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Highlight
° Os efeitos deletérios da combinacgdo cipermetrina e timol sobre a morfologia ovariana

do carrapato bovino sdo mais significativos que os efeitos deletérios dos compostos isolados

° As principais alteracdes morfoldgicas encontradas foram vacuolizacéo citoplasmatica,

corion irregular e mais espesso, formato irregular do ovdcito e fragmentos dos granulos de

vitelo

e Essas altera¢des podem prejudicar o desenvolvimento dos ovos
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RESUMO

Rhipicephalus microplus é um dos ectoparasitos mais importantes de regifes tropicais e
subtropicais do mundo. O uso de carrapaticidas sintéticos € o metodo mais comum para
controle desse carrapato, com destaque para a classe das lactonas macrociclicas,
organofosforados e piretroides sintéticos. A cipermetrina (piretrdide sintético) é a molécula
mais comercializada no Brasil para controle do carrapato bovino, e o frequente surgimento de
populacdes resistentes € uma realidade enfrentada em todo o mundo. A atividade do timol, um
monoterpeno natural, livre ou em combinacdo com outros compostos, ja foi descrita em
diferentes espécies e estagios de carrapatos. Além disso, ja temos relato que a presenca de
timol aumenta a concentragdo de cipermetrina nos tecidos de fémeas ingurgitadas. No
entanto, ndo ha dados na literatura sobre alteracBes histopatologicas da combinacdo de
cipermetrina e timol sobre orgdos internos de R. microplus. O presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da combinacdo de cipermetrina e timol sobre a morfologia dos
ovarios de fémeas ingurgitadas de duas populacfes com diferentes niveis de suscetibilidade a
cipermetrina (baixa e alta suscetibilidade). A combinacdo com diferentes concentracdes de
cipermetrina e concentracfes fixas de timol (1,3 mg/mL) foram realizados. Fémeas adultas
ingurgitadas foram divididas em oito grupos experimentais (n = 20): 1) Grupo controle ndo
tratado; 2) Grupo cipermetrina: 0,15 mg/mL; 3) Grupo timol (1,3 mg/mL); 4) Grupo
combinacdo cipermetrina (0,15 mg/mL) + timol; 5) Grupo cipermetrina (0,075 mg/mL); 6)
Grupo combinacdo cipermetrina (0,075 mg/mL) + timol; 7) Grupo cipermetrina (0,0375
mg/mL); 8) Grupo combinacéo cipermetrina (0,0375 mg/mL) + timol. As alteracdes causadas
pela acdo da combinacdo de timol e cipermetrina nos ovarios testados foram mais intensas
que as causadas pelo timol e cipermetrina usadas isoladamente, sugerindo um efeito sinérgico
entre 0s compostos quimicos. As principais alteracfes encontradas nos ovocitos Il ao V,
sendo elas: grandes vacuolos na regido periférica, diminuicdo dos granulos de vitelo, alteracdo
no formato do ovdcito, irregularidade no cérion e fragmentos de granulos de vitelo causando
processo incompleto de vitelogénese. Esses achados confirmam os resultados encontrados
anteriormente em nosso grupo de pesquisa, em que a combinacdo de cipermetrina e timol
tiveram efeito significativo na eficiéncia reprodutiva de fémeas de R. microplus que o0s

compostos isolados.

Palavras-chave: Monoterpeno, Piretrdides, Ovario, Oleo essencial, Carrapato

13



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is one of the most important ectoparasites in tropical and subtropical
regions. Synthetic pyrethroids are widely used to control this tick, regardless of the selection
of resistant population be a worldwide issue. The use of synthetic ticks is the most common
method to control this tick, with emphasis on the class of macrocyclic lactones,
organophosphates and synthetic pyrethroids. Cypermethrin (synthetic pyrethroid) is the most
commercialized molecule in Brazil to control the bovine tick, and the frequent emergence of
resistant populations is a reality faced all over the world. The activity of thymol, a natural
monoterpene, free or in combination with other compounds, has already been described in
different species and stages of ticks. In addition, we have already reported that the presence of
thymol increases the concentration of cypermethrin in tissues of engorged females. However,
there are no data in the literature on histopathological alterations of the combination of
cypermethrin and thymol on internal organs of R. microplus. The combination of different
concentrations of cypermethrin and fixed concentration of thymol (1,3 mg/mL) were assessed.
Adult engorged females were divided into eight experimental groups (n = 20 each): 1)
untreated control group; 2) cypermethrin (0,15 mg/mL) group; 3) thymol group; 4)
cypermethrin (0,15 mg/mL) + thymol group; 5) cypermethrin (0,075 mg/mL) group; 6)
cypermethrin (0,075 mg/mL) + thymol group; 7) cypermethrin (0,0375 mg/mL) group; 8)
cypermethrin (0,0375 mg/mL) + thymol group. The changes caused by the combination of
cypermethrin and thymol on ovaries were more expressive than those caused by sole use of
thymol or cypermethrin, suggesting a synergic effect between those compounds. The main
alterations found in oocytes Il to V were larger vacuoles in the peripheral region, decreased
yolk granules, changes of oocyte shape, irregularity in the chorion and fragments of yolk
granules, which caused incomplete vitelogenesis. These findings support results previously
described by our research group in which combination of cypermethrin and thymol had
greater effect on reproductive efficiency of females of R. microplus in comparison to those

compounds isolatedly.

Keywords: Monoterpene, Pyretroids, Ovary morphology, Oil essential, Tick control
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1. INTRODUCAO

O carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) é
considerado o ectoparasita mais importante para a pecuaria em todo o0 mundo (Ghosh et al.,
2007). Além disso, sdo vetores de patdgenos de importancia médico-veterinaria, como
Anaplasma spp. e Babesia spp., agente etioldgico do complexo da Tristeza Parasitaria Bovina,
resultando em grandes impactos na saude animal e perdas econémicas. No Brasil, as perdas

estimadas ultrapassam os 3,24 bilhdes de ddlares por ano (Grisi et al., 2014).

O uso de carrapaticidas sintéticos é o método de controle mais comum para o controle
do carrapato, com destaque para a classe das lactonas macrociclicas, organofosforados e
piretroides sintéticos. A cipermetrina (piretroide sintético) é a molécula mais comercializada
no Brasil para o controle do R. microplus (Reck et al., 2014; Secchis et al., 2022). No entanto,
0 uso constante e inadequado desses compostos tem gerado forte pressdo seletiva sobre as
populacdes de carrapatos, selecionando individuos resistentes. Atualmente existem relatos de
varias populacdes resistentes a um ou mais acaricidas sintéticos disponiveis no mercado
(Reck etal., 2014; Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018).

