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“[… A academia não é o paraíso, mas o aprendizado, é 
um lugar onde o paraíso pode ser criado. A sala de aula 
com todas suas limitações continua sendo ambiente de 
possibilidades. Nesse campo de possibilidades, temos a 
oportunidade de trabalhar pela liberdade, exigir de nós 
e de nossos camaradas uma abertura da mente e do 
coração que nos permite encarar a realidade ao mesmo 
tempo em que, coletivamente, imaginemos esquemas 
para cruzar fronteiras, para transgredir. Isso é a 
educação como prática da liberdade…]”  
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RESUMO 

Rhipicephalus microplus é um dos ectoparasitos mais importantes de regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. O uso de carrapaticidas sintéticos é o método mais comum para 

controle desse carrapato, com destaque para a classe das lactonas macrocíclicas, 

organofosforados e piretróides sintéticos. A cipermetrina (piretróide sintético) é a molécula 

mais comercializada no Brasil para controle do carrapato bovino, e o frequente surgimento de 

populações resistentes é uma realidade enfrentada em todo o mundo. A atividade do timol, um 

monoterpeno natural, livre ou em combinação com outros compostos, já foi descrita em 

diferentes espécies e estágios de carrapatos. Além disso, já temos relato que a presença de 

timol aumenta a concentração de cipermetrina nos tecidos de fêmeas ingurgitadas. No 

entanto, não há dados na literatura sobre alterações histopatológicas da combinação de 

cipermetrina e timol sobre órgãos internos de R. microplus. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar os efeitos da combinação de cipermetrina e timol sobre a morfologia dos 

ovários de fêmeas ingurgitadas de duas populações com diferentes níveis de suscetibilidade a 

cipermetrina (baixa e alta suscetibilidade). A combinação com diferentes concentrações de 

cipermetrina e concentrações fixas de timol (1,3 mg/mL) foram realizados. Fêmeas adultas 

ingurgitadas foram divididas em oito grupos experimentais (n = 20): 1) Grupo controle não 

tratado; 2) Grupo cipermetrina: 0,15 mg/mL; 3) Grupo timol (1,3 mg/mL); 4) Grupo 

combinação cipermetrina (0,15 mg/mL) + timol; 5) Grupo cipermetrina (0,075 mg/mL); 6) 

Grupo combinação cipermetrina (0,075 mg/mL) + timol; 7) Grupo cipermetrina (0,0375 

mg/mL); 8) Grupo combinação cipermetrina (0,0375 mg/mL) + timol. As alterações causadas 

pela ação da combinação de timol e cipermetrina nos ovários testados foram mais intensas 

que as causadas pelo timol e cipermetrina usadas isoladamente, sugerindo um efeito sinérgico 

entre os compostos químicos. As principais alterações encontradas nos ovócitos II ao V, 

sendo elas: grandes vacúolos na região periférica, diminuição dos grânulos de vitelo, alteração 

no formato do ovócito, irregularidade no córion e fragmentos de grânulos de vitelo causando 

processo incompleto de vitelogênese. Esses achados confirmam os resultados encontrados 

anteriormente em nosso grupo de pesquisa, em que a combinação de cipermetrina e timol 

tiveram efeito significativo na eficiência reprodutiva de fêmeas de R. microplus que os 

compostos isolados. 

Palavras-chave: Monoterpeno, Piretróides, Ovário, Óleo essencial, Carrapato 
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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 II 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. INTRODUÇÃO  

 

O carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888) é 

considerado o ectoparasita mais importante para a pecuária em todo o mundo (Ghosh et al., 

2007). Além disso, são vetores de patógenos de importância médico-veterinária, como 

Anaplasma spp. e Babesia spp., agente etiológico do complexo da Tristeza Parasitária Bovina, 

resultando em grandes impactos na saúde animal e perdas econômicas. No Brasil, as perdas 

estimadas ultrapassam os 3,24 bilhões de dólares 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 macrocíclicas, organofosforados e 

piretróides sintéticos. A cipermetrina (piretróide sintético) é a molécula mais comercializada 

no Brasil para o controle do R. microplus (Reck et al., 2014; Secchis et al., 2022). No entanto, 

o uso constante e inadequado desses compostos tem gerado forte pressão seletiva sobre as 

populações de carrapatos, selecionando indivíduos resistentes. Atualmente existem relatos de 

várias populações resistentes a um ou mais acaricidas sintéticos disponíveis no mercado 

(Reck et al., 2014; Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018).  

Nesse contexto, há a necessidade de desenvolver novos produtos com diferentes 

mecanismos de ação e que sejam eficientes para o controle do carrapato, inclusive em 

populações resistentes. A combinação de moléculas é uma importante alternativa para 

aumentar a eficácia dos antiparasitários. Essas combinações 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 óleos essenciais, são exemplos de 

compostos naturais que têm potencial para integrar as ferramentas atuais contra o carrapato 

bovino (Costa-Júnior et al., 2016; Nwanade et al., 2020; Upadhyay et al., 2021). O timol (5-

metil-2-isopropil-fenol) é um monoterpeno presente no óleo essencial de plantas da família 

Lamiaceae e Verbenaceae, que possui atividade acaricida e repelente em diferentes estágios e 

espécies de carrapatos como R. microplus, R. sanguineus e R. annulatus (Senra et al., 2013; 

