidente nos dias posteriores. No dia 14 essa estrutura apresentava maior definicéo
morfolodgica e, no dia 15, mostrava-se mais alongada e organizada, apresentando
uma fenda central ao longo da estrutura. A posicdo anatbmica e a sequéncia
temporal observadas sugerem que essa estrutura seja compativel com o
desenvolvimento do hipostémio putativo.

Os resultados obtidos apresentam semelhangas com as observagdes realizadas por
Friesen et al. (2015) em D. andersoni. Esses autores discutem a origem embrionaria
do hipostdmio e sugerem que essa estrutura se forma a partir da fusdo dos enditos
dos palpos durante os estagios avangados do desenvolvimento. Em D. andersoni, os
enditos deslocam-se para uma posi¢cao abaixo das queliceras e posteriormente se
fundem na regidao do estomodeu em desenvolvimento. Embora a origem exata da
estrutura observada em R. linnaei nao possa ser confirmada apenas pelas analises
morfologicas realizadas neste estudo, Friesen et al. (2015) utilizaram microscopia
confocal associada a marcacao por DAPI e F-actina para estabelecer um sistema de
estagiamento embrionario baseado em critérios morfolégicos. No presente estudo,
embora tenham sido empregadas microscopia de fluorescéncia e microscopia
eletrénica de varredura, a descrigao foi realizada com base em dias pds-oviposicao,
o que limita comparagdes diretas entre os estagios embrionarios.

No dia 15 foram observadas estruturas bilaterais e arredondadas localizadas na
porgao apical ao hipostémio, compativel com a sua diferenciagao progressiva entre
o 13° e o 15° dia de desenvolvimento embrionario. Inicialmente, essa estrutura
apresentou-se pouco evidente, tornando-se gradualmente mais alongada e com
aspecto bilobado mais definido nos estagios seguintes. Esses achados indicam que
a especializagdo das pecas bucais ocorre de forma progressiva ao longo da
embriogénese. Esse resultado é particularmente interessante quando comparado ao
modelo proposto por Santos et al. (2013) para R. microplus. Segundo esses autores,
as queliceras e os palpos ja se encontram em desenvolvimento durante o estagio 10
que corresponde aproximadamente aos dias 5-6, enquanto no estagio 12
correspondente aos dias 9-12 as estruturas cefalicas apresentam posicionamento
praticamente completo e os enditos dos palpos iniciam a fusdo para a formacao do

hipostémio.
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Em contraste, nos embrides de R. linnaei analisados neste estudo, as queliceras
nao puderam ser claramente identificadas ainda, enquanto a estrutura compativel
com o hipostédmio tornou-se evidente a partir do 13° dia. Esses resultados sugerem
que, embora os eventos morfogenéticos gerais sejam semelhantes aos descritos
para R. microplus, podem existir diferengas na cronologia observada para a
diferenciacdo das pecas bucais entre as duas espécies. Entretanto, essa
comparagao deve ser realizada com cautela, uma vez que Santos et al. (2013)
utilizaram um sistema baseado em estagios embrionarios, enquanto o presente
estudo foi conduzido utilizando dias pds-oviposi¢ao como referéncia temporal.

De forma geral, os resultados obtidos demonstram que os eventos morfogenéticos
observados em R. linnaei seguem o padrao geral descrito para outros carrapatos da
familia Ixodidae. A articulagdo progressiva dos apéndices locomotores, a
reorganizagdo do quarto par de pernas e a diferenciagdo gradual das estruturas
bucais observadas neste estudo corroboram a conservagido dos principais
mecanismos de desenvolvimento descritos por Santos et al. (2013), Friesen et al.
(2015) e Hinne et al. (2025).