Nesse contexto, ha a necessidade de desenvolver novos produtos com diferentes
mecanismos de acdo e que sejam eficientes para o controle do carrapato, inclusive em
populacOes resistentes. A combinacdo de moléculas € uma importante alternativa para
aumentar a efic&cia dos antiparasitarios. Essas combinagdes podem ocorrer entre dois ou mais
carrapaticidas sintéticos, bem como um carrapaticida sintético e compostos naturais (Furlong
et al., 2007; Lopes et al., 2017; Lanusse et al., 2018; Secchis et al., 2022

Os monoterpenos, moléculas constituintes dos 6leos essenciais, sdo exemplos de
compostos naturais que tém potencial para integrar as ferramentas atuais contra o carrapato
bovino (Costa-Junior et al., 2016; Nwanade et al., 2020; Upadhyay et al., 2021). O timol (5-
metil-2-isopropil-fenol) € um monoterpeno presente no 6leo essencial de plantas da familia
Lamiaceae e Verbenaceae, que possui atividade acaricida e repelente em diferentes estagios e
espécies de carrapatos como R. microplus, R. sanguineus e R. annulatus (Senra et al., 2013;
Araujo et al., 2016; Arafa et al., 2020). No entanto, altas concentra¢des sdo necessarias para
serem eficazes, tornando 0 uso desse composto isolado no controle de R. microplus um
grande desafio (Matos et al., 2014). Diferentes misturas de monoterpenos foram avaliadas

quanto & sua eficacia no controle de carrapatos, pois podem reduzir as grandes concentracdes
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de monoterpeno necessarias, aumentar a atividade biolégica contra o organismo alvo e reduzir
o custo de formulacdo (Delmonte et al., 2017; Coelho et al., 2020; Monteiro et al., 2021).

O uso combinado do timol com outras moléculas tem sido avaliado e considerado uma
alternativa promissora em diferentes atividades biologicas (Arunkumar et al., 2015; Chang et
al., 2007), porém, ha poucas informacdes sobre os efeitos citotoxicos e mecanismos de acao
do timol, livre ou associado, em carrapatos. Estudos realizados por Tavares et al. (2022)
demonstraram que o timol potencializa o efeito carrapaticida da cipermetrina em larvas de R.
microplus e que a presenca deste monoterpeno aumenta a concentracdo de cipermetrina nos
tecidos de fémeas ingurgitadas, refletindo um aumento na porcentagem de controle de R.
microplus. No entanto, € necessario um melhor entendimento dos efeitos fisiologicos dessa
combinacdo (timol + cipermetrina) sobre os carrapatos, como alteracdes morfolégicas nos

tecidos de fémeas ingurgitadas tratadas com essa combinacéo.

Analises morfofisiolégicas podem ajudar a pesquisar e caracterizar os efeitos de
diferentes compostos quimicos em importantes sistemas de carrapatos (Camargo-Mathias et
al., 2018). A permetrina causa alteracdes morfologicas em diferentes estruturas do carrapato-
marrom-do-cdo (Rhipicephalus sanguineus) como singéanglio (sistema nervoso central),
ovarios e glandulas salivares (Roma et al., 2011, 2013; Nodari et al., 2012, 2017; Camargo-
Mathias., 2017; Pereira et al., 2017). Na mesma linha, o timol tem demonstrado efeitos
deletérios no ovario, singanglio, glandulas salivares e 6rgao de gené (Matos et al., 2014, 2019,
2020; Penha et al., 2021).

Embora, diferentes estudos tenham demonstrado diferentes efeitos de carrapaticidas
sintéticos e monoterpenos em diferentes sistemas dos carrapatos, ndo h4 dados na literatura
sobre alteracOes histopatoldgicas da combinacdo de cipermetrina e timol em 6rgdos internos
de fémeas ingurgitadas de R. microplus. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar os
efeitos da combinagdo de cipermetrina e timol sobre a morfologia dos ovarios de fémeas
ingurgitadas de duas populacBes de R. microplus com diferentes niveis de suscetibilidade a

acaricidas sintéticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Carrapatos
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Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Maranhéo, Brasil, sob 0 nimero do protocolo 23.115.005443/2017-
51. Fémeas ingurgitadas de R. microplus naturalmente destacadas foram obtidos de bezerros
artificialmente infestados com larvas de duas populagbes com diferentes perfis de
suscetibilidade a carrapaticidas sintéticos (baixa e alta suscetibilidade). A populacdo de baixa
suscetibilidade aos produtos sintéticos (Jaguar) provém de gado naturalmente infestado de
uma fazenda localizada em Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil, em 2011. A
populacdo de alta suscetibilidade aos produtos sintéticos (Porto-Alegre) provém de uma
fazenda localizada no Rio Grande do Sul, ao longo da fronteira do Brasil e do Uruguai, e foi
coletado de gado naturalmente infestado em 1992 (Reck et al., 2014). Ambas as populacoes
de carrapatos foram mantidas por pelo menos cinco anos com infestacéo artificial em bezerros

nas dependéncias da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

2.2 Teste de Imersdo de Adultos — AIT

Um total de 160 fémeas ingurgitadas de cada populacdo foram submetidas ao AIT
conforme descrito por Drummond et al. (1973). Para cada populacdo, os carrapatos foram
divididos em oito grupos experimentais (n = 20) com pesos homogéneos: Grupo Controle
(GC) — &gua destilada; G1 — Cipermetrina (0,15 mg/mL) (Barrage ®); G2 — Timol (1,3
mg/mL); G3 — Cipermetrina (0,15 mg/mL) + Timol; G4 — Cipermetrina (0,075 mg/mL); G5 —
Cipermetrina (0,075 mg/mL) + timol; G6 — Cipermetrina (0,0375 mg/mL); G7 — Cipermetrina
(0,0375 mg/mL) + Timol. A concentracdo fixa de timol utilizada em cada combinacéo foi de
1,3 mg/mL (Tavares et al., 2022). Cada grupo de fémeas ingurgitadas foi imerso em sua
respectiva solugdo por 5 minutos. Em seguida, foram secos em papel toalha, colocados em
placas de Petri e mantidos em B.O.D (Demanda Bioldgica de Oxigénio) sob condicdes
controladas (Temperatura: 27°C, Umidade Relativa: 80%) por 7 dias (Oliveira, 2008).

2.3 Analise Morfoldgica do ovario de fémeas de Rhipicephalus microplus

As fémeas ingurgitadas foram anestesiadas por choque térmico e posteriormente
dissecadas em estereomicroscopio em placas de Petri contendo solugéo salina tamponada com
fosfato de sédio (PBS) (NaCl: 7,5 g/L; Na2HPO4: 2,38 g/L e KH2PO4: 2,75 g/L). Os ovarios
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foram removidos e colocados em microtubos (1,5 mL) previamente preenchidos com solucéo

fixadora.

O material foi fixado em paraformaldeido por sete dias a 4°C, em seguida as amostras
foram desidratadas em série de etanol (70, 80, 90 e 95%) em intervalos de 1 hora cada,
embebidas em Resina Leica por 3 a 7 dias a 4° C e transferidos para moldes plasticos de
polietileno (6 x 8 mm) previamente preenchidos com Leica polimerizada. Apds a
polimerizacdo da resina, os blocos foram seccionados com 3 um de espessura em microtomo
(Leica RM 2265, Leica ®) no Laboratdrio de Histologia da Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC), llheus/BA, Brasil com a colaboragéo da Profa. Dra. Aparecida do Carmo Zerbo
Tremacoldi. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, seguindo os procedimentos
histologicos, examinados e documentados em microscopio de campo claro com camera
aclopada (Olympus BX51/ Olympus SC30).

3. RESULTADOS

3.1 Grupo Controle (Agua Destilada)

Os ovarios do grupo controle de ambas as populagbes ndo apresentaram alteragdes
morfoldgicas e consequentemente ndo diferiram entre si. Os achados histomorfoldgicos
desses grupos coincidem com o0s descritos na literatura para os ovarios de R. microplus (Fig.
1A-B; 3A-B).