Araújo et al., 2016; Arafa et al., 2020). No entanto, altas concentrações são necessárias para 

serem eficazes, tornando o uso desse composto isolado no controle de R. microplus um 

grande desafio (Matos et al., 2014). Diferentes misturas de monoterpenos foram avaliadas 

quanto á sua eficácia no controle de carrapatos, pois podem reduzir as grandes concentrações 
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de monoterpeno necessárias, aumentar a atividade biológica contra o organismo alvo e reduzir 

o custo de formulação (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 biológicas (Arunkumar et al., 2015; Chang et 

al., 2007), porém, há poucas informações sobre os efeitos citotóxicos e mecanismos de ação 

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 presença deste monoterpeno aumenta a concentração de cipermetrina nos 

tecidos de fêmeas ingurgitadas, refletindo um aumento na porcentagem de controle de R. 

microplus. No entanto, é necessário um melhor entendimento dos efeitos fisiológicos dessa 

combinação (timol + cipermetrina) sobre os carrapatos, como alterações morfológicas nos 

tecidos de fêmeas ingurgitadas tratadas com essa combinação.  

Análises morfofisiológicas podem ajudar a pesquisar e caracterizar os efeitos de 

diferentes compostos químicos em importantes sistemas de carrapatos (Camargo-Mathias et 

al., 2018). A permetrina causa alterações morfológicas em diferentes estruturas do carrapato-

marrom-do-cão (Rhipicephalus sanguineus) como singânglio (sistema nervoso central), 

ovários e glândulas 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 ovário, singânglio, glândulas salivares e órgão 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, não há dados na literatura 

sobre alterações histopatológicas da combinação de cipermetrina e timol em órgãos internos 

de fêmeas ingurgitadas de R. microplus. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar os 

efeitos da combinação de cipermetrina e timol sobre a morfologia dos ovários de fêmeas 

ingurgitadas de duas populações de R. microplus com diferentes níveis de suscetibilidade a 

acaricidas sintéticos.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Carrapatos  
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Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal do Maranhão, Brasil, sob o número do protocolo 23.115.005443/2017-

51. Fêmeas ingurgitadas de R. microplus naturalmente destacadas foram obtidos de bezerros 

artificialmente infestados com larvas de duas populações com diferentes perfis de 

suscetibilidade à carrapaticidas sintéticos (baixa e alta suscetibilidade). A população 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 

população 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 populações 

de carrapatos foram mantidas por pelo menos cinco anos com infestação artificial em bezerros 

nas dependências da Universidade Federal do Maranhão (UFMA).  

 

2.2 Teste de Imersão de Adultos – AIT 

 

Um total de 160 fêmeas ingurgitadas de cada população foram submetidas ao AIT 

conforme descrito por Drummond et al. (1973). Para cada população, os carrapatos foram 

divididos em oito grupos experimentais (n = 20) com pesos homogêneos: Grupo Controle 

(GC) – água 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 concentração fixa de timol utilizada em cada combinação foi de 

1,3 mg/mL (Tavares et al., 2022). Cada grupo de fêmeas ingurgitadas foi imerso em sua 

respectiva solução por 5 minutos. Em seguida, foram secos em papel toalha, colocados em 

placas de Petri e mantidos em B.O.D (Demanda Biológica de Oxigênio) sob condições 

controladas (Temperatura: 27ºC, Umidade Relativa: 80%) por 7 dias (Oliveira, 2008). 

 

2.3 Análise Morfológica do ovário de fêmeas de Rhipicephalus microplus 

 

As fêmeas ingurgitadas foram anestesiadas por choque térmico e posteriormente 

dissecadas em estereomicroscópio em placas de Petri contendo solução salina tamponada com 

fosfato de sódio (PBS) (NaCl: 7,5 g/L; Na2HPO4: 2,38 g/L e KH2PO4: 2,75 g/L). Os ovários 
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foram removidos e colocados em microtubos (1,5 mL) previamente preenchidos com solução 

fixadora.  

O material foi fixado em paraformaldeído por sete dias a 4ºC, 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 4º C e transferidos para moldes plásticos de 

polietileno (6 x 8 mm) previamente preenchidos com Leica polimerizada. Após a 

polimerização da resina, os blocos foram seccionados com 3 µm de espessura em micrótomo 

(Leica RM 2265, Leica ®) no Laboratório de Histologia da Universidade Estadual de Santa 

Cruz (UESC), Ilheus/BA, Brasil com a colaboração da Profa. Dra. Aparecida do Carmo Zerbo 

Tremacoldi. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, seguindo os procedimentos 

histológicos, examinados e documentados em microscópio de campo claro com câmera 

aclopada (Olympus BX51/ Olympus SC30). 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1 Grupo Controle (Água Destilada) 

 

Os ovários do grupo controle de ambas as populações não apresentaram alterações 

morfológicas e consequentemente não diferiram entre si. Os achados histomorfológicos 

desses grupos coincidem com os descritos na literatura para os ovários de R. microplus (Fig. 

1A-B; 3A-B). 

 Os ovócitos I eram as menores células da linhagem germinativa. Apresentavam 

formato variando de arredondado a elíptico e apresentavam citoplasma homogeneamente 

basofílico, sem granulações. Núcleo e citoplasma corados igualmente em roxo e o nucléolo 

raramente foi visto. Os ovócitos II eram maiores que os ovócitos I, apresentando citoplasma 

com granulações finas e levemente eosinofílico. O núcleo era evidente. Os ovócitos III foram 

maiores que os estágios anteriores. Nesta fase, a deposição do córion começa como uma 

camada fina e fracamente basofílica. Grânulos de gema maiores e não uniformes foram 

observados; os menores localizados na parte central da célula. Núcleo e nucléolo apresentam 

padrão de coloração semelhante aos ovócitos II. No entanto, nesta fase o nucléolo estava mais 

evidente (I-V). Os ovócitos IV exibiram citoplasma fortemente eosinofílico e córion iniciando 

a deposição. Os grânulos de vitelo eram maiores. No entanto, foi possível observar alguns 

grânulos de gema menores no citoplasma. Os ovócitos V são as maiores células da linhagem 
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germinativa e apresentaram grânulos de vitelo maiores de tamanho homogêneo e fortemente 

eosinofílicos. O córion foi completamente depositado nesta fase. Núcleo e nucléolo não foram 

observados (Fig.1A-B;3A-B). 

