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RESUMO

Os carrapatos Rhipicephalus microplus sdo responsaveis por grandes prejuizos na pecuéria.
Entre os danos causados aos seus hospedeiros preferenciais, 0s bovinos, estdo a transmissao de
patdgenos, diminuicdo de produtividade e danos ao couro. A principal forma de controle desses
ectoparasitos € o uso de produtos acaricidas sintéticos. Entretanto, essas substancias,
principalmente quando utilizadas de maneira incorreta, geram efeitos adversos, como o
acumulo de residuos nos produtos de origem animal e no meio ambiente, aléem de favorecer a
selecdo de cepas de carrapatos resistentes. Nesse contexto, torna-se necessario o
desenvolvimento de novas alternativas de controle. O uso de extratos fangicos, que podem ser
obtidos a partir da fermentagédo de Metarhizium anisopliae (MA) e Metarhizium robertsii (MR),
por exemplo, pode ser uma alternativa promissora, por conterem substancias biodegradaveis e
altamente especificas. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos extratos
ativos e desnaturados de MA IP119 e MR 1P146, aplicados de forma isolada ou acrescida do
acaricida sintético deltametrina, sobre a mortalidade e a morfologia do integumento e do ovério
de R. microplus. Para isso, os carrapatos foram imersos nos diferentes tratamentos e observados
diariamente, durante sete dias, para avaliacdo de mortalidade e coleta de amostras de
integumento e ovario. As laminas histolégicas foram confeccionadas conforme técnicas de
rotina e os 6rgdos foram avaliados por meio de analises morfométrica e semiquantitativa. Como
resultados, foi observada mortalidade de carrapatos expostos aos extratos fingicos, enquanto a
adicéo de deltametrina resultou em efeitos distintos entre os grupos. As principais alteragoes
morfoldgicas encontradas no integumento foram cuticula com morfologia alterada,
desaparecimento das subdivis@es cuticulares, auséncia parcial da subcuticula, estratificacdo e
desorganizacao epitelial e nucleos picndticos. Na andlise semiquantitativa desse 6rgao, 0s
tratamentos com ambos os extratos de M. anisopliae, aplicados de forma isolada ou associada
a deltametrina, assim como 0 grupo exposto apenas ao extrato desnaturado de M. robertsii,
apresentaram médias dos indices individuais maiores em relacdo ao grupo controle. No ovario,
foram observados ovdcitos com formato irregular, vacuolizacdo citoplasmatica e nucleolar e
irregularidades e espessamento do cdrion. Na analise semiquantitativa desse 6rgéao, todos 0s
grupos de tratamento apresentaram médias dos indices individuais maiores do que o grupo
controle. Desta forma, os resultados demonstraram que 0s extratos de Metarhizium spp.
afetaram negativamente o integumento e o ovario, com potencial contribuicdo para o controle
de R. microplus.

Palavras-chave: controle de carrapatos; carrapato-do-boi; fungos; enzimas; histopatologia.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus ticks are responsible for significant losses in livestock production.
Among the damage caused to their preferred hosts, cattle, are the transmission of pathogens,
reduced productivity, and skin damage. The primary method of controlling these ectoparasites
is the use of synthetic acaricides. However, these substances, especially when misused, can lead
to adverse effects such as the accumulation of residues in animal-derived products and the
environment, as well as the selection of resistant tick strains. In this context, it is necessary to
develop new control alternatives. The use of fungal extracts, which can be obtained from the
fermentation of Metarhizium anisopliae (MA) and Metarhizium robertsii (MR), for example,
represents a promising alternative, as they contain biodegradable and highly specific
substances. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of active and denatured extracts
of MA 1P119 and MR IP146, applied either alone or in combination with the synthetic acaricide
deltamethrin, on the mortality of ticks and morphology of the integument and ovaries of R.
microplus. To achieve this, ticks were immersed in different treatment solutions and observed
daily for seven days to assess mortality and to collect integument and ovary samples.
Histological slides were prepared using standard techniques, and the organs were evaluated
through morphometric and semiquantitative analyses. The results showed tick mortality in
groups exposed to fungal extracts, while the addition of deltamethrin led to distinct effects
among the groups. The main morphological changes observed in the integument included
altered cuticle morphology, disappearance of cuticular subdivisions, partial absence of the
subcuticle, epithelial stratification and disorganization, and pyknotic nuclei. In the
semiquantitative analysis, treatments with both M. anisopliae extracts, applied alone or in
association with the synthetic acaricide, as well as the group exposed to the denatured extract
of M. robertsii, showed higher individual index averages compared to the control group. Among
the alterations observed in the ovaries were oocytes with irregular shapes, cytoplasmic and
nucleolar vacuolization, and irregularities and thickening of the chorion. In the semiquantitative
analysis, all treatment groups exhibited higher individual index averages than the control group.
Thus, the results demonstrated that Metarhizium spp. extracts negatively affected the
integument and ovaries, with potential implications for the control of R. microplus.
Keywords: tick control; cattle tick; fungi; enzymes; histopathology.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente estudo aborda o uso potencial de extratos de Metarhizium spp. no controle de
carrapatos Rhipicephalus microplus, considerando a crescente resisténcia aos acaricidas
sintéticos, bem como 0s impactos ambientais e 0s prejuizos a salde de espécies ndo-alvo
decorrentes do uso indiscriminado dos acaricidas sintéticos. Os extratos foram testados
isoladamente ou associados ao acaricida sintético deltametrina, sendo observada mortalidade e
alteracbes na morfologia externa e interna desses ectoparasitos. Potencialmente, esses
resultados podem contribuir para o desenvolvimento de novos produtos ou formulagbes, que
sejam sustentaveis, seguros e eficazes no controle de R. microplus. Os impactos desse estudo
se enquadram nas areas de Meio Ambiente e Salde da Politica Nacional de Extenséo.
Adicionalmente, contribui para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU), especialmente Saude e Bem-Estar (ODS 3) e Consumo
e Producdo Responsaveis (ODS 12). Isso porque o controle de carrapatos por meio de acaricidas
naturais pode reduzir o uso extensivo dos acaricidas sintéticos e, consequentemente, minimizar
a contaminacdo ambiental e a presenca de residuos toxicos em produtos de origem animal,

contribuindo, portanto, para a conservacao ambiental e a satde de animais e humanos.



IMPACT INDICATORS

This study addresses the potential use of Metarhizium spp. extracts in the control of
Rhipicephalus microplus ticks, considering the increasing resistance to synthetic acaricides, as
well as the environmental impacts and harm to non-target species resulting from their
indiscriminate use of synthetic acaricides. The extracts were tested either alone or in
combination with the synthetic acaricide deltamethrin, and tick mortality and internal
morphological changes were observed. These results can potentially contribute to the
development of new products or formulations that are sustainable, safe, and effective for the
control of R. microplus. The impacts of this study fall within the Environmental and Health
areas of the National Extension Policy. Additionally, it contributes to the United Nations (UN)
Sustainable Development Goals (SDGSs), particularly Good Health and Well-Being (SDG 3)
and Responsible Consumption and Production (SDG 12). This is because tick control through
natural acaricides can reduce the extensive use of synthetic acaricides and, consequently,
minimize environmental contamination and the presence of toxic residues in animal-derived
products, thereby contributing to environmental conservation and the health of animals and

humans.
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1 INTRODUCAO

A pecudria é uma das atividades mais importantes para a economia brasileira, sendo
fonte de emprego e renda para produtores e de alimentos para bilhGes de familias rurais e
urbanas (Herrero et al., 2013). O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo,
com cerca de 238,6 milhdes de cabegas (IBGE, 2023). Nesse contexto, 0s carrapatos constituem
uma das principais ameacgas a bovinocultura, afetando a produtividade, a saude e o bem-estar
animal (Alonso-Diaz; Fernandez-Salas, 2021). Por serem importantes vetores de patdgenos que
afetam a satide de humanos e animais, estao incluidos no conceito de “One Health” ou “Saude
Unica”, que reconhece as interagdes entre a saide ambiental, animal e humana, destacando a
ligacdo e a interdependéncia entre esses componentes. Além disso, 0 aumento na incidéncia das
doencas transmitidas por esses ectoparasitos pode ser influenciado por diversos fatores, como
mudancas climaticas, caracteristicas do hospedeiro e comportamento humano (Machtinger et
al., 2024).

A espécie Rhipicephalus microplus é a mais importante para bovinos em regifes
tropicais e subtropicais. Entretanto, vem expandindo seu alcance, devido as mudancas
climaticas e ao intenso comércio de animais (Oyen; Poh, 2025). A infestacdo por esses
ectoparasitos gera perdas econémicas severas aos produtores, considerando que podem
acarretar anemia, estresse, reducdo nas producdes de carne e leite e danos a pele e ao couro.
Além disso, atuam na transmissdo de patdgenos causadores da babesiose e anaplasmose bovinas
(Desta, 2016).

Atualmente, o principal método empregado no controle de carrapatos é o uso de
acaricidas sintéticos (Oyen; Poh, 2025; Waldman et al., 2023), como a deltametrina (Achi et
al., 2022). Entretanto, para o controle racional e sustentavel desses ectoparasitos, torna-se
necessario conhecer sua ecologia e epidemiologia. 1sso porque o uso prolongado e incorreto
dessas substancias favorece a selecdo de linhagens resistentes (Desta, 2016), como ja relatado
para diversas cepas de R. microplus (Janer et al., 2021; Ouedraogo et al., 2021; Oyen; Poh,
2025). Ademais, seus residuos podem ser encontrados em produtos de origem animal e no meio
ambiente (Raynal et al., 2013), gerando efeitos adversos para plantas, humanos e animais
(Sifuna et al., 2025). Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias
de controle (Alonso-Diaz; Fernandez-Salas, 2021).

Os fungos entomopatogénicos sdo capazes de infectar artropodes na natureza, de forma
enzodtica ou epizodtica (Mora; Castilho; Fraga, 2017). Por isso, desde meados do século XIX,

vém sendo utilizados no controle bioldgico de insetos (Schrank; Vainstein, 2010), sendo



11

empregados, atualmente, no controle de diversas pragas agricolas (Mondal et al., 2016). Dentre
esses fungos estdo Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii, espécies cosmopolitas
encontradas no solo, com capacidade de infectar uma grande variedade de artropodes (Hu et
al., 2014).

Sua patogenicidade se deve a producdo de compostos biologicamente ativos (Dhanapal
et al., 2024), com propriedades antioxidantes (Isaka et al., 2005), antibacterianas (Shin et al.,
2013), antifangicas, antivirais, inseticidas e citotoxicas (Wang; Xu, 2012). Dentre esses
compostos, estdo enzimas como lipases, proteases e quitinases, essenciais para a degradacéo da
cuticula de seu hospedeiro durante o processo infeccioso (Mondal et al., 2016). Essas enzimas
também podem estar presentes em extratos, obtidos a partir da fermentacdo dos fungos em
diferentes meios de cultura (Figueroa et al., 2024).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a mortalidade e os efeitos
morfoldgicos no integumento e no ovario de carrapatos R. microplus expostos aos extratos
ativos e desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii, aplicados de forma isolada ou em
associacdo com a deltametrina. O material foi avaliado em microscopia de luz, por meio de

analises morfométrica e semiquantitativa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Carrapatos

Os carrapatos sdo ectoparasitos hematofagos obrigatorios de ampla distribuicdo mundial
(Bhowmick; Han, 2020; Jamil et al., 2022; Obaid et al., 2022). Possuem como hospedeiros
animais vertebrados terrestres: anfibios, répteis, aves e mamiferos (Keirans; Durden, 2005), e
se desenvolvem em quatro estagios distintos: ovo, larva, ninfa e adultos (Estrada-Pefia, 2015).

Algumas espécies possuem importancia médica e veterinaria (Dantas-Torres et al.,
2019; Nwanade; Yu; Liu, 2020), por atuarem na transmissdo de agentes patogénicos, como
bactérias, protozoéarios e virus (Ossa-Lopez et al., 2023). Os carrapatos sdo considerados o
segundo principal vetor de doencas para humanos, depois dos mosquitos, e o principal vetor de
patdgenos para animais (Fuente et al., 2008). Além disso, podem causar problemas diretos aos
seus hospedeiros, como irritacdo, prurido, alergias, toxicoses e paralisias (Jongejan; Uilenberg,
2004).

Esses ectoparasitos estdo classificados no filo Arthropoda, classe Arachnida e ordem
Ixodida (Taylor; Coop; Wall, 2017). Atualmente, sdo reconhecidas mais de 900 espécies de
carrapatos, divididas em trés familias: Ixodidae, que abrange mais de 700 espécies; Argasidae,
com mais de 200 espécies; e Nuttalliellidae, que compreende uma Unica espécie (Nava et al.,
2017).

Os carrapatos da familia Ixodidae possuem um escudo na regido dorsal do seu corpo ou
idiossoma, por isso, sdo conhecidos como ‘“carrapatos duros”. Os carrapatos da familia
Argasidae (‘“carrapatos moles”), por sua vez, possuem um integumento coriaceo, sem a
presenca do escudo dorsal (Mans et al., 2011). A espécie Nuttalliella namaqua é a Unica
pertencente a familia Nuttalliellidae. Possui caracteristicas distintas dos carrapatos das outras
duas familias e é considerada a espécie viva mais proxima da linhagem ancestral dos carrapatos
(Ledwaba; Malatji, 2024).

No Brasil, € descrita a ocorréncia de cerca de 70 especies de carrapatos. Destas, 23
espécies pertencem a familia Argasidae, e estdo incluidas nos géneros Antricola, Argas,
Nothoaspis e Ornithodoros. As outras 47 espécies pertencem a familia Ixodidae e estdo
classificadas nos géneros Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e Rhipicephalus.
Duas importantes espécies do género Rhipicephalus ocorrem no territorio brasileiro: R.

microplus e R. sanguineus (Dantas-Torres et al., 2019).
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2.1.1 Rhipicephalus microplus

R. microplus é uma espécie originaria da Asia que se espalhou por regides tropicais e
subtropicais de todo 0 mundo através do transporte de hospedeiros infestados (Muhanquzi et
al., 2020). Atualmente, é uma das espécies da familia Ixodidae com maior distribuicdo mundial
(Jamil et al., 2022). Essa espécie foi classificada, inicialmente, como Boophilus microplus,
poreém foi reclassificada para o género Rhipicephalus, com base em caracteristicas morfoldgicas
e moleculares (Murrell; Barker, 2003).

E um carrapato monoxeno (Figura 1), ou seja, todo o seu desenvolvimento, de larvas a
adultos, ocorre em um unico hospedeiro, geralmente bovinos (Higa et al., 2015), por isso é
conhecido como “carrapato-do-boi”. Entretanto, pode parasitar outros mamiferos domésticos,
como bubalinos, equinos, caprinos, ovinos, suinos e cées, além de mamiferos selvagens
(Bautista-Garfias et al., 2023).

Figura 1 - Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus.
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O ciclo se divide em duas fases: fase de vida livre e de vida parasitéaria. A fase de vida livre se inicia
guando as fémeas adultas ingurgitadas deixam o hospedeiro. No ambiente, realizam a oviposicdo e
ocorre a eclosdo das larvas. As larvas se fixam em um hospedeiro, iniciando a fase parasitaria. As larvas
realizam as ecdises para ninfas e, posteriormente, para adultos. As fémeas ingurgitadas vao para o
ambiente. O ciclo se reinicia.

Fonte: modificado de Bautista-Garfias et al. (2023).