Os ovdcitos | eram as menores células da linhagem germinativa. Apresentavam
formato variando de arredondado a eliptico e apresentavam citoplasma homogeneamente
basofilico, sem granulacGes. Nucleo e citoplasma corados igualmente em roxo e o nucléolo
raramente foi visto. Os ovdcitos Il eram maiores que os ovocitos |, apresentando citoplasma
com granulac@es finas e levemente eosinofilico. O nucleo era evidente. Os ovdcitos 111 foram
maiores que 0s estagios anteriores. Nesta fase, a deposi¢cdo do corion comega como uma
camada fina e fracamente basofilica. Granulos de gema maiores e nao uniformes foram
observados; 0os menores localizados na parte central da célula. Nucleo e nucléolo apresentam
padrdo de coloracdo semelhante aos ovacitos Il. No entanto, nesta fase o nucléolo estava mais
evidente (I-V). Os ovacitos 1V exibiram citoplasma fortemente eosinofilico e cérion iniciando
a deposicdo. Os granulos de vitelo eram maiores. No entanto, foi possivel observar alguns

granulos de gema menores no citoplasma. Os ovdcitos V sdo as maiores células da linhagem

18



germinativa e apresentaram granulos de vitelo maiores de tamanho homogéneo e fortemente
eosinofilicos. O cérion foi completamente depositado nesta fase. Nucleo e nucléolo ndo foram
observados (Fig.1A-B;3A-B).

3.2 Grupo Cipermetrina (0,15 mg/mL)

As fémeas ingurgitadas da populagdo suscetivel apresentaram alteragdes nos ovocitos
I, I, IV e V (Fig. 1C-E). Os ovocitos | apresentaram alteracBes no formato celular, com
constricdo mediana. Os ovdcitos Il apresentavam vacuolos na regido periférica, o nucleo era
muito evidente e a forma celular alterada, as células epiteliais do pedicelo apresentavam
caracteristicas de hiperplasia (Fig. 1C-D). Os ovdcitos IV mostraram pequenos vacuolos e
aumento da espessura do corion (Fig. 1D). Os ovocitos V apresentaram deformacdo no corion

(Fig. 1D), pequenos vacuolos e fragmentacao nos granulos de gema (Fig. 1E).

Nas fémeas ingurgitadas da populacao resistente, foram observadas alteracfes nos
ovocitos I, 11, 1, IV e V. O ovdcito | apresentou alteracdo na forma. Os ovaocitos Il
apresentaram grandes vacuolos na regido periférica, além das alteracGes no formato celular e
aumento da fusdo dos granulos vitelinos (Fig. 3C). Os ovdcitos 111 apresentaram presenca de
vacuolos na regido periférica, alteracdo na membrana, mas com poucas alteracBes em geral
(Fig. 3C-D). Os ovocitos 1V apresentaram pequenas alteracdes como alteracdes na forma,
apresentando uma caracteristica oval e foi possivel perceber a fusdo dos granulos de gema
(Fig. 3C). Os ovacitos V apresentaram pequenos vactolos entre os granulos de gema e o
corion alterado. Essas alteracfes foram perceptiveis, pois a forma do corion era irregular (Fig.
3E).

3.3 Grupo Cipermetrina (0,075 mg/mL)

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis expostos a cipermetrina na concentracao
de 0,075 mg/mL (metade da concentragdo inicial) apresentou altera¢6es nos ovocitos I, 11, 111,
IV e V. Os ovdcitos | apresentaram alteracbes em sua forma, com vesicula germinativa
evidente, nucléolo corado com hematoxilina e pequenos vacuolos na regido periférica (Fig.
1F). Os ovdcitos Il apresentaram grandes vacuolos na regido periférica e alteracdo na forma

celular. Além disso, foi possivel notar um aumento na fusdo dos granulos de gema (Fig. 1F-
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G). Os ovdcitos I11 apresentaram vacuolos na regido periférica, com pequenas deformacées na
vesicula germinativa e nucléolo evidente corado com hematoxilina. Também foi possivel
observar altera¢6es na forma das células e aumento na espessura da membrana (Fig.1F-G). Os
ovacitos 1V apresentaram pequenos vactolos na regido periférica, o nucléolo estava evidente
e corado com hematoxilina e foi possivel perceber uma pequena alteragdo na forma celular.
Os ovocitos V apresentaram pequenos vacuolos na regido periférica e fragmentacdo dos

granulos de gema (Fig. 1H).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes, foram observadas alteracées nos
ovacitos 1, 11, IV e V. O ovacito Il apresentou pequenos vacuolos entre os granulos de vitelo
com vesicula germinativa e nucléolo evidente corado com hematoxilina (Fig. 3F). Os ovocitos
Il mostraram a presenga de vacUolos na regido periférica e entre os granulos de vitelo,
notando-se pequena alteracdo no formato do ovécito (Fig. 3F). Os ovocitos 1V apresentaram
grandes vacuolos na regido periférica, e também foi possivel perceber uma mudanca na forma
do corion. Além da presenca desses vacuolos, era perceptivel a fusdo dos granulos de gema no
citoplasma do ovacito (Fig. 3F-H). O ovacito V apresentou poucas modificagdes, granulos de

vitelo rompidos e aumento na espessura do corion.

3.4 Grupo Cipermetrina (0,0375 mg/mL)

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis submetidas a este tratamento
apresentaram alteragdes nos ovacitos I, 111, 1V e V. Os ovdcitos | apresentaram pequenos
vacuolos préximos ao citoplasma e formato ovalado. Os ovdcitos Il apresentaram pequenos
vacuolos na regido periférica, com vesicula germinativa e nucléolo evidentes quando corados
com hematoxilina (Fig. 11). Foi possivel observar alteracdo na forma do ovaocito (Fig. 1J). Os
ovacitos 1V apresentaram vacutolos nas regides central e periférica e deformagdo no cérion
(Fig. 1I). Os ovocitos V apresentaram pequenos vacuolos, nucléolo evidente corado por

hematoxilina, forma irregular do corion e delaminacéo do cérion (Fig. 1K).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes expostos a cipermetrina, foram
observadas alteracdes nos ovdcitos I, IV e V. Os ovdcitos Il apresentaram grandes vacuolos
na regidao periférica e alteracdes na forma do ovocito (Fig. 3J-K). Foi possivel observar a
presenca de vacuolos menores entre os granulos de gema (Fig. 3K). O ovdcito IV apresentou
poucas alteracdes, com fusdo dos granulos vitelinos. Os ovécitos V apresentavam pequenos

vacuolos entre os granulos de vitelo e o cérion (Fig. 3J), embora 0 mesmo ovdcito
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apresentasse ruptura do cérion, possivelmente devido a entrada de cipermetrina no citoplasma
(Fig. 31).

3.5 Grupo Timol (1,3 mg/mL)

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis tratadas com timol (1.3 mg/mL)
apresentou pequenas alteragdes nos ovacitos I, 11, 111, IV e V. O ovdcito | apresentou alteracéo
na forma, com deformacbes da membrana (Fig. 2B). Os ovdcitos Il apresentaram grande
presenca de vacuolos principalmente na periferia da célula (Fig. 2B). Os ovdcitos Il
apresentaram vesicula germinativa evidente, presenca de vactolos na regido periférica (Fig.
2A). Os ovdcitos 1V apresentaram pequenos vacuolos e aumento da espessura do corion (Fig.
2A). Os ovocitos V apresentaram pequenos vacuolos, deformagao e aumento da espessura do
corion (Fig. 2A).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com timol, foram
observadas altera¢fes nos ovacitos I, 11, 111, IV e V. O ovdcito | apresentava formato irregular
com pequenos vacuolos, vesicula germinativa e nucléolo evidente (Fig. 4B). O ovocito Il
apresentou pequenos vactolos (Fig. 4A). O ovdcito Il apresentou vactolos em todas as
regibes, com formato irregular (Fig. 4B). Os ovdcitos IV apresentavam vacuolos na regido
periférica, sendo possivel perceber a fusdo dos granulos de gema (Fig. 4A-B). Também foi
possivel perceber o aumento da espessura do cérion (Fig.4A). Os ovocitos V apresentaram
pequenos vacuolos entre os granulos de gema, sendo possivel perceber uma mudanca na
forma do ovdcito e do cérion (Fig. 4A-B). O epitélio ovariano mostrou caracteristica anormal

com pequenos vacuolos (Fig. 4A).