 

3.2 Grupo Cipermetrina (0,15 mg/mL) 

 

As fêmeas ingurgitadas da população suscetível apresentaram alterações nos ovócitos 

I, III, IV e V (Fig. 1C-E). Os ovócitos I apresentaram alterações no formato celular, com 

constrição mediana. Os ovócitos III apresentavam vacúolos na região periférica, o núcleo era 

muito evidente e a forma celular alterada, as células epiteliais do pedicelo apresentavam 

características de hiperplasia (Fig. 1C-D). Os ovócitos IV mostraram pequenos vacúolos e 

aumento da espessura do córion (Fig. 1D). Os ovócitos V apresentaram deformação no córion 

(Fig. 1D), pequenos vacúolos e fragmentação nos grânulos de gema (Fig. 1E). 

Nas fêmeas ingurgitadas da população resistente, foram observadas alterações nos 

ovócitos I, II, III, IV e V. O ovócito I apresentou alteração na forma. Os ovócitos II 

apresentaram grandes vacúolos na região periférica, além das alterações no formato celular e 

aumento da fusão dos grânulos vitelinos (Fig. 3C). Os ovócitos III apresentaram presença de 

vacúolos na região periférica, alteração na membrana, mas com poucas alterações em geral 

(Fig. 3C-D). Os ovócitos IV apresentaram pequenas alterações como alterações na forma, 

apresentando uma característica oval e foi possível perceber a fusão dos grânulos de gema 

(Fig. 3C). Os ovócitos V apresentaram pequenos vacúolos entre os grânulos de gema e o 

córion alterado. Essas alterações foram perceptíveis, pois a forma do córion era irregular (Fig. 

3E). 

 

3.3 Grupo Cipermetrina (0,075 mg/mL) 

  

A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis expostos à cipermetrina na concentração 

de 0,075 mg/mL (metade da concentração inicial) apresentou alterações nos ovócitos I, II, III, 

IV e V. Os ovócitos I apresentaram alterações em sua forma, com vesícula germinativa 

evidente, nucléolo corado com hematoxilina e pequenos vacúolos na região periférica (Fig. 

1F). Os ovócitos II apresentaram grandes vacúolos na região periférica e alteração na forma 

celular. Além disso, foi possível notar um aumento na fusão dos grânulos de gema (Fig. 1F-
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G). Os ovócitos III apresentaram vacúolos na região periférica, com pequenas deformações na 

vesícula germinativa e nucléolo evidente corado com hematoxilina. Também foi possível 

observar alterações na forma das células e aumento na espessura da membrana (Fig.1F-G). Os 

ovócitos IV apresentaram pequenos vacúolos na região periférica, o nucléolo estava evidente 

e corado com hematoxilina e foi possível perceber uma pequena alteração na forma celular. 

Os ovócitos V apresentaram pequenos vacúolos na região periférica e fragmentação dos 

grânulos de gema (Fig. 1H). 

Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes, foram observadas alterações nos 

ovócitos II, III, IV e V. O ovócito II apresentou pequenos vacúolos entre os grânulos de vitelo 

com vesícula germinativa e nucléolo evidente corado com hematoxilina (Fig. 3F). Os ovócitos 

III mostraram a presença de vacúolos na região periférica e entre os grânulos de vitelo, 

notando-se pequena alteração no formato do ovócito (Fig. 3F). Os ovócitos IV apresentaram 

grandes vacúolos na região periférica, e também foi possível perceber uma mudança na forma 

do córion. Além da presença desses vacúolos, era perceptível a fusão dos grânulos de gema no 

citoplasma do ovócito (Fig. 3F-H). O ovócito V apresentou poucas modificações, grânulos de 

vitelo rompidos e aumento na espessura do córion. 

3.4 Grupo Cipermetrina (0,0375 mg/mL)    

 

A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis submetidas a este tratamento 

apresentaram alterações nos ovócitos I, III, IV e V. Os ovócitos I apresentaram pequenos 

vacúolos próximos ao citoplasma e formato ovalado. Os ovócitos III apresentaram pequenos 

vacúolos na região periférica, com vesícula germinativa e nucléolo evidentes quando corados 

com hematoxilina (Fig. 1I). Foi possível observar alteração na forma do ovócito (Fig. 1J). Os 

ovócitos IV apresentaram vacúolos nas regiões central e periférica e deformação no córion 

(Fig. 1I). Os ovócitos V apresentaram pequenos vacúolos, nucléolo evidente corado por 

hematoxilina, forma irregular do córion e delaminação do córion (Fig. 1K). 

Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes expostos à cipermetrina, foram 

observadas alterações nos ovócitos II, IV e V. Os ovócitos II apresentaram grandes vacúolos 

na região periférica e alterações na forma do ovócito (Fig. 3J-K). Foi possível observar a 

presença de vacúolos menores entre os grânulos de gema (Fig. 3K). O ovócito IV apresentou 

poucas alterações, com fusão dos grânulos vitelinos. Os ovócitos V apresentavam pequenos 

vacúolos entre os grânulos de vitelo e o córion (Fig. 3J), embora o mesmo ovócito 
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apresentasse ruptura do córion, possivelmente devido à entrada de cipermetrina no citoplasma 

(Fig. 3I). 