A infestacdo de bovinos por R. microplus causa reducdo na produgdo de leite

(Rodrigues; Leite, 2013) e no ganho de peso vivo (Calvano et al., 2021). Além disso, pode
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acarretar anemia (Desta, 2016) e alteracdes hemostaticas sistémicas decorrentes da inoculacdo
de saliva (Reck et al., 2009). Ademais, as lesdes cutaneas causadas pelas picadas predispdem a
ocorréncia de miiases e afetam a qualidade do couro (Saleem et al., 2019). Nesse sentido, R.
microplus é o ectoparasito que gera maior impacto econdémico a pecudria brasileira (Grisi et al.,
2014). Os prejuizos anuais decorrentes desse parasitismo foram estimados em cerca de R$9,0
bilhdes em 2019 (Andreotti et al., 2019).

Além disso, sdo importantes transmissores de agentes patogénicos, como 0s
protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina, e a bactéria Anaplasma marginale, causadores
da babesiose e anaplasmose bovinas, que, em conjunto, formam o complexo tristeza parasitaria
bovina (Vieira et al., 2019; Silva et al., 2021). Ambas as infec¢fes sdo causadas por agentes
intraeritrocitarios obrigatorios, apresentando sintomatologia semelhante (Silva et al., 2021).
Essa doenca € caracterizada por hemolise e anemia, e pode acometer animais de todas as idades,
sendo importante causa de mortes em bovinos. Além disso, causa perdas econémicas
consideraveis (Henker et al., 2020), relacionadas a diminuicdo de produtividade, infertilidade
temporaria e custos com tratamento, prevencdo e controle (Silva et al., 2021).

2.1.2 Morfologia do integumento de carrapatos

O sucesso bioldgico dos carrapatos estd diretamente relacionado ao seu integumento,
estrutura que reveste externamente o corpo, confere protecdo contra impactos mecanicos, evita
a perda excessiva de agua (Sonenshine; Roe, 2014) e forma uma barreira protetora contra a
entrada de agentes patogénicos (Ment et al., 2013). Morfologicamente, o integumento (Figura
2) é constituido por uma camada Unica de células (epiderme), que secreta uma cuticula, além

de uma camada subcuticular (Camargo-Mathias, 2018; Sonenshine; Roe, 2014).
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Figura 2 - Integumento de carrapatos.

Representacdo esquematica do integumento de carrapatos: cut - cuticula; sbc - subcuticula; ec - célula
epitelial.
Fonte: Remedio et al. (2014).

A cuticula forma o exoesqueleto e € a parte do integumento trocada durante a ecdise em
larvas e ninfas (Coons; Alberti, 1999). Essa estrutura divide-se em duas camadas basicas:
epicuticula e procuticula. A epicuticula é mais externa, fina e altamente pregueada, sendo que
a distensdo das pregas permite a completa expansdo do 6rgdo durante o ingurgitamento
(Hackman, 1982; Sonenshine; Roe, 2014). Essa camada € constituida principalmente por
lipidios (Ment et al., 2010). A procuticula, por sua vez, é mais interna e espessa (Hackman,
1982; Sonenshine; Roe, 2014), subdividindo-se ainda em: endocuticula (por¢do interna,
localizada préxima a camada epitelial) e exocuticula (por¢do externa, adjacente a epicuticula)
(Agwunobi et al., 2020). A cuticula apresenta, em sua constitui¢do, microfibrilas de a-quitina,
incorporadas em uma matriz proteica (Hackman, 1982; Sonenshine; Roe, 2014). As
microfibrilas sdo compostas por cerca de 20 moléculas de quitina (f-(1,4)-N-acetil-D-
glucosamina), alinhadas de forma antiparalela (Cohen, 2010). A propor¢do entre essas
moléculas e as de proteina é variavel de acordo com a espécie do carrapato, o estagio de
alimentacdo (Kaufman; Flynn, 2018) e a regido do corpo (Sonenshine; Roe, 2014).

A epiderme, por sua vez, é formada por um epitélio simples de células cubicas, com
nucleos arredondados. Essa camada de células se apoia em um tecido conjuntivo (Remedio;
Nunes; Camargo-Mathias, 2015) e pode estar separada da cuticula pela camada subcuticular,
composta por precursores ndo polimerizados do complexo quitina-proteina (Coons; Alberti,
1999).

O integumento é um 6rgéo de grande importancia para carrapatos, tendo em vista que é
o primeiro local de contato desses ectoparasitos com os acaricidas de aplicagéo topica (Remedio
et al., 2014). Por isso, alguns estudos vém sendo realizados nos Gltimos anos, baseados em

analises morfologicas para identificar possiveis alteragdes no integumento desses animais
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(Abreu et al., 2020; Lima-de-Souza, 2022; Remedio et al., 2014; Remedio; Nunes; Camargo-
Mathias, 2015; Souza et al., 2017).

2.1.3 Morfologia do ovario de carrapatos

O sistema reprodutor feminino de carrapatos consiste em um Unico ovario em formato
de “U” localizado na regido posterior do corpo, dois ovidutos, um tutero, um tubo de conexao
muscular, uma vagina, glandulas acessorias tubulares pareadas e uma abertura genital
(Sonenshine, 1994).

Segundo a descricdo morfoldgica, histoldgica e ultraestrutural do ovario de R.
microplus, esse 0rgdo apresenta uma estrutura tubular continua, em formato de ferradura. Sua
parede € constituida por pequenas células epiteliais com ndcleos arredondados, que delimitam
o lumen. As células da linhagem germinativa (ovdcitos) permanecem fixas a parede do ovario
por meio do pedicelo, estrutura formada a partir da proliferacdo das préprias células epiteliais.
Os ovacitos sdo produzidos de forma assincrona, por isso apresentam cinco estagios de
desenvolvimento (I a V) (Figura 3), sendo que os menos desenvolvidos ocupam a regido distal
e, 0s mais desenvolvidos, a regido proximal do 6rgdo. Quando maduros (ovécitos V) sdo
liberados para o limen (Saito et al., 2005), por meio de uma pressdo crescente contra a parede
do 6rgdo e, depois, para 0 ambiente externo (Denardi et al., 2004).
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Figura 3 - Ovario ﬂe Rhipicephalus microplus.
=~ Il

Representacdo esquematica da ovogénese em corte transversal de ovario: | - ovdcito I; Il - ovdcito II;
11 - ovécito I1I; IV - ovdcito 1V; V - ovécito V; ec - epitélio ovariano; lu - limen; ovd - oviduto; gv -
vesicula germinativa.

Fonte: Saito et al. (2005).

Os ovacitos | sdo as menores células da linhagem germinativa, sendo caracterizados
pelo formato arredondado e vesicula germinativa (nucleo) localizada em posi¢éo central, com
nucléolo evidente. Apresentam ainda contetdo citoplasméatico homogéneo, delimitado por uma
fina membrana plasmatica. Enquanto isso, 0s ovocitos Il apresentam finas granulagGes no
citoplasma. Os ovacitos Ill, por sua vez, sdo consideravelmente maiores que 0s estagios
anteriores, apresentam o citoplasma com uma granulagdo mais grosseira e a vesicula
germinativa esta localizada proxima ao polo basal da célula. Além disso, nesse estagio, inicia-
se a deposicdo do cdrion, estrutura que reveste externamente os ovécitos (Saito et al., 2005) e
confere protecdo contra estimulos mecénicos, dessecacgéo e predacgdo, além de permitir as trocas
gasosas, quando o ovo € liberado para o ambiente (Rezende et al., 2016). Nos ovocitos 1V, o
citoplasma é ocupado por grénulos de vitelo (constituidos de glicoproteinas), sendo maiores na
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regido central e menores na periferia celular. Por fim, os ovocitos V sao caracterizados por um
corion espesso, completamente formado, e o citoplasma é inteiramente preenchido por grandes
grénulos de vitelo (Saito et al., 2005). Devido a ocorréncia dos granulos de grande tamanho nos
ovacitos mais desenvolvidos (IV e V), a vesicula germinativa raramente é observada (Oliveira
etal., 2005). Durante a vitelogénese, 0 aumento de tamanho dos ovécitos se deve a incorporagédo
de substancias essenciais, como carboidratos, lipidios e proteinas (Saito et al., 2005).

Os carrapatos apresentam grande capacidade reprodutiva. Com isso, 0 sistema
reprodutor funciona como um alvo para o desenvolvimento de produtos acaricidas (Sreelekha
et al., 2017). Isso porque alteracfes nesse sistema podem levar a reducdo no namero de
individuos vidveis na geracdo subsequente, auxiliando no controle desses ectoparasitos
(Nwanade; Yu; Liu, 2020). Nesse sentido, diversos estudos baseados em andlises morfol6gicas
vém sendo realizados no intuito de demonstrar alteragdes observadas no ovario de carrapatos
(Anholeto et al., 2018; Dolenga et al., 2024; Konig et al., 2019, 2020; Matos et al., 2014; Reis
etal., 2021, 2023; Souza et al., 2019).

2.2 Controle de carrapatos

O principal método de controle de carrapatos consiste no uso de acaricidas sintéticos
(Ferreira et al., 2024; Klafke et al., 2017; Waldman et al., 2023), como os organofosforados,
carbamatos, formamidinas, piretroides, lactonas macrociclicas e fenilpirazois (Agwunobi; Yu;
Liu, 2021). Ademais, existem outras formas de controle como a vacinacdo, o0 uso de extratos
vegetais (Beys-da-Silva et al., 2020) e o controle bioldgico (Alonso-Diaz et al., 2022).

Mundialmente, os acaricidas sintéticos sdo amplamente empregados no controle de
carrapatos em bovinos. Entretanto, seu uso frequente e indiscriminado gera alguns problemas,
como efeitos nocivos em espécies ndo-alvo, o encarecimento dos custos de producdo e o
acumulo de residuos toxicos em produtos de origem animal (Tesfaye; Abate, 2023) e no meio
ambiente (Camargo et al., 2014; Shanmuganath et al., 2021).

Além disso, seu uso incorreto pode favorecer a selecdo de populacbes de carrapatos
resistentes (Evans et al., 2024; Sousa et al., 2022; Valsoni et al., 2020). A resisténcia pode ser
definida como uma caracteristica hereditéria especifica em uma populacéo, selecionada apés a
exposicao ao acaricida. Com isso, hd um aumento consideravel no nimero de carrapatos que
sobrevivem apos o contato com uma determinada concentragéo dessa substancia (Rodriguez-
Vivas; Jonsson; Bhushan, 2018). A resisténcia pode ser alcangada através de mutacgdes, que

resultam em alteragGes morfoldgicas no sitio-alvo do acaricida; pela atividade metabdlica, que
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leva a desintoxicacdo do organismo; e pela reducdo na penetracdo de acaricidas, apos

modificagOes no exoesqueleto (Obaid et al., 2022).

2.2.1 Piretroides sintéticos

Os piretroides sintéticos sdo acaricidas derivados das piretrinas, ésteres naturais
extraidos das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum coccineum
(Chrustek et al., 2018; Gajendiran; Abraham, 2018). Inicialmente, as piretrinas foram
empregadas como inseticidas, mas sua grande instabilidade a luz restringiu seu uso no controle
de pragas (Chen; Wang, 1996). Com isso, iniciou-se o desenvolvimento dos piretroides
sintéticos, a partir de mudancas estruturais nas piretrinas, com o intuito de aumentar a
estabilidade quimica e conservar a atividade contra artropodes e a baixa toxicidade para
mamiferos (Soderlund et al., 2002).

Os piretroides sintéticos sao divididos em dois grupos, tipos | e 1l, de acordo com sua
estrutura quimica e sua toxicidade aguda para roedores (Saillenfait; Ndiaye; Sabaté, 2015).
Estruturalmente, os piretroides do tipo | se caracterizam pela auséncia do grupo ciano na sua
porcdo fenoxibenzil. Enquanto os do tipo Il, como a deltametrina, apresentam esse grupo na
sua constituicdo (Singh et al., 2022). Em relacdo a toxicidade para animais de laboratorio, 0s
piretroides do tipo | levam a efeitos menos graves e reversiveis, como irritagdo na pele e nos
olhos, enquanto os do tipo Il apresentam maior toxicidade oral aguda, sendo neurotdxicos e,
por vezes, fatais (Thatheyus; Selvam, 2013).

Ambos 0s grupos atuam nos canais de sédio dependentes de voltagem do sistema
nervoso de artropodes (Davies et al., 2007). Os piretroides do tipo | prolongam o influxo de
sodio, gerando descargas repetitivas. Enquanto os do tipo Il promovem a despolarizacdo da
membrana plasmatica, além de se ligarem aos receptores do acido gama-aminobutirico
(GABA), o que resulta em hiperexcitabilidade (Valentine, 1990).

Os piretroides sintéticos sdo amplamente empregados no controle de carrapatos
(Chrustek et al., 2018), sendo a deltametrina (C22H19Br.NOs3) (Figura 4) um dos mais utilizados
(Dzemo et al., 2023; Liu et al., 2022). Sua eficacia esta intimamente relacionada a capacidade
de interromper a transmissao normal de impulsos nervosos, resultando em paralisia e eventual
morte do carrapato (Davies et al., 2007). Entretanto, seu uso indiscriminado favorece o
desenvolvimento de resisténcia, principalmente relacionada a mutagdes nos canais de sodio e a

desintoxicacdo metabolica (Kumar; Klafke; Miller, 2020).
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Figura 4 - Deltametrina.

Representacdo da estrutura quimica da deltametrina.
Fonte: NIH (2025).

Outros efeitos adversos foram descritos para os piretroides sintéticos, como a presenca
de residuos em alimentos e no meio ambiente (Saillenfait; Ndiaye; Sabaté, 2015) e a alta
toxicidade para peixes e anfibios (Zhu et al., 2020). Quanto a toxicidade para humanos, apos a
exposicdo acidental aguda, podem ocorrer parestesia e irritacdo respiratoria, cutanea e ocular
(Saillenfait; Ndiaye; Sabaté, 2015). Enquanto a exposicao cronica leva a alteracdes no plasma
sanguineo, producdo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio (Singh et al., 2022) e
alteracdes na fertilidade masculina e no desenvolvimento pré-natal (Saillenfait; Ndiaye; Sabaté,
2015).

Diante disso, torna-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas de controle
para mitigar os impactos negativos do uso exacerbado de acaricidas sintéticos para controle das
infestagdes por R. microplus (Beys-da-Silva et al., 2020; Castro-Saines; Lagunes-Quintanilla;
Hernandez-Ortiz, 2024).

2.2.2 Controle alternativo

O desenvolvimento de resisténcia, a persisténcia ambiental e a toxicidade dos acaricidas
sintéticos para mamiferos sdo fatores que comprometem o seu uso no controle de carrapatos
(Agwunobi; Yu; Liu, 2021). Por isso, busca-se o desenvolvimento de estratégias que possam
ser sustentaveis, seguras e eficazes, como a vacinacdo (Bhowmick; Han, 2020), o uso de
produtos de origem vegetal (Alonso-Diaz; Fernandez-Salas, 2021) e o controle bioldgico (Beys-
da-Silva et al., 2020).
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O controle bioldgico é definido como o uso de agentes vivos para combater, direta ou
indiretamente, organismos prejudiciais (Stenberg et al., 2021). Entre esses agentes, destacam-
se os fungos entomopatogénicos: organismos eucariontes, heterotréficos, uni ou multicelulares,
que se reproduzem de forma assexuada, sexuada ou ambas (Mora; Castilho; Fraga, 2017). Na
natureza, esses fungos causam doencas em insetos e outros invertebrados (Rajput et al., 2024).
S&o descritos mais de cem géneros e aproximadamente 750 espécies (Kidanu; Hagos, 2020),
sendo Metarhizium anisopliae uma das mais estudadas, especialmente para o controle de R.
microplus (Alonso-Diaz; Fernandez-Salas, 2021).