3.6 Grupo Combinacéo Cipermetrina (0,15 mg/mL) e Timol

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis expostos a combinacdo de
cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol apresentou maiores alteracGes nos ovacitos I, 11, 111, IV e
V quando comparados aos grupos tratados apenas com os compostos isolados. Os ovécitos |
apresentaram pequenos vacuolos no citoplasma central e com regido vacuolada em forma de
halo na regido periférica (Fig. 2D). Os ovdcitos Il apresentaram vacuolos na regiao periférica
e auséncia de vesicula germinativa (Fig. 2D). Os ovacitos 111 apresentaram grandes vacuolos
na regido periférica, granulos de vitelo menores e menos corados com eosina, além da

deformacéo celular (Fig. 2C). Os ovocitos IV apresentaram grandes regides vacuoladas na
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regido periférica com pequenas alteracdes em sua forma (Fig. 2C). Além disso, foi possivel
perceber uma fusdo granulos de gema e uma deformacéo do corion (Fig. 2C). Os ovdcitos V
apresentaram vacuolos em diferentes regifes, fragmentacédo dos granulos de gema e alteracéo

na forma do corion (Fig. 2C).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com a combinagdo maiores
alteracGes foram observadas nos ovaocitos I, 11, 1l1, IV e V. O ovacito | apresentou formato
oval com vesicula germinativa evidente. Os ovocitos Il apresentaram grandes vacuolos na
regido periférica e fusdo dos granulos vitelinos. Os ovdcitos Il apresentavam grandes
vacuolos distribuidos por toda a célula e poucos granulos de vitelo (Fig. 4C). Os ovacitos IV
apresentavam pequenos vacuolos entre os granulos de gema. Além disso, foi possivel notar
uma mudanca no formato da vesicula germinativa (Fig. 4C). Os ovocitos V apresentaram
grandes vacuolos entre os granulos de gema. Também foi possivel observar fragmentos dos
grénulos de gema e alteracdo no cérion (Fig. 4D) devido ao espessamento e formato irregular
desta estrutura (Fig.4C-D).

3.7 Grupo Combinacéo Cipermetrina (0,075 mg/mL) e Timol

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis expostos a combinagdo de
cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol apresentaram alteracdes mais intensas nos ovocitos I,
I1l, IV e V do que aquelas observadas em fémeas ingurgitadas tratadas apenas com 0s
compostos isolados. O ovocito Il apresentou pequenos vacuolos e foi possivel perceber a
fusdo dos granulos de gema. Os ovocitos Il mostraram grandes vacuolos na regido periférica
e fusdo dos granulos vitelinos (Fig. 2F). Os ovécitos IV mostraram pequenos vacuolos,
grandes alteracdes na forma das células e do corion. Também foi possivel notar uma mudanca
na forma da vesicula germinativa (Fig. 2E). Os ovdcitos V apresentaram grandes vacuolos,
grande mudanca na forma celular, fusdo dos granulos vitelinos e alteracdo no corion (Fig. 2E-
F).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com a combinacdo de
cipermetrina e timol, as maiores alteracdes foram observadas nos ovaocitos Ill, IV e V. Os
ovacitos 11 apresentaram grandes vacuolos na regido periférica e fusdo dos granulos vitelinos.
Além disso, a membrana era irregular (Fig. 4E). Os ovdcitos IV apresentavam grandes
vacuolos na regido periférica, fusdo dos granulos vitelinos, forma irregular e cérion alterado
(Fig. 4E). Os ovocitos V apresentaram vacuolos entre os granulos de gema e alteracdo no

epitélio ovariano (Fig. 4E-F).
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3.8 Grupo Combinacéo Cipermetrina (0,0375 mg/mL) e Timol

A morfologia ovariana de carrapatos suscetiveis expostos a combinacdo de
cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol, apresentaram alteracdes mais intensas nos ovocitos I,
I, IV e V do que os grupos tratados apenas com os compostos isolados. Os ovocitos Il
apresentaram grandes vacuolos na regido periférica, fusdo dos granulos vitelinos e alteracéo
na forma do ovécito (Fig. 2I). Os ovdcitos Il apresentaram grandes vacuolos na regido
periférica, com vesicula germinativa e nucléolo evidentes quando corados com hematoxilina
(Fig. 2G-I). Os ovdcitos 1V apresentaram poucas modificaces, com a presenca de pequenos
vacuolos (Fig. 2H). Os ovocitos V apresentaram vactolos entre os granulos de gema e

alteracdes no cérion, como forma irregular e espessamento (Fig. 2G-1).

Nas fémeas ingurgitadas de carrapatos resistentes expostos a mesma combinacéo, as
maiores alteracdes foram observadas nos ovdcitos Ill, IV e V quando comparados ao grupo
cipermetrina e ao grupo timol. Os ovdcitos |1l apresentaram grandes vacuolos nas regides
periféricas e central, bem como alteracdes na forma celular. A vesicula germinativa e o
nucléolo eram evidentes e corados por hematoxilina (Fig. 4H). Nesta célula ainda foi possivel
perceber a ruptura e o extravasamento do conteudo citoplasmatico (Fig. 4H). Os ovocitos 1V
apresentavam grandes vacuolos na regido periférica e pequenos vacuolos entre os granulos de
vitelo, com vesicula germinativa e nucléolo evidente corados por hematoxilina (Fig. 4G). Os
ovocitos V apresentaram pequenos vacuolos entre os granulos de vitelo e na periferia,
granulos de vitelo menores, formato celular irregular e alteragdo no cérion com aumento da

espessura (Fig. 41).
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Figura 1. Cortes histologicos de ovécitos de Rhipicephalus microplus populacéo suscetivel
(Porto Alegre) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovécitos do grupo controle (Agua
Destilada) (A-B). Ovacitos tratados com cipermetrina 0,15 mg/mL (C-E). Ovdcitos tratados
com cipermetrina 0,075 mg/mL (F-H). Ovdcitos tratados com cipermetrina 0,0375 mg/mL (I-
K). I- ovécito I; 1l — ovécito IlI; 11 — ovécito II; 1V — ovdcito 1V; V — ovécito V; gv —
vesicula germinativa; va — vacuolos; hp — hiperplasia; ch — corion; yg — granulos de vitelo;
fyg — fragmentos de granulos de vitelo; nu — nucléolo; aoe — epitélio anormal ovario. Barras:

10 pm.
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Figura 2. Cortes histologicos de ovécitos de Rhipicephalus microplus populacéo suscetivel
(Porto Alegre) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovdcitos do grupo Timol (1,3
mg/mL) (A-B). Ovdcitos tratados com combinagdo cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol (C-D).
Ovdcitos tratados com combinacdo cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol (E-F). Ovocitos
tratados com combinacdo cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol (G-1). | — ovdcito I; 1l —
ovacito I1; 1T — ovdcito 11; 1V — ovocito 1V; V — ovdcito V; gv — vesicula germinativa; va —
vacuolos; ch —corion; nu — nucléolo; p — pedicelo; fyg — fragmentos de granulos de vitelo.