3.5 Grupo Timol (1,3 mg/mL) 

 

 A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis tratadas com timol (1.3 mg/mL) 

apresentou pequenas alterações nos ovócitos I, II, III, IV e V. O ovócito I apresentou alteração 

na forma, com deformações da membrana (Fig. 2B). Os ovócitos II apresentaram grande 

presença de vacúolos principalmente na periferia da célula (Fig. 2B). Os ovócitos III 

apresentaram vesícula germinativa evidente, presença de vacúolos na região periférica (Fig. 

2A). Os ovócitos IV apresentaram pequenos vacúolos e aumento da espessura do córion (Fig. 

2A). Os ovócitos V apresentaram pequenos vacúolos, deformação e aumento da espessura do 

córion (Fig. 2A).  

 Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com timol, foram 

observadas alterações nos ovócitos I, II, III, IV e V. O ovócito I apresentava formato irregular 

com pequenos vacúolos, vesícula germinativa e nucléolo evidente (Fig. 4B). O ovócito II 

apresentou pequenos vacúolos (Fig. 4A). O ovócito III apresentou vacúolos em todas as 

regiões, com formato irregular (Fig. 4B). Os ovócitos IV apresentavam vacúolos na região 

periférica, sendo possível perceber a fusão dos grânulos de gema (Fig. 4A-B). Também foi 

possível perceber o aumento da espessura do córion (Fig.4A). Os ovócitos V apresentaram 

pequenos vacúolos entre os grânulos de gema, sendo possível perceber uma mudança na 

forma do ovócito e do córion (Fig. 4A-B). O epitélio ovariano mostrou característica anormal 

com pequenos vacúolos (Fig. 4A).   

 

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

 

  A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis expostos à combinação de 

cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol apresentou maiores alterações nos ovócitos I, II, III, IV e 

V quando comparados aos grupos tratados apenas com os compostos isolados. Os ovócitos I 

apresentaram pequenos vacúolos no citoplasma central e com região vacuolada em forma de 

halo na região periférica (Fig. 2D). Os ovócitos II apresentaram vacúolos na região periférica 

e ausência de vesícula germinativa (Fig. 2D). Os ovócitos III apresentaram grandes vacúolos 

na região periférica, grânulos de vitelo menores e menos corados com eosina, além da 

deformação celular (Fig. 2C). Os ovócitos IV apresentaram grandes regiões vacuoladas na 
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região periférica com pequenas alterações em sua forma (Fig. 2C). Além disso, foi possível 

perceber uma fusão grânulos de gema e uma deformação do córion (Fig. 2C). Os ovócitos V 

apresentaram vacúolos em diferentes regiões, fragmentação dos grânulos de gema e alteração 

na forma do córion (Fig. 2C). 

 Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com a combinação maiores 

alterações foram observadas nos ovócitos I, II, III, IV e V. O ovócito I apresentou formato 

oval com vesícula germinativa evidente. Os ovócitos II apresentaram grandes vacúolos na 

região periférica e fusão dos grânulos vitelinos. Os ovócitos III apresentavam grandes 

vacúolos distribuídos por toda a célula e poucos grânulos de vitelo (Fig. 4C). Os ovócitos IV 

apresentavam pequenos vacúolos entre os grânulos de gema. Além disso, foi possível notar 

uma mudança no formato da vesícula germinativa (Fig. 4C). Os ovócitos V apresentaram 

grandes vacúolos entre os grânulos de gema. Também foi possível observar fragmentos dos 

grânulos de gema e alteração no córion (Fig. 4D) devido ao espessamento e formato irregular 

desta estrutura (Fig.4C-D).  

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

 

 A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis expostos à combinação de 

cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol apresentaram alterações mais intensas nos ovócitos II, 

III, IV e V do que aquelas observadas em fêmeas ingurgitadas tratadas apenas com os 

compostos isolados. O ovócito II apresentou pequenos vacúolos e foi possível perceber a 

fusão dos grânulos de gema. Os ovócitos III mostraram grandes vacúolos na região periférica 

e fusão dos grânulos vitelinos (Fig. 2F). Os ovócitos IV mostraram pequenos vacúolos, 

grandes alterações na forma das células e do córion. Também foi possível notar uma mudança 

na forma da vesícula germinativa (Fig. 2E). Os ovócitos V apresentaram grandes vacúolos, 

grande mudança na forma celular, fusão dos grânulos vitelinos e alteração no córion (Fig. 2E-

F).  

 Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes tratadas com a combinação de 

cipermetrina e timol, as maiores alterações foram observadas nos ovócitos III, IV e V. Os 

ovócitos III apresentaram grandes vacúolos na região periférica e fusão dos grânulos vitelinos. 

Além disso, a membrana era irregular (Fig. 4E). Os ovócitos IV apresentavam grandes 

vacúolos na região periférica, fusão dos grânulos vitelinos, forma irregular e córion alterado 

(Fig. 4E). Os ovócitos V apresentaram vacúolos entre os grânulos de gema e alteração no 

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

 

 A morfologia ovariana de carrapatos suscetíveis expostos à combinação de 

cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol, apresentaram alterações mais intensas nos ovócitos II, 

III, IV e V do que os grupos tratados apenas com os compostos isolados. Os ovócitos II 

apresentaram grandes vacúolos na região periférica, fusão dos grânulos vitelinos e alteração 

na forma do ovócito (Fig. 2I). Os ovócitos III apresentaram grandes vacúolos na região 

periférica, com vesícula germinativa e nucléolo evidentes quando corados com hematoxilina 

(Fig. 2G-I). Os ovócitos IV apresentaram poucas modificações, com a presença de pequenos 

vacúolos (Fig. 2H). Os ovócitos V apresentaram vacúolos entre os grânulos de gema e 

alterações no córion, como forma irregular e espessamento (Fig. 2G-I).  