A acdo dos fungos entomopatogénicos se inicia com o reconhecimento de um
hospedeiro suscetivel. Entdo, os conidios se aderem e germinam na cuticula, iniciando a
formacdo de hifas e apressorios e a secre¢do enzimatica (Ebani; Mancianti, 2021). Entre as
enzimas secretadas estdo lipases (EC 3.1.1.3), proteases (EC 3.4) e quitinases (EC 3.2.1.14),
gue atuam sobre substratos presentes nas diferentes camadas cuticulares (Beys-da-Silva et al.,
2014; Silvaetal., 2005). A pressdo mecanica exercida pelos apressorios e a secre¢ao de enzimas
possibilitam a passagem dos fungos pela cuticula (Ebani; Mancianti, 2021). O desenvolvimento
intenso do fungo culmina no esgotamento de nutrientes da hemolinfa (Feng; Poprawski;
Khachatourians, 1994) que, juntamente com a secrec¢do de toxinas (Peng et al., 2022), levam o
hospedeiro & morte, sendo o cadaver colonizado pelo micelio. Posteriormente, ocorre a
emergéncia das hifas e a producdo de novos conidios, 0 que possibilita o reinicio do ciclo de
infeccdo (Ebani; Mancianti, 2021).

As toxinas sdo importantes fatores de viruléncia dos fungos entomopatogénicos (Wang;
Wang, 2017). Metarhizium spp. produz uma grande variedade desses compostos, como
destruxinas, citocalasinas e swainsonina (Zimmermann, 2007). As destruxinas sdo peptideos
ciclicos (Berestetskiy; Hu, 2021), com propriedades inseticidas, antivirais e citotdxicas, sendo
0s metabolitos secundarios mais abundantemente produzidos durante a fermentacdo fungica
(Schrank; Vainstein, 2010). Sua aco envolve a abertura dos canais de Ca?*, resultando em
despolarizacdo da membrana plasmatica, o que leva a paralisia e morte do hospedeiro (Hsiao;
Ko, 2001). Além dos danos ao sistema muscular, as destruxinas comprometem a resposta
imunoldgica e causam danos aos tubulos de Malpighi, afetando a excrecéo (Peng et al., 2022).
As citocalasinas, por sua vez, sdo constituidas por um anel isoindol hidrogenado unido a um
anel microciclico. Esses metabdlitos se ligam aos filamentos de actina e inibem sua
polimerizacgéo, interferindo em diferentes processos celulares. Enquanto a swainsonina € um

alcaloide indolizidinico que atua na inibi¢cdo de manosidases (Zimmermann, 2007), enzimas
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importantes no processamento biol6gico de alguns polissacarideos (Rovira et al., 2020). Essa
inibicdo afeta o processamento de glicoproteinas no hospedeiro (Zimmermann, 2007).

O controle bioldgico com fungos entomopatogénicos é uma alternativa promissora e
pode ser incluida em estratégias de manejo integrado para o controle de carrapatos. Entretanto,
ha limitacdes para 0 uso em grande escala e a sua viabilidade a campo pode ndo ser adequada
(Cafarchia et al., 2022). Além disso, sua acdo € lenta (Baron; Rigobelo; Zied, 2019) e a secrecéo
de enzimas pode variar de acordo com a linhagem do fungo, comprometendo a eficacia no

controle desses ectoparasitos (Polar et al., 2008).

2.2.3 Metarhizium anisopliae

Metarhizium compreende um género de fungos filamentosos classificados no reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Clavicipitaceae
(Shang; Song; Wang, 2024). A espécie Metarhizium anisopliae apresenta grande distribuigao
na natureza, sendo comumente encontrada em solos, raizes de plantas, rizosferas e carcagas de
artropodes, atuando de forma endofitica ou saprofitica (Leger, 2008). Suas coldnias apresentam
coloracdo branca e amarelada, durante a fase inicial de producdo de conidios (4 a 7 dias),
tornando-se verde a medida que ocorre a maturacdo desses esporos (8 a 9 dias) (Figura 5)
(Bischoff; Rehner; Humber, 2009). Suas hifas sdo septadas e o0s conidi6foros ramificados, com
fialides alongadas, individuais ou agrupadas, na sua extremidade. Além disso, os conidios sdo

cilindricos ou ovalados, e dispostos em cadeias (Driver; Milner; Trueman, 2000).
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Figura 5 - Metarhizium anisopliae.

Coldnias de Metarhizium anisopliae em meio de cultura agar batata dextrose (BDA).
Fonte: Da autora (2024).

M. anisopliae € um dos fungos patogénicos para artropodes mais utilizado em
programas de controle biolégico em todo o mundo (Leger, 2008), com cepas comercialmente
disponiveis para o controle de diversas pragas (Samish; Ginsberg; Glazer, 2004). Estudos em
laboratorio e em campo demonstraram a eficacia de M. anisopliae sobre os diferentes estagios
de desenvolvimento de R. microplus (Camargo et al., 2014; Muniz et al., 2020; Ojeda-Chi et
al., 2010). Fernandez-Salas et al. (2017), por exemplo, encontraram mortalidade superior a 90%
em fémeas ingurgitadas, até 20 dias ap0s a exposicio a 21 cepas diferentes do fungo (1,0 x 108
conidios/mL), em estudo in vitro. Enquanto isso, Azmi et al. (2024) observaram mortalidade
varidvel entre 36,67% e 83,33% das fémeas ingurgitadas de R. microplus, 14 dias apds o
tratamento com seis isolados diferentes de M. anisopliae (1,0 x 108 conidios/mL).

Velazquez-Sarmiento et al. (2024) demonstraram o efeito acaricida de diferentes cepas
de M. anisopliae sensu lato (1,0 x 108 conidios/mL) contra R. microplus. Nesse estudo, foi
observada mortalidade de 66,17-100% das larvas, 20 dias apés o tratamento. Ademais,
mortalidade de 100% das fémeas ingurgitadas foi alcancada 18 dias apds a exposi¢do ao fungo.
Além disso, houve um bom efeito na reducdo de oviposicdo (16,45-56,38%) e um efeito
moderado na reducéo de eclosao dos ovos (5,24-32,68%). Alcala-Gomez et al. (2017), por sua
vez, encontraram mortalidade de 100% de fémeas ingurgitadas de R. microplus, 15 dias apés a
exposicdo a uma suspensdo de 1,0 x 108 conidios/mL de M. anisopliae (Ma 136), além de
reducdo de 73% na oviposicdo e na ecloséo dos ovos.

A cepa de M. anisopliae s.I. (ARSEF 3643) mostrou-se patogénica para larvas de R.
microplus em condi¢Ges de semicampo, no interior da Bahia. Fémeas ingurgitadas foram
colocadas em vasos cultivados com Urochloa brizantha e pulverizadas com formulagoes

aquosas e oleosas do fungo (1,0 x 108 conidios/mL). Ap6s 42 dias, periodo necessario para a
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eclosdo das larvas e endurecimento da cuticula, foi observada eficacia de 43,8% e 58,4% para
as duas formulacdes, respectivamente. Também foi relatada a persisténcia do fungo no solo por
52 dias ap0s o tratamento (Pereira et al., 2022).

O efeito acaricida de M. anisopliae (IBCB 425) também foi demonstrado em condi¢cfes
de campo. No interior de Sdo Paulo, duas areas de pastagens foram pulverizadas mensalmente,
durante um ano, com suspensdes fungicas (5 x 10%3 conidios/ha), associadas ao 6leo mineral. A
eficacia média anual encontrada contra R. microplus foi de 36% e 48%, nas duas areas (Santos
et al., 2022). Além disso, duas formulagdes oleosas de M. anisopliae (5,0 x 107 conidios/mL),
MaOL1 (contendo 6leo mineral) e MaO2 (com 6leo mineral e 6leo de silicone), apresentaram
eficacia in vitro de 60% e 99%, respectivamente, contra fémeas ingurgitadas de R. microplus.
Em condigdes de campo, ap06s a pulverizacao de bovinos infestados, eficacias de 55% e 66%
foram observadas 21 dias ap6s o tratamento, sendo relatada reducéo da infestacdo por até 28
dias ap0s a pulverizacdo (Barbieri et al., 2023).

Camargo et al. (2016) avaliaram os efeitos de uma formulagéo oleosa contendo um
produto comercial (Metarril® SP Organic), desenvolvido com os isolados ESALQ 1037 e
ESALQ E9 de M. anisopliae (1,0 x 108 conidios/mL), contra R. microplus, em condi¢bes de
campo. Foram realizadas duas pulverizacdes em bovinos, com intervalo de 3 dias, e a eficacia
média observada foi de 75,09%, 24 dias ap6s a primeira aplicacdo. A adicdo de 6leos as
suspensdes fungicas foi responsavel pela maior adesdo dos conidios a cuticula e conferiu
protecdo contra condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Webster et al. (2015) demonstraram a eficicia de uma suspensdo (1,0 x 108
conidios/mL) de M. anisopliae (TI1S-B503), associada a cipermetrina e ao clorpirifds. Para isso,
bovinos infestados com larvas de R. microplus foram pulverizados a cada 21 ou 28 dias, durante
182 dias. A mediana da eficacia encontrada ao final do estudo foi de 97,9%, demonstrando que

a combinacdo pode aumentar a eficiéncia do tratamento.

2.2.4 Metarhizium robertsii

Metarhizium robertsii € um fungo patogénico para artropodes, amplamente encontrado
em solos, rizosferas e raizes de plantas, atuando como endofito ou (Sasan; Bidochka, 2012)
saprofito (Shang; Song; Wang, 2024). Suas colonias apresentam formato arredondado, com
coloracdo branca, verde ou marrom (Figura 6). As hifas possuem septos (Geremew; Shiberu;
Leta, 2024) e os conidiéforos sdo ramificados, com fidlides alongadas e cilindricas. Os conidios,

por sua vez, sdo esféricos ou elipsoides (Villamizar et al., 2021).
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Figura 6 - Metarhizium robertsii.

Coldnias de Metarhizium robertsii em meio de cultura gar batata dextrose (BDA).
Fonte: Da autora (2024).

Alguns estudos descreveram a ac¢ao acaricida de M. robertsii contra R. microplus. Paulo
et al. (2018), por exemplo, analisaram a viruléncia de suspensdes (1,0 x 107 e 1,0 x 108
conidios/mL) de M. robertsii (ARSEF 2575) sobre fémeas ingurgitadas, em testes in vitro. Os
resultados demonstraram controle de 19,64% e 30% dos carrapatos expostos as duas
concentragoes, respectivamente. Ademais, algumas fémeas foram inoculadas com o fungo (1,0
x 107 conidios/mL) para analise histoldgica do ovario, sendo observada a colonizagéo do 6rgéo
por M. robertsii, caracterizada pela presenca de hifas nos cortes histoldgicos. Fiorotti et al.
(2019) analisaram o efeito de diferentes concentracdes de M. robertsii (ARSEF 2575) em
fémeas ingurgitadas de R. microplus inoculadas com o fungo. Apos 48 h, 48% das fémeas
infectadas com 1,0 x 107 conidios/mL morreram, enquanto 83,3% de mortalidade foi observada
no grupo exposto a 1,0 x 10® conidios/mL.

Também foi avaliada a eficacia de formulacBes granulares (5,0 x 107 conidios/mL)
contendo microesclerddios (MS) e blastésporos (BS) de M. robertsii (IP 146) em condicdes de
semicampo, no estado do Rio de Janeiro. Fémeas ingurgitadas de R. microplus foram colocadas
em vasos cultivados com Urochloa decumbens cv. Basilisk, oito dias apds a adi¢ao dos granulos
(ambos nas concentracOes de 25 e 50 kg/ha). Os melhores resultados foram encontrados nos
grupos BS (25 kg/ha) e MS (50 kg/ha), com 38,4% e 64,4% de mortalidade larval,
respectivamente. Entretanto, apos uma segunda aplicacdo fungica (218 dias ap0s a primeira), a
eficacia foi menor, variando entre 1,7% e 23,9%. Ademais, foi relatada a persisténcia do fungo
no solo por 336 dias apos a primeira aplicagdo (Marciano et al., 2021).

De maneira geral, os niveis de mortalidade de carrapatos em ensaios a campo, utilizando

fungos entomopatogénicos, sdo menores do que em estudos in vitro (Samish; Ginsberg; Glazer,
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2004). Isso sugere que a acdo de alguns fatores ambientais, como altas temperaturas, radiacao
ultravioleta e dessecacdo (Fernandes; Bittencourt; Roberts, 2012), além de fatores relacionados
a pele dos hospedeiros, como temperatura, secrecfes e microbiota, possam interferir no
processo infeccioso (Polar et al., 2005). Ainda assim, Metarhizium spp. permanece como uma
alternativa aos acaricidas sintéticos, por ser seguro para mamiferos e para 0 meio ambiente
(Brunner-Mendoza et al., 2019). Entretanto, é necessario o aprimoramento de métodos de
cultivo, armazenamento, formulagéo e aplicacdo em grande escala (Castro-Saines; Lagunes-
Quintanilla; Hernandez-Ortiz, 2024).

2.2.5 Enzimas

Os fungos entomopatogénicos produzem uma variedade de biomoléculas, também
encontradas em seus extratos, incluindo toxinas, proteinas, vitaminas (Santos et al., 2021) e
enzimas liticas, como lipases, proteases e quitinases (Mejia et al., 2024). A patogenicidade
desses fungos estd intimamente relacionada a capacidade de secrecdo dessas enzimas,
essenciais para a degradacdo da cuticula de seus hospedeiros (Moharram; Abdel-Galil; Hafez,
2021; Sanchez-Pérez et al., 2014).

Por definicdo, as enzimas sdo, em sua maioria, proteinas globulares que atuam como
catalisadoras (Silverman, 2000), acelerando reacfes bioquimicas. As enzimas apresentam
grande afinidade pelo seu substrato, molécula na qual se ligam através do sitio ativo. Com isso,
forma-se 0 complexo enzima-substrato que, entdo, é convertido em produto, sem que a enzima
seja consumida durante a rea¢do (Pundir, 2015).

Em um processo infeccioso, as lipases sdo as primeiras enzimas a serem secretadas pelo
fungo (Sanchez-Pérez et al., 2014; Mondal et al., 2016). Sua acdo envolve a catalise das reacdes
de hidrolise das ligacOes éster de lipidios, liberando glicerol e acidos graxos (Jaeger; Eggert,
2002). Isso possibilita a passagem do fungo pela epicuticula e a liberacdo de nutrientes
(Sanchez-Pérez et al., 2014). Além disso, provocam o aumento das interacdes hidrofobicas
(Santi et al., 2010) pela liberacdo de acidos graxos livres, o que resulta em maior adesédo dos
esporos a cuticula do hospedeiro (Géttlich et al., 1995). Posteriormente, o fungo inicia a
producdo de proteases (S&nchez-Pérez et al., 2014). As proteases sdo responsaveis pela catélise
da hidrolise de ligacOes peptidicas (Jakubke; Kuhl; Konnecke, 1985) das proteinas da
procuticula. Sua acdo culmina na liberagdo de pequenos peptideos e aminoacidos (Sharma et
al., 2006) e exposicdo das microfibrilas de quitina (Litwin; Nowak; Rozalska, 2020). Por fim,

ocorre a secrecdo de quitinases, que atuam nas reagdes de hidrolise dos polimeros de quitina
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(Sanchez-Pérez et al., 2014). Essas enzimas sdo divididas em duas classes, de acordo com seus
padrdes de clivagem: endoquitinases e exoquitinases (Horn et al., 2006). As endoquitinases
catalisam a hidrdlise das ligagdes f-(1,4) (Duo-Chuan, 2006) em qualquer ponto dentro do
polimero. Enquanto as exoquitinases atuam na clivagem da extremidade ndo redutora da
quitina, levando a liberacdo de dimeros de N-acetilglucosamina (Schrank; Vainstein, 2010). A
acdo das quitinases causa a degradagdo completa da quitina (Duo-Chuan, 2006).