Barras: 10 uym
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Figura 3. Cortes histolégicos de ovdcitos de Rhipicephalus microplus populacdo resistente
(Jaguar) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovdcitos do grupo controle (Agua
Destilada) (A-B). Ovacitos tratados com cipermetrina 0,15 mg/mL (C-E). Ovdcitos tratados
com cipermetrina 0,075 mg/mL (F-H). Ovdcitos tratados com cipermetrina 0,0375 mg/mL (I-
K). I= ovécito I; Il — ovécito II; 1l — ovocito 1I; 1V — ovocito 1V; V — ovdcito V; gv —
vesicula germinativa; va — vacuolos; ch —corion; nu — nucléolo; p — pedicelo, yg — granulos de

vitelo. Barras: 10 um
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Figura 4. Cortes histolégicos de ovdcitos de Rhipicephalus microplus populacdo resistente
(Jaguar) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovdcitos do grupo Timol (1,3 mg/mL) (A-
B). Ovdcitos tratados com combinacgédo cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol (C-D). Ovdcitos
tratados com combinacdo cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol (E-F). Ovdcitos tratados com
combinacdo cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol (G-I). | — ovdcito I; 1l — ovocito 11; 11 —
ovacito I1; 1V — ovocito 1V; V — ovécito V; gv — vesicula germinativa; va — vacuolos; ch —
corion; nu — nucléolo; yg — granulos de v; p — pedicelo; aoe — epitélio ovario anormal; hp —

hiperplasia; fyg — granulos de vitelo fragmentado. Barras: 10 pm

31



4. DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar as alteracbes morfofisiologicas na vitelogénese de
fémeas ingurgitadas de R. microplus e foi possivel observar que todas as moléculas analisadas
alteraram a morfologia dos ovocitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus. Quando
estruturas celulares sdo expostas a xenobidticos (produtos sintéticos ou naturais) em altas
concentracfes, 0 processo de vacuolizacdo citoplasmatica torna-se mais intenso. Esses
vacudllos sdo caracterizados como autofagicos, sendo responsaveis pela degradacdo de
organelas e estruturas danificadas pela acdo de substancias quimicas naturais como 6leos

essenciais e terpenos (Arnosti et al., 2011; De Queiroz et al., 2020; Reis et al., 2021).

Os achados deste estudo foram semelhantes aos observados para fipronil (Oliveira et
al., 2009), permetrina (Roma et al., 2010), carvacrol (De Souza et al., 2019), timol (Matos et
al., 2014) e acetilcarvacrol (Konig et al., 2020) em fémeas semi-ingurgitadas e ingurgitadas de
Rhipicephalus sanguineus. A presenca de vacuolos e desorganizacdo celular nos ovécitos
indicam toxicidade celular causada por 0leos essenciais e monoterpenos, onde a presenca de
vacuolizacdo geralmente esta associada a alteragdes na fisiologia e representa um mecanismo

de desintoxicacdo celular (Penha et al., 2021).

E importante destacar que a combinacio de cipermetrina e timol em todas as
concentracOes avaliadas foi capaz de proporcionar as maiores alteracfes nessas, mostrando
que a presenca de timol, mesmo em baixa concentracdo, potencializou os efeitos deletérios da
cipermetrina nas células germinativa do carrapato. Esses efeitos foram observados
principalmente no ovdcito Il, que apresentou grandes vacuolos na regido periférica e

diminuicdo dos granulos de gema.

A combinacéo do timol com outras moléculas tem se caracterizado como uma possivel
nova tecnologia para controle do carrapato. Timol quando combinado com eugenol e
carvacrol; bem como quando combinado com deltametrina e cipermetrina, mostrou efeitos
importantes em diferentes estagios e espécies de carrapatos como Rhipicephalus sanguineus,
R. microplus, R. annulatus, Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens (Araujo et al., 2016;
Novato et al., 2015, 2019; Coelho et al., 2020; Arafa et al., 2021; Vale et al., 2021; Tavares et
al., 2022). No entanto, este € o primeiro estudo que descreve as alteracdes histopatoldgicas
dos orgdos reprodutivos de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com a combinacgao

de cipermetrina e timol.
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Um dos mecanismos de acdo descritos para o timol é sua capacidade de reduzir a
impermeabilidade das membranas celulares (Ahmad et al., 2011), por isso é considerado um
importante promotor de penetracdo de drogas lipofilicas na pele humana (Williams e Barry,
1991). Outro monoterpeno, 1,8 cineol, também chamado de eucaliptol, foi capaz de diminuir
a tensdo superficial da camada lipidica da cuticula das larvas de Trichoplusia ni,
potencializando a penetracdo de outra molécula (canfora) (Tak e Isman., 2015). As alteracdes
morfoldgicas observadas nos ovdcitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com a
combinacéo de timol e cipermetrina (0,15 mg/mL) podem estar mais diretamente relacionadas
a esse mecanismo de aumento da permeabilidade da membrana celular, do que a agdo direta
dos efeitos do timol nas estruturas celulares, enquanto as alteracdes morfoldgicas observadas
nas fémeas ingurgitadas do grupo timol foram leves e restritas apenas aos ovocitos | e Il.
Assim, o timol pode ter potencializado a penetragdo da cipermetrina, intensificando os efeitos
deletérios deste piretroide na vitelogénese do carrapato. Tavares et al. (2022) observaram um
aumento na concentracdo tecidual de cipermetrina em fémeas ingurgitadas de R. microplus
tratadas com a mesma combinacdo do presente estudo, os autores atribuiram esse aumento a

presenga do monoterpeno timol.

As poucas alteracdes como presenca de vacuolos em todo o citoplasma nos ovdcitos 11, 111
e IV e aumento da espessura do corion do ovocito V de fémeas ingurgitadas de R. microplus
tratadas apenas com timol sdo semelhantes aos achados de Penha et al. (2021) também com R.
microplus tratado com carvacrol e timol nas concentracdes de 5,49 e 4,46 mg/mL,
respectivamente. Por outro lado, todas as combinagbes de cipermetrina e timol
proporcionaram alteragdes mais intensas nos ovocitos | e Il das fémeas ingurgitadas. A
auséncia de corion (membrana protetora do ovo e que ainda nao se deposita em ovécitos em
estagios iniciais de desenvolvimento) e a presenca de timol, podem estar propiciando a
entrada de maior quantidade de cipermetrina pela membrana plasmatica desta célula
germinativa, alterando a forma celular e o aparecimento de vacutolos (Oliveira et al., 2009;
2016).

Os efeitos deletérios observados nos ovacitos 111 de fémeas ingurgitadas tratadas com todas
as diferentes combinagdes de cipermetrina e timol sendo elas: presencga de grandes vacuolos
na regido periférica, diminui¢do dos granulos de vitelo, alteracdo da forma do ovdcito e fusdo
dos granulos de vitelo. Nesta fase, a producdo de elementos enddgenos e a incorporacdo
exogena de elementos vitelogénicos sdo necessarios para garantir o desenvolvimento do

ovdcito (Saito et al., 2005). Em nosso estudo, a perda de granulos de vitelo do ovécito Il
33



pode ser atribuida a reducdo na sintese e incorporagédo de elementos vitelinos, impedindo total
ou parcialmente que as celulas germinativas atinjam novos estagios de desenvolvimento.
Resultados semelhantes foram observados em fémeas ingurgitadas de R. microplus tratadas
com Oleo essencial de Lippia sidoides e seus compostos majoritarios carvacrol e timol (Penha
etal., 2021).