 Nas fêmeas ingurgitadas de carrapatos resistentes expostos à mesma combinação, as 

maiores alterações foram observadas nos ovócitos III, IV e V quando comparados ao grupo 

cipermetrina e ao grupo timol. Os ovócitos III apresentaram grandes vacúolos nas regiões 

periféricas e central, bem como alterações na forma celular. A vesícula germinativa e o 

nucléolo eram evidentes e corados por hematoxilina (Fig. 4H). Nesta célula ainda foi possível 

perceber a ruptura e o extravasamento do conteúdo citoplasmático (Fig. 4H). Os ovócitos IV 

apresentavam grandes vacúolos na região periférica e pequenos vacúolos entre os grânulos de 

vitelo, com vesícula germinativa e nucléolo evidente corados por hematoxilina (Fig. 4G). Os 

ovócitos V apresentaram pequenos vacúolos entre os grânulos de vitelo e na periferia, 

grânulos de vitelo menores, formato celular irregular e alteração no córion com aumento da 

espessura (Fig. 4I). 
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Figura 1. Cortes histológicos de ovócitos de Rhipicephalus microplus população suscetível 

(Porto Alegre) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovócitos do grupo controle (Água 

Destilada) (A-B). Ovócitos tratados com cipermetrina 0,15 mg/mL (C-E). Ovócitos tratados 

com cipermetrina 0,075 mg/mL (F-H). Ovócitos tratados com cipermetrina 0,0375 mg/mL (I-

K). I- ovócito I; II – ovócito II; III – ovócito III; IV – ovócito IV; V – ovócito V; gv – 

vesícula germinativa; va – vacúolos; hp – hiperplasia; ch – córion; yg – grânulos de vitelo; 

fyg – fragmentos de grânulos de vitelo; nu – nucléolo; aoe – epitélio anormal ovário. Barras: 

10 μm. 
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Figura 2. Cortes histológicos de ovócitos de Rhipicephalus microplus população suscetível 

(Porto Alegre) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovócitos do grupo Timol (1,3 

mg/mL) (A-B). Ovócitos tratados com combinação cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol (C-D). 

Ovócitos tratados com combinação cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol (E-F). Ovócitos 

tratados com combinação cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol (G-I). I – ovócito I; II – 

ovócito II; III – ovócito III; IV – ovócito IV; V – ovócito V; gv – vesícula germinativa; va – 

vacúolos; ch –córion; nu – nucléolo; p – pedicelo; fyg – fragmentos de grânulos de vitelo. 

Barras: 10 μm 
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Figura 3. Cortes histológicos de ovócitos de Rhipicephalus microplus população resistente 

(Jaguar) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovócitos do grupo controle (Água 

Destilada) (A-B). Ovócitos tratados com cipermetrina 0,15 mg/mL (C-E). Ovócitos tratados 

com cipermetrina 0,075 mg/mL (F-H). Ovócitos tratados com cipermetrina 0,0375 mg/mL (I-

K). I= ovócito I; II – ovócito II; III – ovócito III; IV – ovócito IV; V – ovócito V; gv – 

vesícula germinativa; va – vacúolos; ch –córion; nu – nucléolo; p – pedicelo, yg – grânulos de 

vitelo. Barras: 10 μm 
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Figura 4. Cortes histológicos de ovócitos de Rhipicephalus microplus população resistente 

(Jaguar) corados com hematoxilina e eosina (HE). Ovócitos do grupo Timol (1,3 mg/mL) (A-

B). Ovócitos tratados com combinação cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol (C-D). Ovócitos 

tratados com combinação cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol (E-F). Ovócitos tratados com 

combinação cipermetrina (0,0375 mg/mL) e timol (G-I). I – ovócito I; II – ovócito II; III – 

ovócito III; IV – ovócito IV; V – ovócito V; gv – vesícula germinativa; va – vacúolos; ch –

córion; nu – nucléolo; yg – grânulos de v; p – pedicelo; aoe – epitélio ovário anormal; hp – 

hiperplasia; fyg – grânulos de vitelo fragmentado. Barras: 10 μm 

  

  



32 
 

4. DISCUSSÃO  

 

 O presente estudo buscou avaliar as alterações morfofisiológicas na vitelogênese de 

fêmeas ingurgitadas de R. microplus e foi possível observar que todas as moléculas analisadas 

alteraram a morfologia dos ovócitos de fêmeas ingurgitadas de R. microplus. Quando 

estruturas celulares são expostas a xenobióticos (produtos sintéticos ou naturais) em altas 

concentrações, o processo de vacuolização citoplasmática torna-se mais intenso. Esses 

vacuólos são caracterizados como autofágicos, sendo responsáveis pela degradação de 

organelas e estruturas danificadas pela ação de substâncias químicas naturais como óleos 

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 fêmeas semi-ingurgitadas e ingurgitadas de 

Rhipicephalus sanguineus. A presença de vacúolos e desorganização celular nos ovócitos 

indicam toxicidade celular causada por óleos essenciais e monoterpenos, onde a presença de 

vacuolização geralmente está associada a alterações na fisiologia e representa um mecanismo 

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

É importante destacar que a combinação de cipermetrina e timol em todas as 

concentrações avaliadas foi capaz de proporcionar as maiores alterações nessas, mostrando 

que a presença de timol, mesmo em baixa concentração, potencializou os efeitos deletérios da 

cipermetrina nas células germinativa do carrapato. Esses efeitos foram observados 

principalmente no ovócito II, que apresentou grandes vacúolos na região periférica e 

diminuição dos grânulos de gema.  