Alguns estudos demonstraram a acdo de extratos fangicos contendo enzimas sobre
carrapatos. Extratos com quitinases e proteases produzidas por fungos encontrados em solos
(Aspergillus sp., Mucor sp. e Trichoderma sp.), por exemplo, apresentaram a¢do ovicida contra
Hyalomma dromedarii. Neste estudo, foi observado 100% de inibi¢cdo no desenvolvimento de
ovos do carrapato, apds o tratamento com extratos de Mucor sp. e Trichoderma sp., contendo
quitinases, e de Aspergillus oryzae e Aspergillus sojae, contendo proteases (Habeeb; Ashry;
Saad, 2017). Enquanto isso, extratos contendo quitinases produzidas pelos fungos Aspergillus
fumigatus e Candida albicans causaram 80% e 90% de mortalidade, respectivamente, em
fémeas ingurgitadas de R. microplus (Hassan et al., 2015).

Perinotto et al. (2014) demonstraram a importancia das enzimas secretadas por M.
anisopliae s.l. durante a infeccdo em R. microplus. Fémeas ingurgitadas foram imersas em
suspensodes contendo conidios (1,0 x 10° conidios/mL) de diferentes isolados fingicos. Os
isolados que apresentaram melhor controle de carrapatos também foram os que apresentaram
0s maiores niveis de atividade das enzimas lipases, proteases e quitinases. Em estudo
semelhante, Pelizza et al. (2012) avaliaram o efeito de 26 isolados de fungos
entomopatogénicos contra ninfas do gafanhoto Schistocerca cancellata. A maior mortalidade
observada (90,91% causada por Beauveria bassiana - LPSC1067) também coincidiu com o0s
maiores niveis de atividade enzimatica.

Mejia et al. (2024) avaliaram a atividade inseticida de extratos enzimaticos produzidos
a partir da fermentacdo de M. robertsii (Mt015) contra larvas da broca da cana-de-agucar
(Diatraea saccharalis). Os extratos, com atividade de quitinases e proteases, foram aplicados
em associacio com um biopesticida & base de conidios de B. bassiana (Bv064 - 1,0 x 10°
conidios/mL). Apés a inoculacdo de larvas de segundo estdgio, foi observado aumento de
66,7% na eficécia da associa¢do, em comparacdo a aplicacdo de conidios isoladamente.

O extrato concentrado de M. robertsii (MT008) causou 95,9% de mortalidade em
adultos da mosca-da-fruta (Anastrepha obliqua), 48 horas apés a ingestdo. Entretanto, neste
estudo, a atividade inseticida foi conferida & agdo das destruxinas. Isso porque os efeitos de trés

desses metabdlitos (destruxinas A, A2 e B) também foram avaliados, de maneira semelhante,
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sendo observada mortalidade de 100%, 60% e 81,3% de adultos da mosca, respectivamente
(Lozano-Tovar et al., 2023).

O uso de biomoléculas como biopesticidas € uma alternativa a produtos quimicos
tradicionais (Schmaltz et al., 2023). Nesse sentido, as enzimas apresentam algumas vantagens,
como o fato de serem altamente especificas, 0 que gera menos efeitos adversos em organismos
ndo-alvo. Além disso, sdo biodegradaveis, o que implica em uma menor geracdo de residuos
(Nordisk, 1995). Entretanto, seu uso no controle de artrépodes ainda é pouco explorado (Mejia
et al., 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e
Metarhizium robertsii, aplicados de forma isolada ou acrescida do acaricida sintético
deltametrina, sobre a mortalidade e a morfologia do integumento e do ovério de Rhipicephalus

microplus.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar, por meio de analise morfométrica do integumento, as espessuras da cuticula
e da subcuticula das fémeas ingurgitadas de R. microplus, expostas aos extratos ativos
e desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii.

2. Determinar, por meio de analise morfométrica do ovério, a &rea dos ovacitos e de seus
nacleos, em fémeas ingurgitadas de R. microplus expostas aos extratos ativos e
desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii.

3. Quantificar as possiveis alteracdes histoldgicas observadas no integumento e no ovario
de fémeas ingurgitadas de R. microplus, apds a exposi¢cdo aos extratos ativos e
desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii, por meio de um protocolo de andlise
semiquantitativa, baseado no fator de importancia e na extensdo das alteracdes
tissulares.

4. Avaliar os efeitos da deltametrina, aplicada de forma isolada ou ap6s a exposi¢do aos
extratos ativos e desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii, sobre a mortalidade e a
morfologia do integumento e do ovario de fémeas ingurgitadas de R. microplus, por

meio de analises morfométrica e semiquantitativa em microscopio de luz convencional.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos extratos de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii

Os extratos de ambos os fungos foram preparados no Laboratorio de Biotecnologia e
Biogquimica Aplicada da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As cepas de M. anisopliae
(IP119) e M. robertsii (IP146) foram obtidas no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP), da Universidade Federal de Goiés (UFG). Essas cepas foram mantidas no laboratorio
em placas de Petri contendo o meio de cultura agar batata dextrose (BDA) e incubadas em
estufa do tipo BOD (demanda bioguimica de oxigénio), a 27 + 1°C.

Inicialmente, foi preparado o meio de cultura para a inoculacdo dos fungos, conforme
metodologia adaptada de Santoro et al. (2005). Para isso, foram adicionados 40 g de arroz pré-
cozido e 20 mL de soro de leite em seis tubos Erlenmeyer, vedados com algodao. O experimento
foi realizado em triplicata, utilizando trés frascos para cada cepa, € 0 meio de cultura foi
autoclavado antes da inoculacdo dos fungos. Em uma capela microbioldgica, foi adicionada
uma amostra (cerca de 1cm?) do meio BDA contendo o fungo em cada um dos tubos. O material
foi mantido em estufa BOD (27 + 1°C), por oito dias.

Apds esse periodo, cada amostra foi homogeneizada com 40 mL de agua destilada
estéril. Para isso, foram mantidas sob agitacdo por um periodo de duas horas. Em seguida, foram
filtradas com o auxilio de papel filtro Whatman n° 4. O produto obtido foi chamado extrato
ativo. Parte desse extrato, de ambos os fungos, foi aquecida em banho-maria, a 100°C, por duas
horas, para a desnaturacdo das enzimas pelo calor. Com isso, apenas 0s componentes nao
enzimaticos ficaram presentes nos extratos, que passaram a ser chamados extratos

desnaturados.
4.2 Ensaios de atividade enzimatica

Para determinar a atividade de proteases e quitinases dos extratos ativos, foi realizada a
centrifugacdo de amostras de cada filtrado, a 10000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante obtido

para cada uma das cepas foi utilizado nos ensaios subsequentes.

4.2.1 Atividade total de proteases
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A atividade das proteases foi mensurada conforme Soares et al. (2013), com
modifica¢des. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os volumes utilizados foram: 100 pL
do extrato ativo, 400 uL. de tampao tris-HCI 100 mM pH 7,0 e 500 pL de caseina 1% pH 8,0.
A reacdo foi incubada por 60 minutos, a 37°C, em banho-maria. Em seguida, foi interrompida
com a adicdo de 1mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%. O meio de reacdo foi centrifugado
a 10000 x g por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado para mensuragéo da
absorbancia em espectrofotdmetro, a 280 nm. Foi construida uma curva-padrdo de tirosina,
relacionando absorbancias medidas com concentracdes conhecidas do aminoacido. Uma
unidade de protease (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0

ug de tirosina por minuto, nas condi¢des do ensaio.

4.2.2 Atividade total de quitinases

A atividade das quitinases foi medida pela quantificacdo de agUcares redutores liberados
a partir da hidrélise da quitina, utilizando o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico DNS (Miller,
1959). Para o ensaio foram utilizados: 100 pL. do extrato ativo, 400 pL de tampdo acetato de
so6dio 50 mM pH 5,0 e 500 pL de quitina coloidal. Os reagentes foram incubados a 37°C, em
banho-maria, durante 30 minutos. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 1000 pL do
reagente de DNS. O meio de reacdo foi centrifugado a 10000 x g por 10 minutos, para a
obtencdo do sobrenadante. A quantidade de acUcares redutores liberada foi estimada pela leitura
da absorbéancia, em espectrofotdmetro, a 540 nm. Foi construida uma curva-padrdo de N-
acetilglucosamina, para a quantificagdo da atividade enziméatica. Uma unidade de quitinase (U)
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ug de N-acetilglucosamina

por minuto, nas condi¢des do ensaio.

4.3 Carrapatos Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas manualmente em um rebanho
naturalmente infestado no municipio de Vicosa (20°45'14" S e 42°52'54" W), Minas Gerais. O
rebanho ndo havia recebido tratamento acaricida nos 30 dias anteriores a coleta. Os exemplares
foram colocados em uma peneira, lavados em agua corrente e secos em papel absorvente macio.
Em seguida, foram submetidos ao Teste de Imersdo de Adultos (TIA), descrito por Drummond
et al. (1973).
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4.4 Teste de Imersao de Adultos

O TIA foi realizado no Laboratério de Microscopia da UFLA, conforme metodologia
de Drummond et al. (1973), com adaptacdes. A metodologia foi adaptada quanto ao tempo de
imersdo e a quantidade de produto testada. Para esse teste, cem carrapatos foram pesados,
individualmente, em balanga analitica e distribuidos de forma homogénea (p>0,05) em dez
grupos, com 10 exemplares cada. O teste consistiu na imersdo das fémeas ingurgitadas de cada
grupo em béqueres (com capacidade de 50 mL), contendo 7 mL das respectivas solugdes.

O grupo controle (C) foi imerso em agua destilada. Quatro grupos foram tratados apenas
com os extratos fangicos, sendo: extrato ativo de M. anisopliae (TMAL), extrato desnaturado
de M. anisopliae (TMAZ2), extrato ativo de M. robertsii (TMR1) e extrato desnaturado de M.
robertsii (TMR2). Outros quatro grupos passaram pelo tratamento com 0s mesmos extratos
anteriores, acrescido de uma imersdo em deltametrina (Butox®, MSD Saude Animal). Nesses
grupos, a deltametrina foi utilizada em metade da dose recomendada pelo fabricante: extrato
ativo de M. anisopliae mais deltametrina (0,5 mL/L) (TMAS3), extrato desnaturado de M.
anisopliae mais deltametrina (0,5 mL/L) (TMA4), extrato ativo de M. robertsii mais
deltametrina (0,5 mL/L) (TMR3) e extrato desnaturado de M. robertsii mais deltametrina (0,5
mL/L) (TMR4). Por fim, o grupo deltametrina (D) foi tratado apenas com o acaricida sintético
em metade da dose recomendada (0,5 mL/L) pelo fabricante.

A imersdo dos carrapatos em cada solucdo foi realizada em dois momentos distintos.
Em um primeiro momento, os carrapatos dos seguintes grupos foram imersos durante quinze
minutos: C, TMAL, TMA2, TMA3, TMA4, TMR1, TMR2, TMR3 e TMR4. A exce¢do do
grupo controle, imerso em agua destilada, os outros grupos foram imersos apenas nos seus
respectivos extratos fungicos. Em um segundo momento, os carrapatos dos grupos TMA3,
TMA4, TMR3, TMR4 e D foram imersos em deltametrina, durante cinco minutos, nas suas
respectivas concentragdes. O intervalo entre a aplicacdo dos extratos fungicos e a deltametrina
para os grupos TMA3, TMA4, TMR3 e TMR4 foi de uma hora (Tabela 1).



Tabela 1 - Delineamento experimental para o Teste de Imerséo de Adultos.
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Primeira imerséo
Grupos

Segunda imerséo

Intervalo entre

(15 min) (5 min) imersdes

Agua destilada (C) | Agua destilada - - |
Extrato ativo de Metarhizium anisopliae (TMAL) Extrato - -

Extrato desnaturado de M. anisopliae (TMAZ2) Extrato - -

Extrato ativo de M. anisopliae + deltametrina (0,5 mL/L) (TMAS3) Extrato Deltametrina 1h

Extrato desnaturado de M. anisopliae + deltametrina (0,5 mL/L) (TMA4) Extrato Deltametrina 1h

Extrato ativo de Metarhizium robertsii (TMR1) Extrato - -

Extrato desnaturado de M. robertsii (TMR2) Extrato - -

Extrato ativo de M. robertsii + deltametrina (0,5 mL/L) (TMR3) Extrato Deltametrina 1h

Extrato desnaturado de M. robertsii + deltametrina (0,5 mL/L) (TMR4) Extrato Deltametrina 1h

Deltametrina (0,5 mL/L) (D) -

Deltametrina

Fonte: Da autora (2025).
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Logo apos a realizacdo dos tratamentos, os carrapatos foram colocados em placas de
Petri e mantidos em estufa BOD (27,5 + 1 °C), sendo observados diariamente por um periodo
de sete dias, para avaliagdo de mortalidade. Foram considerados mortos os carrapatos que néo
apresentaram movimento ap6s estimulo com pinga ou dioxido de carbono (CO3) (Oliveira et
al., 2020), além de apresentarem cuticula rigida e enegrecida (Reis et al., 2023). Apos o periodo
de observacdo, foram selecionados, aleatoriamente, cinco carrapatos vivos de cada grupo para
dissecacdo e coleta do integumento e do ovério para analise histopatoldgica.

4.5 Analises histoldgicas e histoquimicas

Os carrapatos selecionados foram colocados em placas de Petri contendo solucéo salina
tamponada (NaCl 0,13M; NaHPO4 0,017M; KH2PO4 0,02M; pH 7,2). Em seguida, sob um
estereomicroscopio (Opticam OPZTS), foram dissecados para a coleta do integumento e do
ovario. As amostras coletadas foram fixadas em solucao de paraformaldeido, na concentracao
de 4%, por um periodo minimo de 72 horas. Posteriormente, o material foi desidratado em
concentragdes crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%), durante 20 minutos cada. Em
seguida, as amostras foram embebidas em uma solugdo contendo quantidades iguais de alcool
95% e historesina (Leica), por 24 horas. Por fim, foram depositadas em histomoldes e incluidas
em historesina.

Posteriormente, 40 cortes histoldgicos (4 um de espessura) de cada amostra foram
seccionados em um micrétomo (Lupetec MRP2015) e divididos em cinco laminas de vidro com
oito cortes cada. Ap0Os esse procedimento, trés laminas de cada amostra foram submetidas a
coloracdo com hematoxilina-eosina (Junqueira; Junqueira, 1983). Além disso, uma lamina de
cada amostra foi corada com a técnica de acido periédico de Schiff (PAS) (Junqueira;
Junqueira, 1983), para deteccdo de carboidratos, e uma lamina de cada foi submetida a
coloracdo com azul de bromofenol (Pearse, 1985), para a deteccdo de proteinas totais. Em
seguida, as laminas foram secas e cobertas com Entellan® e laminula, para analise dos cortes
histologicos em microscopio optico (Olympus CX22LED). Ademais, foram obtidas imagens
dos cortes utilizando um microscopio (Leica DM500) equipado com uma camera (Leica
ICC50W).