Ao mesmo tempo, as diferengas observadas na cronologia de aparecimento de
determinadas estruturas reforcam a importancia de estudos especificos para cada
espécie, permitindo melhorar a compreensdo dos padrées de desenvolvimento

dentro da ordem Ixodida.
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Estrutura/ | Santos et al. Friesen et al. Hinne et al. Presente
Evento (2013) (2015) (2025) estudo
R. microplus D. andersoni I. scapularis R. linnaei
Trés Alongamento Alongamento e | P1-P3 Alongamento e
primeiros progressivo nos | segmentacéo alongam-se segmentacao
pares de | estagios 8-10 progressiva entre | progressivament | progressiva
pernas os estagios 9-12 [e e, no estagio | entre os dias
(5-12 dias AEL). |14 11-15
(23-30 dAEL),
encontram-se
totalmente
alongados e
segmentados.
Quarto par | Inicia no | No Estagio 9, os [ P4 interrompe o | Regresséo
de pernas estagio 9 e |trés primeiros | crescimento no | observada
desaparece até | pares de pernas | estagio 12 entre os dias
o estagio 11 comegam a ser |(17-18 dAEL), |13 e 14
ligeiramente mais | inicia a retracdo
longos e encontra-se
quase totalmente
retraido no
estagio 14
(23-30 dAEL).
Hipostomio [N&o é o foco [ Ao  final do [ Enditos dos | Torna-se
deste estudo estagio 12 palpos sob as | evidente
( 912 dias AEL), | queliceras, apenas entre
encontra-se parecem se | os dias 13—15.
formado e | fundir para
posicionado entre | formar o]

as queliceras e os

palpos.

hipostdmio  no

estadio 12
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Queliceras Sao Visiveis | Evidentes durante | Os lobos | Ndo
desde estadio 8 | o estagio 12; no | pré-quelicerais identificadas de
estagio 13 | tornam-se forma
permanecem em | evidentes no | inequivoca
desenvolvimento | estagio 10 entre os dias
no interior dos [ (15 dAEL). 11-15
lobos

pré-quelicerais.

Estruturas No estagio 13, [ Ao final do | No estagio 14 | A diferenciagéo

cefalicas observa-se estagio 12, a |(23-30 dAEL), |da regiao
alteracao do | posigcao das | palpos, anterior ainda
posicionamento | estruturas hipostémio e | esta em
das queliceras | cefalicas esta | queliceras desenvolviment
durante a | praticamente encontram-se 0 nos dias
diferenciagao completa. completamente analisados.
da regiao desenvolvidos e
anterior. em posicao final.

Figura 13: Comparagio dos principais eventos morfoldgicos descritos
durante o desenvolvimento embrionario de carrapatos da familia Ixodidae
em diferentes estudos e agueles observados no presente estudo para
Rhipicephalus linnael. Abreviaturas: P1-P4 = primeiro ao guarto par de
pernas; dAEL = dias apds a oviposicdo (days after egg laping).
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2013), Friesen et al. (2015), Hine et al.

(2025) e dados do presente estudo.

7. CONCLUSOES

O presente estudo permitiu caracterizar aspectos do desenvolvimento embrionario
de R. linnaei entre o dia 11 ao 15 pds-oviposicdo por meio da microscopia de
fluorescéncia e da microscopia eletrénica de varredura.

Durante o periodo analisado foi observada a articulagdo progressiva das pernas e o
desenvolvimento de estruturas localizadas na regido anterior do embrido
compativeis com o hipostdbmio. Também foi observada a redugdo progressiva do

quarto par de pernas, padrdao semelhante ao descrito para outras espécies de
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carrapatos.

Os resultados obtidos mostraram-se compativeis com os principais eventos
morfogenéticos descritos para outras espécies da familia Ixodidae, especialmente
aqueles relatados por Santos et al. (2013), Friesen et al. (2015) e Hinne et al. (2025),
embora diferengas na cronologia de aparecimento de algumas estruturas tenham
sido observadas.

Dessa forma, este trabalho contribui para ampliar o conhecimento sobre a
embriogénese de R. linnaei e fornece informagdes que poderao servir de base para
futuros estudos em biologia do desenvolvimento, morfologia comparada e

estratégias de controle de carrapatos.
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