A combinação do timol com outras moléculas tem se caracterizado como uma possível 

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 estágios e espécies de carrapatos como Rhipicephalus sanguineus, 

R. microplus, R. annulatus, Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens (Araújo 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 é o primeiro estudo que descreve as alterações histopatológicas 

dos órgãos reprodutivos de fêmeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com a combinação 

de cipermetrina e timol.  
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Um dos mecanismos de ação 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 penetração de drogas lipofílicas na pele humana (Williams e Barry, 

1991). Outro monoterpeno, 1,8 cineol, também chamado de eucaliptol, foi capaz de diminuir 

a tensão superficial da camada lipídica da cutícula das larvas de Trichoplusia ni, 

potencializando a penetração de outra molécula (cânfora) (Tak e Isman., 2015). As alterações 

morfológicas observadas nos ovócitos de fêmeas ingurgitadas de R. microplus tratadas com a 

combinação 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 à ação direta 

dos efeitos do timol nas estruturas celulares, enquanto as alterações morfológicas observadas 

nas fêmeas ingurgitadas do grupo timol foram leves e restritas apenas aos ovócitos I e II. 

Assim, o timol pode ter potencializado a penetração da cipermetrina, intensificando os efeitos 

deletérios deste piretróide na vitelogênese do carrapato. Tavares et al. (2022) observaram um 

aumento na concentração tecidual de cipermetrina em fêmeas ingurgitadas de R. microplus 

tratadas com a mesma combinação do presente estudo, os autores atribuíram esse aumento à 

presença do monoterpeno timol.  

As poucas alterações como presença de vacúolos em todo o citoplasma nos ovócitos II, III 

e IV e aumento da espessura do córion do ovócito V de fêmeas ingurgitadas de R. microplus 

tratadas apenas com timol são semelhantes aos achados de Penha et al. (2021) também com R. 

microplus tratado com carvacrol e timol nas concentrações de 5,49 e 4,46 mg/mL, 

respectivamente. Por outro lado, todas as combinações de cipermetrina e timol 

proporcionaram alterações mais intensas nos ovócitos I e II das fêmeas ingurgitadas. A 

ausência de córion (membrana protetora do ovo e que ainda não se deposita em ovócitos em 

estágios iniciais de desenvolvimento) e a presença de timol, podem estar propiciando a 

entrada de maior quantidade de cipermetrina pela membrana plasmática desta célula 

germinativa, alterando a forma celular e o aparecimento de vacúolos (Oliveira et al., 2009; 

2016). 

Os efeitos deletérios observados nos ovócitos III de fêmeas ingurgitadas tratadas com todas 

as diferentes combinações de cipermetrina e timol sendo elas: presença de grandes vacúolos 

na região periférica, diminuição dos grânulos de vitelo, alteração da forma do ovócito e fusão 

dos grânulos de vitelo. Nesta fase, a produção de elementos endógenos e a incorporação 

exógena de elementos vitelogênicos são necessários para garantir o desenvolvimento do 

ovócito (Saito et al., 2005). Em nosso estudo, a perda de grânulos de vitelo do ovócito III 
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pode ser atribuída à redução na síntese e incorporação de elementos vitelinos, impedindo total 

ou parcialmente que as células germinativas atinjam novos estágios de desenvolvimento. 

Resultados semelhantes foram observados em fêmeas ingurgitadas de R. microplus tratadas 

com óleo essencial de Lippia sidoides e seus compostos majoritários carvacrol e timol (Penha 

et al., 2021). 

Os ovócitos IV apresentaram alterações semelhantes às encontradas nos ovócitos I, II e III 

tratados com a combinação cipermetrina (0,15 mg/mL) + timol em carrapatos resistentes, 

porém, uma característica marcante encontrada foi a alteração na forma da vesícula 

germinativa. A vacuolização da vesícula germinativa também foi observada em fêmeas 

ingurgitadas de R. sanguineus e R. microplus expostas ao óleo essencial de Satureja montana 

(Segurelha-das-montanhas) e acetilcarvacrol. Segundo esses autores, essa alteração pode levar 

à morte celular, pois é um indicativo de degradação do material genético (Konig et al., 2019, 

2020; Reis et al., 2021).  

Ovócitos em estágios avançados de desenvolvimento (IV e V) possuem uma camada 

coriônica que tem função protetora contra o estresse mecânico levando a ovos mais densos 

prevenindo a predação, ressecamento e permitindo as trocas gasosas (Oliveira et al., 2005). 

No presente estudo, as alterações no córion nos ovócitos IV e V foram mais frequentemente 

observadas nos ovócitos tratados com a combinação de cipermetrina (0,15 mg/mL) e timol; 

cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol. Possivelmente, isso pode estar relacionado às 

propriedades lipofílicas desses compostos (logP da cipermetrina = 6,6; logP do timol = 3,3) 

que fazem cipermetrina atravessar o córion e a membrana plasmática 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 alteração no 

córion, fusão dos grânulos de gema e fragmentação de grânulos de gema.  