4.6 Analises morfometricas e semiquantitativas

As andlises morfométricas do integumento e do ovario foram realizadas no software
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ImageJ (NIH). Para isso, foram utilizadas as laminas coradas com hematoxilina-eosina. Na
anélise do integumento, foram mensuradas as espessuras da regido acelular, formada por
cuticula e subcuticula (adaptado de Oliveira et al., 2020; Remedio et al., 2014). Inicialmente,
foram obtidas cinco imagens do integumento de cada um dos individuos. Em cada uma das
imagens, foi realizada a mensuracdo das espessuras da cuticula e da subcuticula em trés
regides distintas: uma regido proxima a extremidade direita (A), outra ao centro da imagem
(B) e uma préxima a extremidade esquerda (C) (Figura 7). O valor de espessura () para cada
imagem foi calculado por meio da média das regides mensuradas: e = (A+B+C)/3. Com isso,
as espessuras da cuticula e da subcuticula de cada um dos individuos foi obtida a partir da

média das cinco imagens analisadas.

Figura 7 - Representacédo das regifes de medicdo das espessuras da cuticula e da subcuticula.

Regides de mensuragdo das espessuras da cuticula e da subcuticula: A - regido proxima a extremidade
direita; B - regido ao centro; e C - regido proxima a extremidade esquerda. Legendas: (cut) cuticula,

(sbc) subcuticula. Barra: 50 pm.
Fonte: Da autora (2024).

Na andlise do ovério, foram mensurados as areas dos ovdcitos e de seus nucleos.
Inicialmente, foi realizada a classificagcdo dos ovécitos conforme o estagio de desenvolvimento
(I'aV), segundo Saito et al. (2005). Em seguida, foram avaliados dez ovocitos de cada estagio
por animal. Para os ovécitos em estagios iniciais (I a I11) foram selecionadas apenas as células
com nucleo evidente. Para os ovécitos mais maduros (IV e V), a selecdo se deu de forma
aleatoria, ja que o nucleo raramente é observado nesses estagios. Por esse mesmo motivo, ndo
foi realizada a mensuracdo das areas dos nucleos dessas células (Barbosa et al., 2016).
Posteriormente, foi obtida a razdo nucleo/ovécito (R), através da formula R = &rea do nucleo /
area do ovocito. Adicionalmente, foi realizada a contagem de ovécitos em cada um dos seus
estagios de desenvolvimento. Para isso, foi escolhido um corte histologico em cada uma das

laminas, sendo que os cortes selecionados foram obtidos em regides diferentes do ovario. O
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numero estimado de células de cada estagio foi obtido pelo somatério do nimero de ovécitos
em cada lamina.

A anélise semiquantitativa foi realizada conforme metodologia de Konig et al. (2019,
2020), com adaptacdes. As alteracdes morfologicas observadas nos ovarios de carrapatos
tratados com diferentes produtos acaricidas foram classificadas por Konig et al. (2019, 2020)
em diferentes graus de importancia (w), variando de 1 a 3. O grau (1) indica importancia
minima, (2) importancia média e (3) importancia alta, segundo a sua relevancia para o
desenvolvimento e sobrevivéncia da celula. Alem disso, foi realizada a avaliacdo da extensédo
de cada alteracdo morfologica observada nas amostras dos tecidos, que foi dividida em escores
(), variando de 0 a 5. O escore zero indica que as caracteristicas foram semelhantes ao grupo
controle e, 0 escore 5, indica que mais de 80% das células do tecido foram afetadas. Em seguida,
foi obtido o indice de cada alteracdo, por meio da multiplicacdo do fator de importancia pelo
seu escore de extensdo, conforme a formula: INDEXait = w x a. Também foi obtido um indice
individual, que contabilizou todas as alteragdes observadas em um unico individuo, por meio
do somatorio de cada indice de alteracdo: INDEXind = X(INDEXart). Os valores dos indices

foram utilizados nos testes estatisticos.

4.7 Andlise estatistica

Os dados relativos as massas dos carrapatos foram avaliados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e, entdo, submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) one-way, seguida
do teste post-hoc de Tukey (p<0,05). Para essa analise foi utilizado o software GraphPad Prism
(versdo 7.00). Os demais dados foram submetidos &8 ANOVA Fatorial, seguida do teste post-
hoc de Bonferroni (p<0,05). Para essas anlises foi utilizado o software Statistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade total de proteases

A atividade total de proteases nas amostras dos extratos ativos de Metarhizium
anisopliae foi de 18,68 + 1,29 U, enquanto as amostras de Metarhizium robertsii apresentaram
atividade de 32,28 + 7,96 U.

5.2 Atividade total de quitinases

Nas amostras dos extratos ativos de M. anisopliae foi observada atividade proxima a
0,35 + 0,02 U, enquanto a atividade das amostras de M. Robertsii foi de 0,27 + 0,08 U.

5.3 Mortalidade de Rhipicephalus microplus
As massas dos carrapatos submetidos ao Teste de Imerséo de Adultos ndo diferiram

estatisticamente entre si (p>0,05). Nao foi observada mortalidade nos grupos controle (C),
extrato desnaturado de M. anisopliae (TMAZ2) e deltametrina 0,5 mL/L (D) (Tabela 2).



38

Tabela 2 - Média £ desvio padrdo da massa corporal das fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus e percentual de carrapatos mortos sete
dias ap6s o Teste de Imersdo de Adultos.

Carrapatos
Grupos | |
Total Massa (mg)* Mortos (%0)

| | | | 1
Agua destilada (C) 10 163 + 8,94 0
Extrato ativo de Metarhizium anisopliae (TMAL) 10 157 £ 16,62 40
Extrato desnaturado de M. anisopliae (TMAZ2) 10 163 £ 8,21 0
Extrato ativo de M. anisopliae + deltametrina (0,5 mL/L) (TMAS3) 10 164 + 6,98 40
Extrato desnaturado de M. anisopliae + deltametrina (0,5 mL/L) (TMA4) 10 167 + 8,39 20
Extrato ativo de Metarhizium robertsii (TMR1) 10 165 + 6,43 30
Extrato desnaturado de M. robertsii (TMR2) 10 165 + 7,02 40
Extrato ativo de M. robertsii + deltametrina (0,5 mL/L) (TMR3) 10 165 + 3,77 20
Extrato desnaturado de M. robertsii + deltametrina (0,5 mL/L) (TMR4) 10 165 + 6,57 20
Deltametrina (0,5 mL/L) (D) 10 160 + 8,77 0

*Médias de massa corporal ndo diferiram estatisticamente entre si (ANOVA one way; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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5.4 Analise histopatoldgica do integumento

5.4.1 Grupo Controle

O integumento apresentou-se constituido por uma cuticula acelular e por uma
subcuticula, ambas secretadas por uma epiderme formada por células com citoplasma
levemente basofilico organizadas em um epitélio simples cubico e que, ocasionalmente,
exibiram regides ndo coradas adjacentes ao nucleo (Figuras 8-A e 8-B). Os nucleos eram
grandes, arredondados, centrais e corados pela hematoxilina, com nucléolo evidente. A
subcuticula também demonstrou leve basofilia, sendo possivel observar pequenos granulos
eosinofilicos, localizados proximos ao seu limite com o epitélio. Em relagdo a cuticula (Figura
8-A), foi possivel observar suas duas camadas bésicas: a procuticula, camada interna, mais
espessa e acidofila; e a epicuticula, camada externa, fina e levemente amarelada, ndo sendo
possivel sua visualizacdo em alguns cortes histologicos. Na procuticula, foi possivel distinguir
a endocuticula e a exocuticula (Figura 8-B). A endocuticula, camada mais interna e adjacente a
subcuticula, apresentou aspecto lamelar, com regies ndo coradas, correspondentes aos canais
de poros. Essas estruturas exibiram ramificacdes e anastomoses e encontravam-se distribuidas

de forma homogénea. A exocuticula, por sua vez, apresentou-se densamente corada pela eosina.

5.4.2 Tratamento com M. anisopliae

No grupo TMAL, tratado com o extrato ativo de M. anisopliae, quatro individuos
apresentaram cuticula com morfologia alterada, caracterizada por areas irregulares em até 40%
de sua extensdo (Figura 9-B). Em alguns individuos, foram observadas regides com auséncia
de subcuticula em até metade do tecido analisado. Além disso, dois carrapatos apresentaram
discreta reducdo na sua basofilia. Em relacéo a epiderme, a estratificacao epitelial foi observada
em todos os individuos, alcancando até metade da extensdo do epitélio em uma das amostras.
Nesse carrapato, além da estratificacdo acentuada, caracterizada pela formacéo de multiplas
camadas de células epiteliais achatadas, com nucleos amorfos ou picnéticos, também foi
observada a auséncia parcial de subcuticula (Figura 9-A). Ademais, a maioria dos individuos
apresentou pontos de desorganizacdo da epiderme e a vacuolizacdo citoplasmatica foi
identificada em cerca de 10% das células. Quanto as alteracdes nucleares, alguns individuos

exibiram algumas células com ndcleos amorfos, e todos os animais apresentaram nucleos
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picndticos em proporcdes que variaram de 10% a 80% das células analisadas. Uma pequena
porcentagem de células também exibiu ndcleos fragmentados em um dos carrapatos.

Em alguns animais expostos ao extrato desnaturado de M. anisopliae (TMAZ2), foram
observadas alteracbes na morfologia da cuticula (Figura 9-C) e o desaparecimento de suas
subdivisdes, em até 15% do tecido analisado. Em trés individuos, a subcuticula estava ausente
em até metade de sua extensdo, enquanto um animal apresentou discreta redugdo na basofilia.
Na epiderme de alguns carrapatos, observou-se estratificagdo discreta (Figuras 9-C e 9-D), com
formacdo de até quatro camadas celulares em uma pequena area do tecido. Além disso, a
vacuolizacdo citoplasmatica esteve presente em até 40% das células epiteliais de alguns
carrapatos. Na maioria dos animais, ndcleos picnéticos foram observados em cerca de um terco
das celulas, enquanto nucleos dilatados ou amorfos ocorreram em alguns individuos, mas em
baixa frequéncia.

Todos os individuos expostos ao extrato ativo de M. anisopliae seguido de deltametrina
(TMAS3) apresentaram cuticula com morfologia alterada (Figura 9-E), em diferentes graus de
extensdo. Em dois carrapatos, também foi observado o desaparecimento de suas subdivisdes,
em cerca de metade da amostra analisada. Alguns animais apresentaram pequenas areas de
auséncia de subcuticula, enquanto um discreto aumento na basofilia foi observado em dois
carrapatos. Na epiderme da maioria dos animais, cerca de 25% do integumento apresentava
regibes de estratificacdo e desorganizacdo epitelial (Figura 9-E), enquanto uma pequena
proporcdo de células exibiu vacuolizacdo citoplasmatica. Ndcleos picndticos (Figura 9-F)
ocorreram em 10% a 65% das células epiteliais de todos os carrapatos, enquanto nucleos
dilatados ou amorfos foram observados em baixa frequéncia e em apenas alguns animais.

No grupo TMA4, em que os animais foram tratados com o extrato desnaturado de M.
anisopliae seguido de deltametrina, a maioria dos carrapatos apresentou alteracbes na
morfologia da cuticula e desaparecimento de suas subdivisdes (Figura 9-G). Em relacdo a
subcuticula, sua auséncia foi observada em cerca de 20% a 40% da extensdo do integumento
de alguns animais, enquanto trés individuos apresentaram discreto aumento na basofilia.
Apenas um animal apresentou estratificacdo e desorganizacgéo epitelial, restrita a uma pequena
area do tecido. A vacuolizagdo citoplasmatica também ocorreu em baixa frequéncia em apenas
dois carrapatos. Além disso, todos os animais apresentaram nucleos picnéticos (Figura 9-H),
afetando até metade das células epiteliais, enquanto nucleos dilatados ou amorfos foram

observados em trés animais, embora com baixa recorréncia.
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5.4.3 Tratamento com M. robertsii

No grupo TMR1, tratado com o extrato ativo de M. robertsii, trés carrapatos
apresentaram alteracGes na morfologia da cuticula, em até 40% de sua extensdao. Em dois
individuos, foram observadas pequenas areas com auséncia de subcuticula, e um carrapato
apresentou discreta reducdo na basofilia. A estratificacdo da camada epitelial ocorreu na
maioria dos individuos, enquanto alguns animais apresentaram desorganizacdo da epiderme
(Figura 10-A). Essas alteracGes acometeram até um terco do epitélio. Em um animal, foram
observadas células epiteliais achatadas, embora pouco recorrentes. Quanto as alteracdes
nucleares, nacleos picndticos (Figuras 10-A e 10-B) foram observados em um individuo,
enquanto alguns animais apresentaram nucleos dilatados ou amorfos (Figura 10-B), mas em
uma pequena porcentagem de células.

Trés carrapatos expostos ao extrato desnaturado de M. robsertsii (TMR2) apresentaram
alteracdes na morfologia da cuticula (Figura 10-D). Em um individuo, foi observado o
desaparecimento de cerca de 20% da subcuticula, além de discreto aumento na basofilia. A
maioria dos carrapatos apresentou desorganizacao e estratificacdo epitelial (Figuras 10-C e 10-
D) em até um terco do tecido, com formacédo de até seis camadas celulares. A vacuolizacéo
citoplasmatica foi observada em baixa frequéncia em apenas um individuo. Ademais, alguns
carrapatos apresentaram nucleos dilatados ou amorfos (Figuras 10-C e 10-D), embora pouco
recorrentes, enquanto a maioria dos animais apresentou nucleos picnoticos (Figura 10-C),
atingindo até 40% das células epiteliais.

No grupo TMR3, em gue 0s animais foram expostos ao extrato ativo de M. robsertsii
seguido de deltametrina, alguns individuos apresentaram alteracdes na morfologia da cuticula
(Figura 10-F). A maioria dos carrapatos exibiu discreto aumento na basofilia e desaparecimento
de uma pequena porcdo da subcuticula (Figura 10-E). Na epiderme de dois animais, foi
observada estratificacdo (Figura 10-E) em uma pequena regido do epitélio. Além disso, em
alguns carrapatos, a desorganizacdo epitelial foi observada em cerca de um terco do tecido
analisado. Quanto as alteracdes nucleares, em dois carrapatos nucleos picnéticos (Figura 10-F)
foram observados em até 40% das células, enquanto alguns individuos apresentaram nucleos
dilatados ou amorfos (Figura 10-E), mas em baixa frequéncia.

No grupo tratado com o extrato desnaturado de M. robsertsii seguido de deltametrina
(TMR4), trés individuos apresentaram cuticula com morfologia alterada (Figura 10-H). Em
alguns carrapatos, observou-se auséncia de cerca de 20% da subcuticula, enquanto um animal

apresentou discreto aumento na basofilia. Em dois individuos, foi observada estratificacdo
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epitelial (Figura 10-G), com formacdo de até trés camadas de células, enguanto alguns
carrapatos apresentaram desorganizacao do epitélio. Trés animais apresentaram vacuolizacéo
citoplasmatica (Figura 10-G), em diferentes graus de extensdo. Quanto as alteragdes nucleares,
na maioria dos carrapatos foram observados nucleos picnoticos, afetando até 20% das células
epiteliais, enquanto nucleos dilatados ou amorfos ocorreram em dois individuos, embora pouco

recorrentes.