Os ovacitos IV apresentaram alteragdes semelhantes as encontradas nos ovocitos I, 11 e 111
tratados com a combinagdo cipermetrina (0,15 mg/mL) + timol em carrapatos resistentes,
porém, uma caracteristica marcante encontrada foi a alteracdo na forma da vesicula
germinativa. A vacuolizacdo da vesicula germinativa também foi observada em fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus e R. microplus expostas ao 6leo essencial de Satureja montana
(Segurelha-das-montanhas) e acetilcarvacrol. Segundo esses autores, essa alteracdo pode levar
a morte celular, pois é um indicativo de degradacdo do material genético (Konig et al., 2019,
2020; Reis et al., 2021).

Ovocitos em estagios avancados de desenvolvimento (IV e V) possuem uma camada
corionica que tem funcéo protetora contra o estresse mecénico levando a ovos mais densos
prevenindo a predagdo, ressecamento e permitindo as trocas gasosas (Oliveira et al., 2005).
No presente estudo, as alteragdes no corion nos ovocitos IV e V foram mais frequentemente
observadas nos ovocitos tratados com a combinacédo de cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol,
cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol. Possivelmente, isso pode estar relacionado as
propriedades lipofilicas desses compostos (logP da cipermetrina = 6,6; logP do timol = 3,3)
que fazem cipermetrina atravessar o corion e a membrana plasmatica e ocupar o interior do
citoplasma. Como mencionado anteriormente, o timol pode aumentar a penetrabilidade da
cipermetrina (Tavares et al., 2022) e, assim, aumentar os danos celulares, como alteracdo no

cérion, fusdo dos granulos de gema e fragmentacdo de granulos de gema.

Ovocitos V de fémeas ingurgitadas tratadas com a combinacdo de cipermetrina (0,15
mg/mL) e timol; cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol apresentaram alteracfes como vacutolos
em todo o citoplasma, irregularidade no cérion e fragmentos de granulos vitelinos extensos.
Em concentracdes mais baixas de cipermetrina (0,0375 mg/mL) na combinacao, as alteracdes
tornaram-se menos intensas, com alteracbes apenas na forma do ovoécito e aumento da
espessura do cérion (membrana que reveste o ovécito), achados semelhantes aos encontrados

em estudos com permetrina (Roma et al., 2011), ésteres de acido ricinoleico do 6leo de
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mamona de Ricinus communis (Arnosti et al., 2011) e acetilcarvacrol em fémeas semi-

ingurgitadas e ingurgitadas de R. sanguineus e R. microplus (Konig et al., 2019).

Nossos resultados sugerem que os principais vacuolos encontrados estdo localizados na
periferia da célula, o que nos permite inferir que a principal via de entrada da combinacéo de
cipermetrina e timol é a membrana plasmatica, ou seja, 0s compostos seriam capturados
através da hemolinfa e cruzariam a parede do ovocito, como observado em fémeas semi-
ingurgitadas de R. sanguineus expostas ao fipronil (Oliveira et al., 2008) e 6leo de andiroba
(Vendramini et al., 2012).

5. CONCLUSOES

Em conclusdo, os achados deste estudo indicam que a cipermetrina e o timol sdo
capazes de promover altera¢cdes nos ovacitos de fémeas ingurgitadas de R. microplus, porém,
a combinacdo dessas moléculas gera danos ainda mais intensos as células relacionadas a
vitelogénese de carrapatos de ambas as populagfes (suscetivel e resistente) analisadas. Esses
resultados apresentam elementos relacionados as alteracBes morfofisioldgicas sofridas pelo
carrapato, reforcando o potencial da combinacdo de cipermetrina e timol como uma nova
tecnologia a ser utilizada no controle do carrapato bovino. Além disso, esses resultados
reforcam o incentivo a novas pesquisas para avaliar os efeitos da combinacdo em outros

sistemas essenciais para o carrapato bovino.
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7. APENDICE A — RESUMO DAS ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Tabela 1. Resumo das alterac@es histologicas nos ovarios de Rhipicephalus microplus populacéo suscetivel aos piretroides sintéticos (Porto
Alegre) causadas pelos compostos isolados e combinados (cipermetrina e timol)

Ovacito |

Ovacito 11

Ovacito 11

Ovacito 1V

Ovaocito V

Timol 1,3 mg/mL

Alteracdo no formato
com deformacéo na
membrana

Presenca de vactolos na
regiao periférica

Presenca de vacuolos
na regiao periférica

Pequenos vacuolos
e aumento da
espessura no coérion.

Pequenos vacuolos,

deformacéo e aumento da

espessura do corion. (w=

Cipermetrina 0,15 mg/mL

Alteracdo no formato da
célula

Vacuolos na regido
periférica e alteracdo
no formato da célula

Pequenos vacuolos
e aumento da
espessura no corion

Deformagéo no corion,
pequenos vacuolos e
fragmentac&o nos
granulos de vitelo
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Cipermetrina 0,15 mg/mL
+ timol

Presenca de pequenos
vacuolos no citoplasma
central e vacuolizacdo
em formato de halo na
regiao periférica

Vacuolos na regido
periférica e auséncia de
vesicula germinativa

Grandes vacuolos na
regiao periférica,
granulos de vitelo

menores e
deformacéo da célula

Grandes vacuolos na
regido periférica
com pequenas
alteragcdes no
formato da célula

Vacuolos em diferentes
regides, fragmentacdo dos
granulos de gema e
alteracéo no formato do
corion

Cipermetrina 0,075 mg/mL

Alteracdo no formato do
ovocito com vesicula
germinativa evidente e
pequenos vacuolos na
regiao periférica

Grandes vacuolos na
regido periférica,
alteracdo no formato da
celula e fusdo dos
granulos de vitelo

Vacuolos na regido
periférica, pequenas
deformagdes na
vesicula germinativa.
Alteracdo no formato
do corion e aumento
da espessura

Pequenos vacuolos
na regido periférica
e uma pequena
alteracdo no formato
do corion

Pequenos vacuolos na
regiao periférica e
fragmentos nos granulos
de vitelo

Cipermetrina 0,075 mg/mL
+ timol

Pequenos vacuolos e
fusdo dos granulos de
gema

Grandes vacuolos na
regiao periférica e
fusdo dos granulos de
gema

Pequenos vacuolos,
alteracdo no formato
do ovdcito e cérion.