Ovócitos V de fêmeas ingurgitadas tratadas com a combinação de cipermetrina (0,15 

mg/mL) e timol; cipermetrina (0,075 mg/mL) e timol apresentaram alterações como vacúolos 

em todo o citoplasma, irregularidade no córion e fragmentos de grânulos vitelinos extensos. 

Em concentrações mais baixas de cipermetrina (0,0375 mg/mL) na combinação, as alterações 

tornaram-se menos intensas, com alterações apenas na forma do ovócito e aumento da 

espessura do córion (membrana que reveste o ovócito), achados semelhantes aos encontrados 

em estudos com permetrina (Roma et al., 2011), ésteres de ácido ricinoleico do óleo de 
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mamona de Ricinus communis (Arnosti et al., 2011) e acetilcarvacrol em fêmeas semi-

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

Nossos resultados sugerem que os principais vacúolos encontrados estão localizados na 

periferia da célula, o que nos permite inferir que a principal via de entrada da combinação de 

cipermetrina e timol é a membrana plasmática, ou seja, os compostos seriam capturados 

através da hemolinfa e cruzariam a parede do ovócito, como observado em fêmeas semi-

ingurgitadas de R. sanguineus expostas ao fipronil (Oliveira et al., 2008) e óleo de andiroba 

(Vendramini et al., 2012). 

 

5. CONCLUSÕES  

 

 Em conclusão, os achados deste estudo indicam que a cipermetrina e o timol são 

capazes de promover alterações nos ovócitos de fêmeas ingurgitadas de R. microplus, porém, 

a combinação dessas moléculas gera danos ainda mais intensos às células relacionadas à 

vitelogênese de carrapatos de ambas as populações (suscetível e resistente) analisadas. Esses 

resultados apresentam elementos relacionados às alterações morfofisiológicas sofridas pelo 

carrapato, reforçando o potencial da combinação de cipermetrina e timol como uma nova 

tecnologia a ser utilizada no controle do carrapato bovino. Além disso, esses resultados 

reforçam o incentivo a novas pesquisas para avaliar os efeitos da combinação em outros 

sistemas essenciais para o carrapato bovino.  
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7. APÊNDICE A – RESUMO DAS ANÁLISES HISTOPATOLÓGICAS  

 

Tabela 1. Resumo das alterações histológicas nos ovários de Rhipicephalus microplus população suscetível aos piretróides sintéticos (Porto 

Alegre) causadas pelos compostos isolados e combinados (cipermetrina e timol) 

  

  Ovócito I Ovócito II Ovócito III Ovócito IV Ovócito V 

Timol 1,3 mg/mL  

 Alteração no formato 

com deformação na 

membrana 

Presença de vacúolos na 

região periférica 

Presença de vacúolos 
na região periférica  

 Pequenos vacúolos 

e aumento da 

espessura no córion.  

 Pequenos vacúolos, 

deformação e aumento da 

espessura do córion. (w=  

Cipermetrina 0,15 mg/mL  
Alteração no formato da 

célula   
-  

Vacúolos na região 

periférica e alteração 

no formato da célula  

 Pequenos vacúolos 

e aumento da 

espessura no córion 

 Deformação no córion, 

pequenos vacúolos e 

fragmentação nos 

grânulos de vitelo 
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Cipermetrina 0,15 mg/mL 
+ timol 

 Presença de pequenos 

vacúolos no citoplasma 

central e vacuolização 

em formato de halo na 

região periférica  

Vacúolos na região 

periférica e ausência de 

vesícula germinativa 

Grandes vacúolos na 

região periférica, 

grânulos de vitelo 

menores e 

deformação da célula   

Grandes vacúolos na 

região periférica 

com pequenas 

alterações no 

formato da célula   

Vacúolos em diferentes 

regiões, fragmentação dos 

grânulos de gema e 

alteração no formato do 

córion 

Cipermetrina 0,075 mg/mL  

Alteração no formato do 

ovócito com vesícula 
germinativa evidente e 

pequenos vacúolos na 

região periférica 

 Grandes vacúolos na 

região periférica, 
alteração no formato da 

célula e fusão dos 

grânulos de vitelo  

 Vacúolos na região 

periférica, pequenas 

deformações na 
vesícula germinativa. 

Alteração no formato 

do córion e aumento 

da espessura 

Pequenos vacúolos 

na região periférica 
e uma pequena 

alteração no formato 

do córion  

 Pequenos vacúolos na 

região periférica e 

fragmentos nos grânulos 

de vitelo  

Cipermetrina 0,075 mg/mL 

+ timol  
-  

 Pequenos vacúolos e 

fusão dos grânulos de 

gema 

 Grandes vacúolos na 

região periférica e 

fusão dos grânulos de 

gema 

 Pequenos vacúolos, 

alteração no formato 

do ovócito e córion.  