5.4.4 Grupo Deltametrina

Nesse grupo, a maioria dos carrapatos apresentou alteracbes em cerca de 10% da
morfologia da cuticula (Figura 8-C). Além disso, em dois individuos, foi observado o
desaparecimento de suas subdivisdes, embora em uma pequena extensdo do tecido. Em alguns
animais, ocorreram pequenas regides com auséncia de subcuticula, e um carrapato apresentou
discreta reducdo na basofilia. A epiderme exibiu caracteristicas semelhantes as do grupo
controle, exceto em dois animais, onde cerca de 10% das células apresentaram vacuolizagdo
citoplasmatica. Ademais, alguns individuos apresentaram nucleos dilatados ou amorfos,
enquanto nucleos picnéticos (Figura 8-D) ocorreram em um unico animal. Entretanto, essas

alteragOes nucleares ocorreram em baixa frequéncia.
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Figura 8 - SeccOes histologicas do integumento de fémeas de carrapatos Rhipicephalus

microplus expostas a dgua destilada e a deltametrina, coradas com hematoxilina-eosina.

(A-B) Grupo Controle, (C-D) Grupo Deltametrina. Legendas: (amc) alteragcdo na morfologia da cuticula,
(cut) cuticula, (endo) endocuticula, (ep) epiderme, (epc) epicuticula, (exo) exocuticula, (n) nucleo, (npi)
nacleo picnético, (prc) procuticula, (sbc) subcuticula. Barras: (A-D) 50 pum.

Fonte: Da autora (2025).
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Figura 9 - Secdes histologicas do integumento de fémeas de carrapatos Rhipicephalus
microplus expostas aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae,
associados ou ndo a deltametrina, coradas com hematoxilina e eosina.

(A-B) Grupo TMAL, (C-D) Grupo TMAZ2, (E-F) Grupo TMAZ3, (G-H) Grupo TMA4. Legendas: (amc)
alteracdo na morfologia da cuticula, (asct) auséncia das subdivisdes cuticulares, (cut) cuticula, (eep)
estratificacdo epitelial, (endo) endocuticula, (ep) epiderme, (epc) epicuticula, (exo) exocuticula, (nam)
nacleo amorfo, (npi) nicleo picndtico, (prc) procuticula, (sbc) subcuticula. Barras: (A-H) 50 um.
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 10 - Secdes histologicas do integumento de fémeas de carrapatos Rhipicephalus
microplus expostas aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium robertsii,
associados ou n&o a deltametrina, coradas com hematoxilina e eosina.

(A-B) Grupo TMR1, (C-D) Grupo TMR2, (E-F) Grupo TMR3, (G-H) Grupo TMR4. Legendas: (amc)
alteracdo na morfologia da cuticula, (cut) cuticula, (dep) desorganizacéo epitelial, (eep) estratificacdo
epitelial, (endo) endocuticula, (epc) epicuticula, (ep) epiderme, (exo) exocuticula, (nam) nicleo amorfo,
(ndi) nucleo dilatado, (npi) ndcleo picnético, (prc) procuticula, (sbc) subcuticula, (vac) vacuolizagdo
citoplasmética. Barras: (A-H) 50 um.

Fonte: Da autora (2025).



46

5.5 Analise semiquantitativa do integumento

As alteracBes morfologicas encontradas no integumento dos carrapatos apds a
exposicdo aos extratos ativos e desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii, aplicados de forma

isolada ou em associacdo com a deltametrina, foram listadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Média + desvio padréo dos indices de cada alteracdo (INDEXait) observada no integumento de Rhipicephalus microplus expostos aos
extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou & deltametrina.

INDE Xait
Fator de
Alteracdes morfoldgicas importancia C TMA1 TMA2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D
(w)
Redugao na basofilia da subcuticula 1 0,00 0,00 0,40 0,55 0,20+ 0,45 0,20 0,45 0,00 % 0,00 0,20 +0,45 0,00« 0,00 0,00 +0,00 0,00 % 0,00 0,00 + 0,00
Aumento na basofilia da subcuticula 1 0,00+ 0,00 0,20+ 0,45 0,20+ 0,45 0,60+ 0,89 0,60+ 0,55 0,40+ 0,89 0,20+ 0,45 0,80+ 0,45 0,20 +0,45 0,20 + 0,45
Cuticula com morfologia alterada 2 0,00+ 0,00 2,40+ 1,67 0,80+1,10 520+ 1,79 2,40+1,67 1,60+ 1,67 1,20+1,10 1,60+ 1,67 0,80+ 1,10 2,80 + 2,68
?uiissgec'memo das subdivisdes da 2 0,00 +0,00 0,00+ 0,00 0,80 1,10 1,60+ 2,61 0,40+0,89 0,40+ 0,89 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 0,00 0,80 + 1,10
Desaparecimento da subcuticula 2 0,00+ 0,00 2,40+ 2,61 2,40+2,61 1,20+ 1,10 2,40+2,61 0,80+ 1,10 0,40+0,89 1,60+0,89 1,20+ 1,10 1,20 +1,10
Estratificagio da camada epitelial 2 0,00+ 0,00 3,60+ 1,67 0,80+1,10 2,80+ 1,79 0,40+ 0,89 2,00+ 1,41 2,00+ 1,41 0,80+ 1,10 0,80+ 1,10 0,00 + 0,00
Desorganizacio epitelial 2 0,00+ 0,00 2,00+ 1,41 1,20+1,79 2,00+ 1,41 0,40+0,89 1,20+ 1,79 2,00+ 1,41 2,00+ 2,45 1,20+ 1,10 0,00 0,00
Células epiteliais achatadas 2 0,00+ 0,00 1,20+ 2,68 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,40+ 0,89 0,00+0,00 0,00+ 0,00 0,00 0,00 0,00 + 0,00
Celulas epiteliais com vacuolizagdo 2 0,00+ 0,00 2,00+ 0,00 2,00+2,00 1,60+ 0,89 0,80+ 1,10 1,20+ 1,10 0,40+ 0,89 0,40+ 0,89 2,00+ 2,45 0,80 1,10
citoplasmatica
Celulas epiteliais com ndicleo 3 0,00£0,00 2,40+134 1,80+1,64 1,20+164 1,80+1,64 1,80+ 1,64 1,80+1,64 1,80+ 1,64 1,20+ 164 1,20+ 1,64
dilatado ou amorfo
;i':gffcgp'te“a's com ncleo 3 0,00+ 0,00 6,00+ 3,67 3,60+251 7,20+3,42 420+2,68 1,20+2,68 3,60+ 251 1,80+2,68 2,40+ 1,34 0,60+ 1,34
Celulas epiteliais com ndicleo 3 0,00+ 0,00 0,60+ 1,34 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

fragmentado

Fonte: Da autora (2025).
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Os indices individuais (INDEXinq) estdo apresentados na Tabela 4 e na Figura 11. Os grupos C e D n&o diferiram significativamente entre
si (p>0,05). Os grupos expostos aos extratos ativos ou desnaturados de M. anisopliae, em associa¢do ou ndo com a deltametrina (TMAL, TMAZ2,
TMAS3 e TMA4), bem como o grupo tratado com o extrato desnaturado de M. robertsii (TMR2), apresentaram médias dos indices individuais
significativamente maiores do que as do grupo C (p<0,05). Além disso, as médias dos indices individuais dos grupos expostos aos extratos ativos
de M. anisopliae, isolado (TMAL) ou associado com a deltametrina (TMAS3), foram significativamente maiores quando comparadas as do grupo
D.

Tabela 4 - Média + desvio padrdo dos indices individuais (INDEXing) calculados a partir das alteragcdes encontradas no integumento de carrapatos
Rhipicephalus microplus, apds a exposi¢ao aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou
a deltametrina.

INDEXind

Individuo C TMAL TMA2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D

| 0 22 12 27 15 18 4 8 10 11

I 0 40 14 15 13 7 14 5 9 7

1] 0 17 24 28 5 12 8 19 7 9

\Y 0 21 7 26 22 10 15 12 16 8

\Y 0 16 12 22 12 9 17 10 7 3

Média + 0,00 + 23,20 + 13,80 + 23,60 + 13,40 + 11,20 + 11,60 + 10,80 9,80 + 7,60 +

desvio padrdo 0,002 9,73¢ 6,26 ¢ d 5,32° 6,110.¢d 4 212bd 5,410 d 526204 370%bd 2 g7abd

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 11 - Media + desvio padrdo dos indices individuais (INDEXing) calculados a partir das alteragbes encontradas no integumento de
Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou a
deltametrina.

35 . - . . . .
30 f 1 T
25 f
20
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INDEXind Integumento

Controle 1
Ativo r
Desnaturado
Controle 1
Ativo r
Desnaturado

—0— Espécies

M. anisopliae
-00-- Espécies

M. robertsii

Atividade enzimatica:
Atividade enzimatica;

Acaricida: Nao Acaricida: Sim

Fonte: Da autora (2025).
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5.6 Analise morfométrica do integumento

Os valores de média e desvio padréo das espessuras da cuticula e da subcuticula dos carrapatos tratados com os extratos de Metarhizium
spp. e/ou a deltametrina estdo apresentados na Tabela 5 e Figura 12. Em relacéo a cuticula, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos (p>0,05). Na subcuticula, houve diferenca significativa entre os grupos C e D. Além disso, as médias dos grupos expostos aos extratos de
M. robertsii, isolados (TMR1 e TMR2) ou associados a deltametrina (TMR3 e TMR4), e ao extrato de M. anisopliae desnhaturado + deltametrina
(TMAA4), foram significativamente menores quando comparadas as do C (p<0,05). Ademais, todos 0s grupos, a excecao do grupo C, apresentaram
médias estatisticamente iguais entre si (p>0,05).

Tabela 5 - Média + desvio padrao das espessuras (um) da cuticula e da subcuticula de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus expostos
aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou a deltametrina.

C TMA1 TMA2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D

I 1 | | I | | | | I I |
Espessura da 56,70 + 50,60 + 55,93 + 51,31+ 5650+ 4584+ 4923+ 47,99+ 51,62 + 55,58 +
cuticula 2,692 5572 7,928 6,64? 2,382 4,19? 2.862 1,872 5,612 6,902
Espessura da 13,48 + 10,30 + 8,43 + 10,61 + 6,31+ 733+ 5,05 + 579 + 6,28 + 7,46 +
subcuticula 1,252 29020 23280 2 4920 2,11° 4,03 1,35° 1,47° 1,64° 2,99P

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 12 - Média + desvio padrio da espessura (um) da subcuticula de Rhipicephalus microplus, ap6s exposi¢cdo aos extratos ativos e desnaturados
de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou & deltametrina.
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Fonte: Da autora (2025).
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5.7 Analise histopatoldgica do ovario

5.7.1 Grupo Controle

Na parede do ovario, foi observado epitélio de revestimento simples cubico (Figura 13-
A), com células de citoplasma basofilico e nucleo arredondado, localizado em posicéo central
e corado pela hematoxilina. Em algumas células, foram observadas regiées ndo coradas no
citoplasma. As células do pedicelo apresentaram caracteristicas semelhantes as do epitélio de
revestimento, entretanto, com formato alongado. Os ovdcitos | foram as menores células
observadas, sendo caracterizados pelo formato arredondado ou ovalado e citoplasma basofilico.
O nucleo, corado em roxo, estava localizado em posicdo central, com nucléolo evidente e
fortemente corado pela hematoxilina. Os ovdcitos Il eram maiores e apresentavam
caracteristicas semelhantes aos do estagio anterior, além de finas granulacGes no citoplasma.
Nos ovacitos I, por sua vez, notou-se a ocorréncia de granulos citoplasmaticos eosinofilicos
e ndo uniformes, além de nicleo em posi¢do basal, com nucléolo evidente. Também foi possivel
observar o inicio da deposicdo do cérion, caracterizado por uma fina camada basofilica externa
a membrana plasmatica. Nos ovdcitos IV, também ocorreram granulagBes citoplasmaticas
coradas pela eosina, com granulos maiores ocupando a periferia celular, enquanto os menores
se encontravam no centro da célula. As maiores células observadas foram os ovdcitos V. Nesse
estagio, foi possivel observar o crion mais espesso, quando comparado aos estagios anteriores.
O citoplasma estava inteiramente preenchido por grandes granulos de vitelo (Figura 13-B), que
se apresentaram homogéneos e fortemente corados pela eosina. Nos ovdcitos 1V e V, os nucleos
raramente foram observados. Algumas células apresentaram alteracGes incomuns. Granulos
fortemente corados pela hematoxilina foram observados no citoplasma de cerca de 40% dos
ovdcitos | a 111 de todos os animais. Nos ovdcitos | que apresentavam essa alteracdo, o nlcleo,
quando visivel, estava deslocado em direcdo a periferia celular. Além disso, cerca de 10% dos
ovacitos | a Il exibiram regides ndo coradas no citoplasma. Ademais, a vacuolizac¢éo nucleolar
(nucléolo em formato de anel) esteve presente em cerca de 10% das células com nucléolo

evidente. Por fim, aproximadamente 10% dos ovocitos 1V e V apresentaram corion irregular.

5.7.2 Tratamento com M. anisopliae

Todos os animais do grupo TMAL apresentaram pequenas alteragcbes no formato dos

ovdcitos, mas em baixa frequéncia. A vacuolizacdo citoplasmética (Figuras 14-A e 14-B)
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ocorreu em cerca de 20% dos ovécitos mais jovens (I a I1l) de alguns individuos, enquanto
granulos basofilicos (Figura 14-B) foram encontrados no citoplasma de cerca de metade dessas
celulas, em todos os animais do grupo. Alguns carrapatos apresentaram nucléolos vacuolizados
(Figura 14-A), mas pouco recorrentes. Todos os individuos apresentaram corion espessado
(Figuras 14-A e 14-B) em cerca de 20% dos ovocitos mais maduros (IV e V), além de cérion
irregular em diferentes graus de extensdo. Ademais, a maioria dos carrapatos apresentou fuséo
dos granulos de vitelo, mas acometendo um pequeno nidmero de ovocitos V.

No grupo TMAZ2, todos os carrapatos apresentaram ovocitos com formato irregular. Em
alguns individuos, areas vacuolizadas (Figura 14-C) foram encontradas no citoplasma dos
ovacitos | a 11, acometendo até 35% dessas células. Em todos os animais, foram observadas
granulacGes basofilicas, em até metade dos ovdcitos mais jovens, além de nucléolos
vacuolizados, em cerca de 25% dessas células. Nos ovocitos IV e V da maioria dos carrapatos,
ocorreram corion mais espesso, além de cérion irregular (Figura 14-C). Ademais, um individuo
apresentou ruptura e fusdo dos granulos de vitelo (Figura 14-D), mas em baixa frequéncia.

Em trés individuos do grupo TMAZ3, cerca de 10% dos ovocitos apresentaram formato
irregular (Figura 14-E). Em alguns animais, a vacuolizacao citoplasmatica (Figuras 14-E e 14-
F) ocorreu em cerca de 20% dos ovOcitos mais jovens, enquanto todos os carrapatos
apresentaram granulacdes basofilicas (Figura 14-F) em cerca de metade dessas células. Em
todos os individuos, foram observados nucléolos vacuolizados, em diferentes graus de extenséo.
Além disso, 10% a 25% dos ovécitos 1V e V apresentaram cérion espessado (Figura 14-E).
Ademais, alguns carrapatos apresentaram cérion irregular, enquanto em um individuo foi
observada fusdo dos granulos de vitelo, mas apenas em alguns ovdcitos V.