Alteracdo no
formato do nucléolo
em formato de anel

Grandes vacuolos, grande
alteracdo no formato da
celula e fusdo dos
granulos de gema
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Cipermetrina 0,0375

Pequenos vacuolos
préximos ao citoplasma

Pequenos vacuolos

Pequenos vacuolos
na regido central e
periférica e

Pequenos vacuolos,
aumento da espessura do

mg/mL e apresentava formato na regido periférica ~ corion e formato irregular
deformacéo no L
ovalada L do corion
cérion
Grandes vacuolos na Grandes vacuolos entre
Poucas

Cipermetrina 0,0375
mg/mL + timol

regido periférica, fusdo

dos granulos de vitelo e

alteracdo no formato do
ovocito

Grandes vacuolos na
regido periférica

modificacdes com a
presenca de
pequenos vacuolos

o0s granulos de vitelo e
alteracBes no cérion
(formato irregular e

espessamento)
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Tabela 2. Resumo das alteracdes histoldgicas nos ovarios de Rhipicephalus microplus populacéo resistente aos piretrdides sintétcos (Jaguar)
causadas pelos compostos isolados e combinados (cipermetrina e timol)

Ovacito |

Ovacito 11

Ovacito 11

Ovacito 1V

Ovaocito V

Timol 1,3 mg/mL

Formato irregular e
pequenos vacuolos

Presenca de pequenos
vacuolos

Presenca de vacuolos
em todo ovécito e
formato irregular

Presenca de
vacuolos, fusdo dos
granulos de vitelo e

aumento da
espessura do corion

Alteragdo no formato e
corion irregular

Cipermetrina 0,15 mg/mL

Alteracédo no formato

Alteracdo no formato,
presenca de grandes
vacuolos e fusdo dos

granulos de vitelo

Presenga de pequenos
vacuolos e alteracdo
na membrana

Fuséo dos granulos
de vitelo

Presenca de pequenos
vacuolos e alteracdo do
cérion

47




Cipermetrina 0,15 mg/mL
+ timol

Presenca de grandes
vacuolos na regido
periférica e fusdo dos
granulos de vitelo

Presenca de grandes
vacutolos em todo
ovacito e poucos
granulos de vitelo

Presenca de
pequenos vacuolos
entre os granulos de
vitelo e alteragcdo no
formato da vesicula
germinal

Presenca de grandes
vacuolos, fragmentos dos
granulos de vitelo e
alteracéo no formato do
corion

Cipermetrina 0,075 mg/mL

Presenca de pequenos
vacuolos

Presenca de vacuolos
entre os granulos de
vitelo e pequena
modificacdo no
formato da célula

Presenca de grandes
vacuolos e alteracao
no formato do
corion

Presenca de pequenos
vacuolos, espessamento
do cérion e granulos de

vitelo rompidos

Cipermetrina 0,075 mg/mL

+ timol

Presenca de grandes
vacuolos e fusdo dos
granulos de vitelo

Presenca de
vacuolos na regido
periférica, fusdo dos
granulos de vitelo e
formato irregular
com corion alterado

Presenca de vacuolos e
alteracdo no epitélio
ovariano
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Cipermetrina 0,0375
mg/mL

Presenca de grandes
vacuolos na regido
periférica e alteracdo no
formato do ovocito

Fuséo dos granulos
de vitelo

Pequenos vacuolos entre
0s granulos de vitelo e
cérion e ruptura do corion

Cipermetrina 0,0375
mg/mL + timol

Presenca de grandes
vacuolos na regiao
periférica, alteracdo
no formato da célula,
ruptura e
extravasamento do
contetdo
citoplasmatico

Presenca de grandes
vacuolos na regido

periférica e entre o0s
granulos de vitelo

Presenca de pequenos
vacuolos, granulos de
vitelo menores, formato
irregular do ovdcito e
espessamento do corion
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Microscopy Research and Technique (MRT) publishes articles on all aspects of advanced microscopy original
architecture and methodologies with applications in the biological, clinical, chemical, and materials sciences.
Original basic and applied research as well as technical papers dealing with the various subsets of microscopy
are encouraged. MRT is the right form for those developing new microscopy methods or using the microscope to
answer key questions in basic and applied research. MRT encourages the

proposal of special issues and open access. MRT fosters the submission of educational papers. MRT is alsothe
right journal for publishing selected papers from scientific conferences. It is expected that manuscripts submitted
for consideration will have as main points of focus the microscopy approach and the scientific and technical
value. Methods are expected to be discussed in a quantitative way consideringthe original aspects in microscopy.
Authors are expected to employ proper statistics, present previously unpublished data, discuss whether the
experiment has answered the proposed question, compare the

results with those in salient published literature. The submission should be conform to MRT’s prescribed

journal format and high quality images are expected to be proposed for the cover. Submissions that only support
conclusions of discovery from other research fields should be submitted to journals specializing in those fields.
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In addition to Research Articles and Review Articles, Microscopy Research and Technique is acceptingsubmissions
for its rapid publication format, "Letters" and “Primers in Microscopy”.

+ Research Articles, requires Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, and Discussion
sections. The literature review should be succinct. There are no restrictions on the number of pagesor
figures.

* Review Articles in which a specific field is reviewed through an exhaustive literature survey. An
abstract is required. A Materials and Methods section and a Results section are not required. Thereare no
restrictions on the number of pages or figures. Review articles are usually invited, but submitted review
articles will be considered.

* Letters will be placed at the front of each issue and will be reserved for important results and
breakthroughs in any area of microscopy that need to be published rapidly. These short papers, nolonger than
3 typeset pages, will use the same structure as the longer original research articles.

Letters should be sent directly to an associate editor in your field to facilitate its review within a week.
Authors submitting letters deemed unsuited for the Letters section may be invited to submita longer
original research article.

* Primers in Microscopy are short review papers containing basics related to a specific topic, for

example key components for microscopy architectures, sample preparation for localization methods,
entry level concepts about super resolution. Primers are thought for master thesis andPhD students and
for orienting new post docs in research groups.

* Notables in Microscopy, commentary article type.

All manuscripts, whether invited or regular submissions, are peer reviewed. Articles intended for Special Issues
should be designated as such during the submission process.
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Free Format submission

Microscopy Research & Technique now offers Free Format submission for a simplified and streamlined
submission process.

Before you submit, you will need:

* Your manuscript: this should be an editable file including text, figures, and tables, or separate files —
whichever you prefer. All required sections should be contained in your manuscript, including
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abstract, introduction, methods, results, and conclusions. Figures and tables should have legends. Figures
should be uploaded in the highest resolution possible. References may be submitted in anystyle or format,
as long as it is consistent throughout the manuscript. Supporting information should be submitted in
separate files. If the manuscript, figures or tables are difficult for you to

read, they will also be difficult for the editors and reviewers, and the editorial office will send it backto you
for revision. Your manuscript may also be sent back to you for revision if the quality of English language
is poor.

* An ORCID ID, freely available at https://orcid.org. (Why is this important? Your article, if accepted and

published, will be attached to your ORCID profile. Institutions and funders are increasingly
requiringauthors to have ORCID IDs.)

* Thetitle page of the manuscript, including:
o Your co-author details, including affiliation and email address. (Why is this important? We needto
keep all co-authors informed of the outcome of the peer review process.)

o Statements relating to our ethics and integrity policies, which may include any of the following
(Why are these important? We need to uphold rigorous ethical standards for theresearch we
consider for publication):

= data availability statement funding
. Statement

= conflict of interest disclosure ethics
= approval statement

= patient consent statement
= permission to reproduce material from other sources
= clinical trial registration

To submit, login at https://mc.manuscriptcentral.com/mrt and create a new submission. Follow thesubmission steps
as required and submit the manuscript.

Main Text File

The text file should be presented in the following order:
i. A short informative title that contains the major key words. The title should not contain
abbreviations(see Wiley's best practice SEO tips);
ii. A short running title of less than 40 characters;
iii. The full names of the authors;
iv. The author's institutional affiliations where the work was conducted, with a footnote for the
author’spresent address if different from where the work was conducted;
v. Abstract and keywords;
vi. Research Highlights and Graphical Abstract;
vii. Main Text;
viii. Acknowledgements;
ix. References;
x. Tables (each table complete with title and footnotes);
xi. Figure Legends;
xii. Appendices (if relevant).
Figures and supporting information should be supplied as separate files.
Authorship

Please refer to the journal’s authorship policy the Editorial Policies and Ethical Considerations section for
details on eligibility for author listing.