Todos os animais do grupo TMA4 apresentaram ovocitos com formato irregular, mas
em baixa ocorréncia. Em alguns animais, também foi observada a vacuolizagdo citoplasmatica
em até 20% dos ovoécitos mais jovens, enquanto granulacdes basofilicas (Figura 14-G)
ocorreram em todos os individuos, sendo mais evidentes nos ovocitos I, com cerca de metade
das células afetadas. A maioria dos carrapatos também apresentou vacuolizacdo nucleolar, em
proporcOes variadas. Em todos os animais, foi observado corion espessado (Figura 14-G) em
cerca de 20% dos ovécitos mais maduros. Ademais, nos ovocitos V de alguns individuos,
ocorreram corion irregular (Figura 14-H) e fusdo dos granulos de vitelo, mas em baixa

frequéncia.

5.7.3 Tratamento com M. robertsii
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No grupo TMR1, pequenas alteracdes no formato dos ovdcitos foram observadas em
todos os animais. Na maioria dos carrapatos, ocorreu vacuolizacdo citoplasmatica (Figuras 15-
A e 15-B) em cerca de 20% dos ovocitos | a I11. Em todos os individuos, granulagdes basofilicas
(Figura 15-B) foram visualizadas nesses ovocitos, principalmente nos ovacitos I, afetando cerca
de metade dessas células. Além disso, 20% a 40% dos nucléolos exibiram vacuolizagéo,
enquanto o espessamento do corion (Figuras 15-A e 15-B) ocorreu em até 20% dos ovécitos 1V
e V. A maioria dos carrapatos apresentou corion irregular, em propor¢des variadas. Ademais,
foi observada a fusdo de granulos de vitelo, mas apenas em alguns ovocitos V.

A maioria dos animais do grupo TMR2 apresentou ovécitos com formato irregular
(Figura 15-C), embora em baixa frequéncia. Em alguns individuos, a vacuolizacdo
citoplasmatica ocorreu em cerca de 20% dos ovocitos | a Ill. Em todos os carrapatos, foram
observados granulos basofilicos (Figura 15-C) no citoplasma desses ovacitos, em diferentes
proporcdes, enquanto cerca de 20% dos nucléolos apresentaram vacuolizacdo. Em relacdo aos
ovacitos IV e V, corion irregular foi observado em trés individuos, enquanto o corion espessado
(Figura 15-C) ocorreu em todos os carrapatos, mas em baixa frequéncia. Ademais, alguns
carrapatos apresentaram fusdo dos granulos de vitelo (Figura 15-D) em até 20% dos ovocitos
V.

Em todos os animais do grupo TMR3, cerca de 20% dos ovocitos apresentaram formato
irregular. A vacuolizagdo citoplasmatica (Figura 15-E) nos ovocitos | a 111 foi observada na
maioria dos animais. Todos os carrapatos exibiram vacuolizacdo nucleolar, em diferentes
proporcBes, bem como granulacdes basofilicas (Figuras 15-E e 15-F), que acometeram cerca
de 40% dos ovacitos mais jovens. Além disso, até 30% dos ovocitos IV e V apresentaram cdrion
mais espesso (Figura 15-E). Ademais, na maioria dos animais, foram observadas células com
cérion irregular, enquanto ruptura e fusdo dos granulos de vitelo (Figura 15-E) ocorreram em
uma pequena proporc¢édo de ovocitos.

No grupo TMR4, todos os carrapatos exibiram pequenas alteracdes no formato, embora
em baixa frequéncia. A vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 15-G) foi observada na maioria
dos animais, acometendo até 20% dos ovocitos | a Ill. Todos os individuos exibiram
granulacBes basofilicas (Figura 15-G) no citoplasma em aproximadamente metade dessas
celulas, enquanto cerca de 20% dos nucléolos apresentaram vacuolizagdo. Na maioria dos
animais, foram observados corion espessado e/ou irregular (Figura 15-H) nos ovécitos mais
maduros, em diferentes proporcGes. Ademais, em quatro carrapatos, alguns ovocitos V

exibiram fusdo dos granulos de vitelo.
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5.7.4 Grupo Deltametrina

Em todos os individuos desse grupo, cerca de 10% dos ovdcitos apresentaram alteragdes
no formato. Na maioria dos carrapatos, observou-se vacuolizacdo citoplasmatica (Figuras 13-
C e 13-D) em até 20% dos ovocitos mais jovens. Todos 0s animais exibiram granulacdes
basofilicas (Figura 13-D) no citoplasma, em diferentes proporg¢des, sendo mais evidentes nos
ovacitos | e 1. Nucléolos vacuolizados também ocorreram em todos os animais; bem como
corion espessado (Figura 13-D), observado principalmente nos ovécitos IV e V. Ademais,
alguns individuos apresentaram corion irregular (Figura 13-C), enquanto a maioria exibiu fusdo

dos granulos de vitelo, alteragdes presentes em 10% a 20% dos ovécitos V.



56

Figura 13 - Sec¢des histoldgicas do ovario de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos a
agua destilada e a deltametrina, coradas com hematoxilina e eosina.

(A-B) Grupo Controle, (C-D) Grupo Deltametrina. Legendas: (I-V) estagios de desenvolvimento dos

ovacitos, (cor) corion, (core) corion espessado, (cori) corion irregular, (ep) epitélio de revestimento,

(gv) granulo de vitelo, (gb) granulos basofilicos, (n) nucleo, (nuc) nucléolo, (na) nucléolo em formato

de anel, (ped) pedicelo, (vac) vacuolizagao citoplasmatica. Barras: (A, C) 200 um, (B, D) 50 pum.
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 14 - Sec0es histoldgicas do ovario de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos aos
extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae, associados ou ndo a
deltametrina, coradas com hematoxilina e eosina.

(A-B) Grupo TMAL, (C-D) Grupo TMA2, (E-F) Grupo TMAZ3, (G-H) Grupo TMAA4. Legendas: (I-V)
estagios de desenvolvimento dos ovécitos, (cor) cérion, (core) cérion espessado, (cori) cdrion irregular,
(ep) epitélio de revestimento, (fgv) fusdo dos granulos de vitelo, (gbh) granulos basofilicos, (n) nucleo,
(na) nucléolo em formato de anel, (ovir) ovécito com formato irregular, (ped) pedicelo, (vac)
vacuolizacdo citoplasmatica. Barras: (A, C) 200 um, (B, D-H) 50 um.

Fonte: Da autora (2025).
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Figura 15 - Sec0es histoldgicas do ovario de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos aos
extratos ativos e desnaturados de Metarhizium robertsii, associados ou ndo a

deltametrina, coradas com hematoxilina e eosina.

(A-B) Grupo TMR1, (C-D) Grupo TMR2, (E-F) Grupo TMR3, (G-H) Grupo TMR4. (I-V) estégios de
desenvolvimento dos ovdcitos, (cor) corion, (core) corion espessado, (cori) corion irregular, (ep) epitélio
de revestimento, (fgv) fusdo dos granulos de vitelo, (gb) granulos basofilicos, (n) nacleo, (nuc) nucléolo,
(na) nucléolo em formato de anel, (ovir) ovécito com formato irregular, (ped) pedicelo, (vac)
vacuolizagdo citoplasmatica. Barras: (A, C) 200 um, (B, D-H) 50 um.

Fonte: Da autora (2025).
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As alteracdes morfoldgicas observadas no ovario dos carrapatos expostos aos extratos ativos e desnaturados de M. anisopliae e M. robertsii,

associados ou ndo a deltametrina, estdo listadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXai) observada no ovario de Rhipicephalus microplus, apds a exposicao aos
extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou a deltametrina.

INDEXart
Alteracoes Fator de

coe importancia C TMAL  TMA2 TMA3 TMA4 TMRL TMR2 TMR3  TMR4 D
morfoldgicas (w)*
Coérion espessado 1 0,00+0,00 1,00+0,00 0,80+0,45 1,20+0,45 160+0,55 1,20+0,45 1,00+0,00 1,40+0,55 1,40+0,89 1,20+ 0,45
Corion irregular 1 0,00£000 1.80+110 1,00+0,71 040+055 060+ 055 140+114 100+122 1,00+071 120+084 0,40 +055
dA;ts:zf;iZ:O contetido 1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20+045 020+0,45 0,00+0,00 0,00+0,00 0,20 0,45
Alteragges no conteldo 1 000+000 040+055 040+055 0,20+045 020+045 040+055 0,20+045 0.20+045 020+045 0,00+ 0,00
de carboidratos
Vacuolizagdo 2 0,00+000 080+110 1,60+167 080+110 080+ 110 1,60+0,89 0,80+110 1,60+089 1,60+089 1,60+ 089
citoplasmatica
E\‘jg;‘:‘;o irregular do 2 0,00+0,00 2,00+000 1,60 +089 1.20+110 2,00+000 2,00+000 1.60+0,89 2,00+000 2,00+0,00 1,20+ 110
532?2 dos granulos de 2 0,00+ 0,00 1,60+089 040+089 040+0,89 160+089 080+110 120+ 110 1,60+0,89 1,60+089 160+ 0,89
Vacuolizagdo do 3 0,00+0,00 1,80+164 420+1,64 540+251 300+2,12 420+164 300+000 420+164 3,00+000 360134

nucléolo

*Segundo Konig et al. (2019, 2020).

Fonte: Da autora (2025).
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Os INDEXing estdo apresentados na Tabela 7 e na Figura 16. Todos os grupos apresentaram as médias dos indices individuais

significativamente maiores do que o grupo C (p<0,05). Além disso, ndo ocorreram diferencas significativas entre os demais grupos (p>0,05).

Tabela 7 - Média £ desvio padréo dos indices individuais (INDEXing) calculados a partir das alteragdes observadas no ovario de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus microplus, apos a exposicao aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii
e/ou a deltametrina.

INDE Xind

Individuo C TMAL TMA2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3  TMR4 D

| 0 9 13 9 10 11 9 10 13 10

Il 0 7 9 9 10 13 8 12 12 8

I 0 7 7 10 12 15 6 12 12 10

\Y 0 13 11 10 8 9 10 13 7 11

\Y; 0 11 10 10 9 11 12 13 11 10
Média + 0,00 + 940+ 10,00+ 9,60+ 980+ 1180+ 9,00+ 1200+ 11,00+ 9,80+
desvio padréo 0,002 2,61° 2,24° 0,55° 1,48° 2,28° 2,24° 1,22° 2,35° 1,10°

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 16 - Média + desvio padrdo dos indices individuais (INDEXind) obtidos a partir das altera¢cbes observadas no ovario de carrapatos
Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou a

deltametrina.
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Fonte: Da autora (2025).
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5.9 Analise morfométrica do ovario

As médias das areas dos ovoécitos em cada estdgio de desenvolvimento estdo
apresentadas na Tabela 8. Foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos apenas
nos ovocitos IV (Figura 17). Nesse estagio, as areas médias dos ovoécitos dos grupos de
tratamento, & excecdo do TMA2 (extrato desnaturado de M. anisopliae) e TMAS3 (extrato ativo
de M. anisopliae + deltametrina) foram significativamente menores do que a area dos ovocitos
do grupo C (p<0,05). Enquanto todos os grupos, a excecdo do C, apresentaram médias

estatisticamente iguais entre si (p>0,05).
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Tabela 8 - Média + desvio padrio das areas (um?) dos ovoécitos de Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados de
Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii, de forma isolada ou em associagédo com a deltametrina.

Estagios
dos C TMA1L TMA2 TMAS3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D
ovocitos
| I | | | | | | | I |
4380,16 + 4063,12+ 400324+ 433557+ 417893+ 430035+ 402937+ 418168+ 425338+ 437266+
416,522 475,662 127,922 685,872 177,242 434,272 211,232 276,472 414,442 433,082
| 10006,91 + 1006958+ 10137,84+ 999966+ 10917,06+ 10682,19+ 886661+ 889102+ 9987,18+ 959321 +
449 85° 1044492 872,272 1418,172 1294 392 1441862 781,572 817,052 885,90? 923,16°
" 36819,19+ 32731,92+ 34623,35+ 30659,60+ 2867969+ 3462335+ 3086254+ 3072661+ 3110805+ 3371176+
4532,56° 4997,05? 3766,05? 4846,43? 4056,20? 3766,05° 3129,03? 1535,362 5310,56° 1358,362
W\ 06536,91 + 80381,61+ 8214349+ 8287141+ 7690136+ 7221463+ 75542,79+ 8068586+ 72677,11+ 80401,05+
2729,312 5353,09°  495976%P 2995 71ab 7041,54° 1274533 7225 42° 5842,66° 8473,36° 5641,36°
v 134278,90 130314,33+ 13122356 127767,87 127650,15+ 123814,83 128283,58 126841,05 12348860 12872583
+2850,34* 10865,87° +3588,62% +5461,53% 19849452  +839506% +17378,36% +3126,24% +5230,73% +6462,03?

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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Figura 17 - Média + desvio padrao das areas (um?) dos ovocitos IV de Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados de
Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii e/ou a deltametrina.
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Fonte: Da autora (2025).
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Em relacdo as areas dos nucleos dos ovocitos nos estagios | a 11, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p>0,05)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Média + desvio padrao das areas (um?) do nucleo dos ovocitos de Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados
de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii, de forma isolada ou em associagdo com a deltametrina.

Estagios
dos C TMA1 TMAZ2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D
ovocitos

730,64+ 469,66+ 75353+ 70544+ 616,28+ 66564+ 60386+ 611,71+ 679,67+ 74932+
107,907 119,492 143,98% 142,572 95,912 174,72° 70,132 171,172 61,772 161,54%

1095,95+ 101589+ 99352+ 973,66+ 1048,65+ 1071,15+ 902,99+ 1034,17+ 1099,47+ 1154,60
88,22% 214,747 148,99% 114,30% 126,912 174,08% 210,42% 189,65% 128,612 161,52%

1434,18 + 1347,18+ 132467+ 1300,16+ 1151,02+ 135535+ 114795+ 1489,09+ 134430+ 1464,77*
238,417 91,23% 264,83% 145,80° 257,11% 136,32% 309,79% 196,09% 219,49° 189,82%

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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As razfes nucleo/ovocito (R), calculadas a partir da divisdo da area do nucleo pela area dos ovacitos I a 111, estdo apresentadas na Tabela

10. Em todos os estagios de desenvolvimento, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

Tabela 10 - Média * desvio padrédo da razdo nucleo/ovocito (R) de carrapatos Rhipicephalus microplus expostos aos extratos ativos e desnaturados
de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii, de forma isolada ou em associagdo com a deltametrina.

Estagios
dos C TMA1 TMAZ2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D
ovocitos

0,16 + 0,12 + 0,19+ 0,17 0,15+ 0,16 + 0,15+ 0,15+ 0,16 + 0,17 +

0,012 0,022 0,032 0,022 0,03% 0,042 0,022 0,042 0,022 0,022
I 0,11 + 0,10 + 0,10 + 0,10 + 0,10 + 0,10 + 0,11+ 0,12 + 0,12 + 0,12 +
0,012 0,022 0,012 0,012 0,022 0,012 0,022 0,032 0,022 0,022
" 0,04 = 0,04 + 0,04 + 0,05+ 0,04 + 0,05+ 0,04 + 0,05+ 0,05+ 0,05+
0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012 0,012

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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Em relacdo ao numero estimado de ovacitos, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos em nenhum dos estagios de

desenvolvimento (Tabela 11).

Tabela 11 - Média + desvio padréo do nimero estimado de ovocitos de Rhipicephalus microplus, apos exposicao aos extratos ativos e desnaturados
de Metarhizium anisopliae e Metarhizium robertsii, de forma isolada ou em associagdo com a deltametrina.