Acknowledgments

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and material support should
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Conflict of Interest Statement

Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission process. For

details on what to include in this section, see the section ‘Conflict of Interest’ in the Editorial Policies and
Ethical Considerations section below. Submitting authors should ensure they liaise with all co-authors to
confirm agreement with the final statement.

Abstract

Please provide an abstract of 250 words or fewer containing the major keywords summarizing the article.
Keywords

Please provide three to five keywords.
Research Highlights

Research Highlights are the most important findings and/or conclusions of the article (or review), stated
concisely. Research Highlights will be displayed online immediately below the article's title (they will not
appear in the printed version of the paper). Main Points should consist of 2 to 3 short sentences and should not
exceed 250 characters (including spaces). These are required for all papers published in the journal, and must
be submitted at the time of the manuscript submission in ScholarOne.

Graphical Abstract

The graphical abstract provides readers with a visual representation of the conclusions and an efficient way to
appreciate the key finding and main message of the work. This feature is part of the online article format and
will appear in the online Table of Contents of each issue of the journal but will not appear in the printed
version of the paper. Please upload an illustration describing the context and significance of the findings for the
broader journal readership to attract the attention of non-specialists. The image should be a single image not
containing multiple panels. It is meant to represent one key aspect of the

results. The selected image must be a figure or part of a figure that is included in the paper. To preparethe image,
select an image or graphic that is easy to read and as much as possible devoid of cluttering

items, conveying clear, non-speculative, visual information about the biological context of the findings.
Labels, while useful, must be kept to a minimum. The image should be provided in one of the followingheight
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resolution of 72 dpi. Please use Arial or Helvetica font with a size of 10-12 points; preferred file types areEPS
and TIFF. The Graphical Abstract is mandatory for all papers published in the journal. When uploading, please
designate the image as Graphical Abstract Image in ScholarOne Manuscripts.

Main Text

+ The journal uses US spelling; however, authors may submit using either option, as spelling ofaccepted
papers is converted during the production process.
* Articles may range from approximately 2,500 to 6,000 words.

Materials and Methods

If a method or tool is introduced in the study, including software, questionnaires, and scales, the author should
state the license that is available under and any requirement for permission for use. If an existing method or tool
is used in the research, the authors are responsible for checking the license and obtainingthe permission. If
permission was required, a statement confirming permission should be included in the Materials and Methods
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Tables
Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the text. They should be
supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be concise but comprehensive
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abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: 1, I, §, 1, should be used (in that order)and *, **,
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Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be understandable without
reference to the text. Include definitions of any symbols used and define/explain all abbreviationsand units of
measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review purposes, a wide
variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. Click here for the basic figure requirementsfor figures
submitted with manuscripts for initial peer review, as well as the more detailed post- acceptance figure
requirements.

Color Figures. Figures submitted in color are reproduced in color online as well as in print free of charge.Please
note, however, that it is preferable that line figures (e.g., graphs and charts) are supplied in black and white so
that they are legible if printed by a reader in black and white.

Additional Files

Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as separatefiles but
referred to in the text.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater depth and
background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may include tables, figures,videos,
datasets, etc.

Click here for Wiley’s FAQs on supporting information.
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Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are availablevia a
publicly available data repository, authors should include a reference to the location of the material within their
paper.

General Style Points

The following points provide general advice on formatting and style.

 Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly and the
abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in full, followed by the abbreviation in
parentheses. Thereafter use the abbreviation only.

« Units of measurement: Measurements should be given in Sl or Sl-derived units. Visit the Bureau
International des Poids et Mesures (BIPM) website for more information about Sl units.

« Numbers: numbers under 10 are spelt out, except for: measurements with a unit (8mmol/l); age (6
weeks old), or lists with other numbers (11 dogs, 9 cats, 4 gerbils).

 Trade Names: Chemical substances should be referred to by the generic name only. Trade names
should not be used. Drugs should be referred to by their generic names. If proprietary drugs have been used in
the study, refer to these by their generic name, mentioning the proprietary name and the name and location of
the manufacturer in parentheses.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing manuscripts for
submission available here. In particular, authors may benefit from referring to Wiley’s best practice tipson
Writing for Search Engine Optimization.

Article Preparation Support

Wiley Editing Services offers expert help with English Language Editing, as well as translation, manuscript
formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract design — so you can submit your manuscript
with confidence.

Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing and
preparing your manuscript.
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Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its significance tojournal
readership. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief determines that the paper meets the
appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available here.
Data Sharing and Data Accessibility

This journal expects data sharing. Review Wiley’s Data Sharing policy where you will be able to see and
select the data availability statement that is right for your submission.

Human Studies and Subjects

For manuscripts reporting medical studies that involve human participants, a statement identifying the ethics
committee that approved the study and confirmation that the study conforms to recognized standards is
required, for example: Declaration of Helsinki; US Federal Policy for the Protection of Human
Subjects; or European Medicines Agency Guidelines for Good Clinical Practice. ttshioutd—atso state
clearly in the text that all persons gave their informed consent prior to their inclusion in the study.

Patient anonymity should be preserved. Photographs need to be cropped sufficiently to prevent human subjects
being recognized (or an eye bar should be used). Images and information from individual

participants will only be published where the authors have obtained the individual's free prior informed consent.
Authors do not need to provide a copy of the consent form to the publisher; however, in signing
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the author license to publish, authors are required to confirm that consent has been obtained. Wiley hasa
standard patient consent form available for use.

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed and approved,as well
as the name of the body giving approval, must be included in the Methods section of the manuscript. Authors are
encouraged to adhere to animal research reporting standards, for example the ARRIVE guidelines for reporting
study design and statistical analysis; experimental procedures;

experimental animals and housing and husbandry. Authors should also state whether experiments wereperformed in
accordance with relevant institutional and national guidelines for the care and use of

laboratory animals:

« US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for _the Care and
Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane Care and Use of
Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

« UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific Procedures) Act

1986 Amendment Regulations (S1 2012/3039).

« European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Clinical Trial Registration

The journal requires that clinical trials are prospectively registered in a publicly accessible database andclinical
trial registration numbers should be included in all papers that report their results. Authors are asked to include
the name of the trial register and the clinical trial registration number at the end of theabstract. If the trial is not
registered, or was registered retrospectively, the reasons for this should be

explained.
Research Reporting Guidelines

Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it, and use it. Authors are
encouraged to adhere to recognized research reporting standards. The EQUATOR Networkcollects more than
370 reporting guidelines for many study types, including for:

+ Randomised trials: CONSORT
+ Observational studies: STROBESystematic
. reviews: PRISMA
* Case reports: CARE
* Qualitative research: SRQR
+ Diagnostic / prognostic studies: STARD
« Quality improvement studies: SQUIRE
. Economic evaluations: CHEERS
* Animal pre-clinical studies: ARRIVE
Study protocols: SPIRIT

Clinical practice guidelines: AGREE
We also encourage authors to refer to and follow guidelines from: Future of

Research Communications and e-Scholarship (FORCE11)

National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research guidelines

The Gold Standard Publication Checklist from Hooijmans and colleagues

Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities (MIBBI) website
FAIRsharing website

Species Names

Upon its first use in the title, abstract, and text, the common name of a species should be followed by the
scientific name (genus, species, and authority) in parentheses. For well-known species, however, scientific
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names may be omitted from article titles. If no common name exists in English, only the scientific name
should be used.
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