Estagios
dos C TMAL1 TMAZ2 TMA3 TMA4 TMR1 TMR2 TMR3 TMR4 D
ovocitos
| ] | ] | ] | | ] ] ]
| 76 + 123 + 113 + 86 + 51+ 48 + 89 + 80 + 131 + 137 +
24,662 26,812 66,972 36,462 29,802 38,312 41,512 28,212 35,292 89,962
I 48 + 68 + 33+ 35+ 23 + 23+ 48 + 50 + 42 + 63 +
29,872 27,642 18,692 11,282 11,102 17,522 23,922 17,352 8,282 36,702
" 51+ 51+ 25+ 23+ 26 + 24 + 33 36+ 32+ 39+
25,092 22,982 21,822 16,232 15,742 7,302 14,472 12,192 25,572 17,702
v 40 + 25+ 27 + 17 + 15+ 18 + 17 + 21+ 29 + 28 +
10,182 6,362 20,682 5,102 2,922 11,762 12,742 8,842 19,182 3,912
Vv 78 + 47 + 46 + 61 + 42 + 38+ 38+ 65 + 79 + 93 +

27,32% 18,652 25,08% 16,782 25,33% 26,86% 23,82% 38,32% 40,42° 28,807

Médias seguidas por letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (ANOVA fatorial, post-hoc de Bonferroni; p>0,05).
Fonte: Da autora (2025).
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6 DISCUSSAO

O controle bioldgico com fungos entomopatogénicos, dentre eles Metarhizium spp., é
considerado seguro para 0 meio ambiente e para organismos ndo-alvo (Cafarchia et al., 2022).
Essas espécies produzem compostos biologicamente ativos, como toxinas, substancias
imunossupressoras e enzimas liticas (Wang; Wang, 2017), que podem estar presentes em seus
extratos. Os extratos de M. anisopliae (EAMa 05/03-Su) e M. robertsii (EAMr 09/01-Su), por
exemplo, causaram mortalidade de 52% e 48% das larvas da lagarta Spodoptera littoralis,
respectivamente (Resquin-Romero; Garrido-Jurado; Quesada-Moraga, 2016). O extrato de M.
anisopliae (CECT 2952), por sua vez, foi responsavel por 90% de mortalidade da mosca
Ceratitis capitata, aléem de causar alteracbes na fecundidade e na fertilidade das fémeas
(Castillo et al., 2000). Estes fungos podem, inclusive, ser empregados no manejo integrado de
carrapatos (Webster et al., 2015). Até onde se sabe, este é o primeiro estudo que avaliou a acdo
de extratos de M. anisopliae e M. robertsii na morfologia externa e interna de carrapatos
Rhipicephalus microplus.

No presente estudo, a mortalidade de carrapatos foi semelhante nos grupos tratados com
0s extratos ativos de M. anisopliae, independente da aplicacdo de deltametrina. No entanto,
quando o acaricida sintético foi aplicado ap6s o extrato desnaturado, houve aumento na
mortalidade, indicando um possivel sinergismo entre seus componentes e a deltametrina. Além
disso, 0s grupos expostos ao extrato ativo apresentaram maior mortalidade em relagéo aos
tratados com o extrato desnaturado, indicando uma possivel contribuicdo enzimatica. Em
relacdo a M. robertsii, a aplicacdo de deltametrina apds os extratos resultou em menor
mortalidade do que a observada para os grupos onde os extratos foram aplicados isoladamente,
sugerindo interferéncia negativa do acaricida sintético na acdo dos compostos flngicos.
Ademais, as enzimas secretadas por M. robertsii aparentemente ndo contribuiram para o
aumento da mortalidade.

A estrutura do integumento de R. microplus do grupo controle apresentou caracteristicas
morfologicas semelhantes as descritas na literatura (Hackman, 1982; Remedio; Nunes;
Camargo-Mathias, 2015; Sonenshine; Roe, 2014). Nos carrapatos expostos aos extratos ativos
e desnaturados de Metarhizium spp., associados ou ndo a deltametrina, bem como nos expostos
apenas ao acaricida sintético, as principais alteracdes observadas foram: cuticula com
morfologia alterada, desaparecimento das subdivisdes da cuticula, desaparecimento da
subcuticula, estratificacdo e desorganizacdo epitelial, ncleos dilatados ou amorfos e nucleos

picnoticos.
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A andlise semiquantitativa das amostras de integumento ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos controle e deltametrina. Quando comparados ao grupo
exclusivamente tratado com deltametrina, os extratos ativos de M. anisopliae (com e sem
deltametrina) resultaram em indices individuais (INDEXin4) estatisticamente maiores. N&o
foram detectadas, contudo, diferencas entre os grupos tratados com o0s extratos de M.
anisopliae isoladamente e aqueles expostos aos extratos e a deltametrina, caracteristica
também observada entre os grupos tratados com os extratos de M. robertsii, sugerindo que o
uso de deltametrina ndo interferiu na acéo dos extratos fungicos, uma vez que esse piretroide
atua principalmente sobre o sistema nervoso central de carrapatos (Camargo-Mathias et al.,
2017). Como néo foram observadas diferengas entre os extratos ativos e desnaturados de
ambos os fungos, as alteraces no integumento provavelmente resultaram da agéo dos seus
compostos ndo enzimaticos, como destruxinas (Lozano-Tovar et al., 2023), citocalasinas,
ovalicina (Leger; Wang, 2020), acido helvoélico (Sun et al., 2022), glicerato, oxalato, acido
oleico, &cido linoleico, aucubina e sorbitol (Xu et al., 2016). Ha relatos da a¢do inseticida de
algumas dessas substancias, como as destruxinas A, A2 e B contra a mosca Anastrepha
obliqua (Lozano-Tovar et al., 2023); a aucubina contra mosquitos vetores de patdgenos
(Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus) (Vivekanandhan; Swathy;
Shivakumar, 2022) e o acido linoleico contra a lagarta S. littoralis (Yousef; El-Lakwah;
Sayed, 2013).

Na literatura, estudos com enzimas e sua acao sobre carrapatos sao escassos. Entretanto,
h& alguns relatos em outros artropodes. As enzimas liticas do fungo entomopatogénico
Paecilomyces farinosus causaram degradacéo cuticular em larvas da tragca Galleria mellonella,
sendo observadas ruptura da cuticula e queda de cerdas (Lopez-Llorca; Carbonell; Gomez-
Vidal, 2002). As proteases e quitinases da bactéria Bacillus licheniformis causaram ruptura
completa da epicuticula e da procuticula, além de fragmentacéo das cerdas em adultos do cupim
Reticulitermes speratus (Moon et al., 2023). Curiosamente, os resultados aqui obtidos
indicaram que a agdo enzimatica foi irrelevante entre os grupos tratados com os extratos de M.
robertsii. Essa espécie secreta meroterpenoides, como os subglutinois C e D (Kato et al., 2016),
geralmente ndo identificados em M. anisopliae. Segundo Jiang et al. (2020), meroterpenoides
fangicos sdo metabdlitos secundarios com potencial para inibir a atividade de enzimas,
incluindo hidrolases. Considerando que lipases, proteases e quitinases pertencem a essa classe
enzimatica (Shukla; Bendre; Gaikwad, 2022; Schrank; Vainstein, 2010), sugere-se que 0s

meroterpenoides possam ter interferido negativamente na a¢do dessas enzimas.
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Abreu et al. (2020) e Lima-de-Souza et al. (2022) relataram estratificacdo e
desorganizacao epitelial em fémeas de R. sanguineus expostas a agua ozonizada e ao carvacrol,
respectivamente. Estas alteracGes também foram observadas em R. microplus expostos aos
extratos de Metarhizium spp. A formacdo de multiplas camadas celulares ocorre quando 0s
niveis de toxicidade estdo altos e consiste em uma estratégia do organismo para se proteger da
acdo de compostos toxicos. A estratificacdo do epitélio aumenta a barreira fisica, dificultando
a entrada desses agentes (Abreu et al., 2020). Somado a isso, a presenca de nlcleos dilatados
ou picnoticos nas células epiteliais, identificada em todos os grupos de tratamento, pode indicar
um processo de morte celular. Montasser e Amin (2010) relataram dilatacdo nuclear nas células
epiteliais de carrapatos Argas persicus, apds tratamento com o acaricida sintético ivermectina,
e a presenga de nucleos picnéticos foi observada nos estudos de Abreu et al. (2020) e Lima-de-
Souza et al. (2022), corroborando os dados aqui obtidos.

Substancias que causam alteracdes na epiderme podem comprometer a secrecdo e a
deposicdo dos componentes cuticulares (Coons; Alberti, 1999; Abreu et al., 2020). Nos
carrapatos expostos aos extratos de Metarhizium spp., alteragdes na morfologia da cuticula e
desaparecimento de suas subdivisdes, bem como auséncia parcial e reducdo da espessura da
subcuticula de alguns individuos, foram frequentemente observados. Modificagbes na
subcuticula também foram relatadas em carrapatos R. sanguineus expostos a diferentes
concentracdes de acetilcarvacrol (Oliveira et al., 2020) e do 6leo de nim (Azadirachta indica)
(Remedio et al., 2015), corroborando os resultados do presente trabalho. Calligaris et al. (2013)
e Lima-de-Souza et al. (2022), ap6s avaliarem a acdo do acaricida sintético fluazuron e do
bioativo carvacrol, respectivamente, sobre o integumento de carrapatos Rhipicephalus spp.,
sugeriram que a acdo dessas substancias pode resultar em anormalidades na formacdo da
cuticula e desaparecimento de suas subdivisdes.

O ovario dos carrapatos do grupo controle também apresentou caracteristicas
semelhantes as descritas para a espécie (Saito et al., 2005). Na andlise semiquantitativa, 0s
grupos tratados com os extratos ativos e desnaturados de ambos os fungos, associados ou ndo
a deltametrina, bem como 0 grupo exposto apenas ao acaricida sintético, exibiram indices
individuais estatisticamente diferentes do grupo controle. As principais alteragdes
morfoldgicas observadas foram: ovocitos com formato irregular, granulos basofilicos no
citoplasma, vacuolizacdo citoplasmatica e nucleolar e irregularidades e espessamento do
corion. No presente estudo, a auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
extratos ativos e desnaturados de ambos os fungos indica que as alteragdes observadas no

ovario provavelmente resultaram da acdo dos componentes ndo enzimaticos dos extratos,
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como as citocalasinas. Estas toxinas foram responsaveis pelo descolamento da lamina basal,
fragmentacdo nuclear e condensagéo do citoplasma e da cromatina nas células foliculares do
ovario da mariposa Manduca sexta (Sauman; Berry, 1993), corroborando os resultados aqui
obtidos. Ademais, outros componentes ndo enzimaticos presentes nos extratos podem ter sido
responsaveis pelos efeitos aqui observados.

Diversos estudos relataram a ocorréncia de regifes ndo coradas no citoplasma de
ovdcitos de R. microplus expostos a diferentes acaricidas (Konig et al., 2019; Reis et al., 2021,
2023; Sousa et al., 2013). Segundo Arnosti et al. (2011), essa alteracdo representa um
mecanismo celular de defesa, no qual a célula tenta isolar substancias tdxicas ou por¢des do
citoplasma danificadas por esses compostos, a fim de preservar suas fun¢ées metabélicas. No
presente estudo, a vacuolizacdo citoplasmética foi uma das alteracbes morfologicas mais
recorrentes, sendo observada nos ovocitos de todos os grupos. Essa alteracdo esteve presente
principalmente nos ovocitos em estagios iniciais de desenvolvimento, cujas caracteristicas 0s
tornam mais vulneraveis a agdo de substancias quimicas, como a auséncia de corion (Remedio
et al., 2015) e a maior permeabilidade da membrana (Konig et al., 2019). Ademais, alguns
autores sugerem que a vacuolizacdo citoplasmatica € um indicativo de comprometimento da
permeabilidade celular, resultando em alteraces no fluxo de moléculas entre a célula e 0 meio
externo (Konig et al., 2019; Wu et al., 2015). Segundo Secchis et al. (2022), alteracfes na
permeabilidade da membrana comprometem a capacidade da célula em manter seu equilibrio
osmotico, o que pode, inclusive, resultar em alteragdes em seu formato.

O coérion, depositado a partir do estagio 11l (Saito et al., 2005), funciona como uma
barreira protetora, dificultando a entrada de substancias estranhas nas células (Oliveira et al.,
2009). Além disso, essa estrutura apresenta microporos, que permitem a entrada de oxigénio
para o interior das células (Sampieri et al., 2012). Uma vez que sua integridade é comprometida,
o desenvolvimento embrionario pode tornar-se inviavel (Arnosti et al., 2011; Sampieri et al.,
2012). Nos carrapatos tratados com os extratos de Metarhizium spp., irregularidades e
espessamento do corion foram observados nos ovocitos mais desenvolvidos, principalmente 1V
e V. Segundo Konig et al. (2019), o espessamento dessa estrutura representa uma tentativa da
célula de se proteger contra a entrada de substancias estranhas. Entretanto, isso pode prejudicar
as trocas gasosas, comprometendo a sobrevivéncia do embrido. Irregularidades no corion
também foram observadas por Kumar et al. (2019) e Bisht et al. (2024), que analisaram a
morfologia de ovocitos de R. microplus apds exposicdo aos acaricidas sintéticos amitraz e

ivermectina, respectivamente.



72

Os nucléeolos vacuolizados sdo caracterizados por uma massa compacta em formato de
anel, envolvendo um vacuolo central (Denardi et al., 2010). Alteraces nessas estruturas podem
interferir na sintese proteica, uma vez que o nucléolo é o local da biogénese de ribossomos
(Scheer; Hock, 1999), além de indicar desorganizacéo e, possivelmente, morte celular (Denardi
etal., 2010). De forma semelhante aos dados aqui obtidos, outros estudos também identificaram
esta alteracdo em ovacitos de carrapatos de diferentes espécies (Konig et al., 2019, 2020;
Remedio et al., 2015; Ribeiro et al., 2025).

Pequenos granulos basofilicos foram frequentemente observados no citoplasma de
carrapatos de todos 0s grupos, principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento. Esses
dados estéo de acordo com os relatados por Remedio et al. (2014) e Ribeiro et al. (2025), que
notaram a ocorréncia de grénulos semelhantes e, em maior frequéncia, em ovocitos de
carrapatos expostos a diferentes substancias acaricidas. Segundo esses autores, os granulos
podem corresponder a microrganismos simbioticos presentes no interior dos ovocitos.
Adicionalmente, os danos causados aos ovécitos tratados com produtos acaricidas podem
comprometer a sua capacidade em controlar o desenvolvimento e a reprodugdo desses

microrganismos, o que explica a maior ocorréncia nos individuos tratados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstraram os efeitos dos extratos ativos e desnaturados de
Metarhizium spp., associados ou nédo a deltametrina, bem como do acaricida sintético aplicado
isoladamente, sobre a morfologia do integumento e do ovério de Rhipicephalus microplus. As
andlises histopatoldgicas indicaram que tanto os extratos, quanto o acaricida sintético, em
diferentes extensdes e sem efeito sinérgico, foram responsaveis por alteragdes morfoldgicas no
integumento e/ou no ovario. As alteragcdes no integumento podem prejudicar suas funcdes e
favorecer a penetracdo de compostos acaricidas, comprometendo a sobrevivéncia dos
carrapatos. Além disso, os danos ao ovario podem resultar na reducdo do namero de individuos
viaveis nas geracOes subsequentes, contribuindo para o controle desses ectoparasitos. Futuros
estudos poderdo avaliar os possiveis efeitos desses extratos em organismos ndo-alvo e sua
estabilidade em condicdes de campo, além de associa¢fes com outros acaricidas sintéticos, a

fim de investigar um possivel efeito sinérgico.
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