Alteração no 

formato do nucléolo 

em formato de anel 

 Grandes vacúolos, grande 

alteração no formato da 

célula e fusão dos 

grânulos de gema 
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Cipermetrina 0,0375 

mg/mL  

Pequenos vacúolos 

próximos ao citoplasma 

e apresentava formato 

ovalada 

 - 
 Pequenos vacúolos 

na região periférica   

Pequenos vacúolos 

na região central e 

periférica e 

deformação no 

córion  

 Pequenos vacúolos, 

aumento da espessura do 

córion e formato irregular 

do córion 

Cipermetrina 0,0375 

mg/mL + timol 
-  

 Grandes vacúolos na 

região periférica, fusão 

dos grânulos de vitelo e 

alteração no formato do 

ovócito  

 Grandes vacúolos na 

região periférica  

 Poucas 

modificações com a 

presença de 

pequenos vacúolos  

 Grandes vacúolos entre 

os grânulos de vitelo e 

alterações no córion 

(formato irregular e 

espessamento) 
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Tabela 2. Resumo das alterações histológicas nos ovários de Rhipicephalus microplus população resistente aos piretróides sintétcos (Jaguar) 

causadas pelos compostos isolados e combinados (cipermetrina e timol) 

 

 

  Ovócito I Ovócito II Ovócito III Ovócito IV Ovócito V 

Timol 1,3 mg/mL  
Formato irregular e 

pequenos vacúolos  

Presença de pequenos 

vacúolos 

Presença de vacúolos 
em todo ovócito e 
formato irregular 

Presença de 

vacúolos, fusão dos 

grânulos de vitelo e 

aumento da 

espessura do córion  

 Alteração no formato e 

córion irregular 

Cipermetrina 0,15 mg/mL  Alteração no formato 

Alteração no formato, 

presença de grandes 

vacúolos e fusão dos 

grânulos de vitelo  

Presença de pequenos 

vacúolos e alteração 

na membrana 

 Fusão dos grânulos 

de vitelo 

Presença de pequenos 

vacúolos e alteração do 

córion 
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Cipermetrina 0,15 mg/mL 
+ timol 

- 

Presença de grandes 

vacúolos na região 
periférica e fusão dos 

grânulos de vitelo 

Presença de grandes 

vacúolos em todo 
ovócito e poucos 

grânulos de vitelo 

Presença de 

pequenos vacúolos 

entre os grânulos de 
vitelo e alteração no 

formato da vesícula 

germinal 

Presença de grandes 

vacúolos, fragmentos dos 

grânulos de vitelo e 

alteração no formato do 

córion 

Cipermetrina 0,075 mg/mL  - 
Presença de pequenos 

vacúolos 

Presença de vacúolos 

entre os grânulos de 
vitelo e pequena 

modificação no 

formato da célula 

Presença de grandes 

vacúolos e alteração 

no formato do 

córion 

Presença de pequenos 

vacúolos, espessamento 

do córion e grânulos de 

vitelo rompidos 

Cipermetrina 0,075 mg/mL 

+ timol  
 - -  

Presença de grandes 

vacúolos e fusão dos 

grânulos de vitelo  

Presença de 

vacúolos na região 

periférica, fusão dos 

grânulos de vitelo e 

formato irregular 

com córion alterado  

Presença de vacúolos e 

alteração no epitélio 

ovariano  
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Cipermetrina 0,0375 

mg/mL  
- 

Presença de grandes 

vacúolos na região 

periférica e alteração no 

formato do ovócito  

- 
Fusão dos grânulos 

de vitelo 

 Pequenos vacúolos entre 

os grânulos de vitelo e 

córion e ruptura do córion 

Cipermetrina 0,0375 

mg/mL + timol 
-  - 

 Presença de grandes 

vacúolos na região 

periférica, alteração 

no formato da célula, 

ruptura e 

extravasamento do 

conteúdo 

citoplasmático 

Presença de grandes 

vacúolos na região 

periférica e entre os 

grânulos de vitelo 

Presença de pequenos 

vacúolos, grânulos de 

vitelo menores, formato 

irregular do ovócito e 

espessamento do córion 
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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. 

Genetic Nomenclature 

Sequence variants should be described in the text and tables using both DNA and protein designations whenever 
appropriate. Sequence variant nomenclature must follow the current HGVS guidelines; see varnomen.hgvs.org, 
where examples of acceptable nomenclature are provided. 

Sequence Data 

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major collaborative databases: 
DDBJ, EMBL, or GenBank. It is only necessary to submit to one database as data are 
exchanged between DDBJ, EMBL, and GenBank on a daily basis. The suggested wording for referring to 

accession-number information is: ‘These sequence data have been submitted to the 

DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345’. Addresses are as follows: 

DNA Data Bank of Japan (DDBJ): www.ddbj.nig.ac.jp 
EMBL Nucleotide Archive: ebi.ac.uk/ena 

GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank 

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories: Protein 

Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu 

SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top 

Structural Data 

For papers describing structural data, atomic coordinates and the associated experimental data should 

be deposited in the appropriate databank (see below). Please note that the data in databanks must be released, 
at the latest, upon publication of the article. We trust in the cooperation of our authors to 

ensure that atomic coordinates and experimental data are released on time. 

Organic and organometallic compounds: Crystallographic data should not be sent as Supporting 
Information, but should be deposited with the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) at 

ccdc.cam.ac.uk/services/structure%5Fdeposit. 

Inorganic compounds: Fachinformationszentrum Karlsruhe (FIZ; fiz-karlsruhe.de). 

Proteins and nucleic acids: Protein Data Bank (rcsb.org/pdb). NMR 
spectroscopy data: BioMagResBank (bmrb.wisc.edu). 
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Pursuant to NIH mandate, Wiley will post the accepted version of contributions 
authored by NIH grant- holders to PubMed Central upon acceptance. This accepted 
version will be made publicly available 12 months after publication. Please click 
here for further information. If you select the OnlineOpen option and your research 
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Accepted Articles 

All accepted manuscripts are subject to editing. Authors have final 
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Proofs 

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with full 
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Please note that the author is responsible for all statements made in their work, 
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Access and sharing 

When the article is published online: 

• The author receives an email alert (if requested). 
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• The corresponding author and co-authors can nominate up to ten 
colleagues to receive a publication alert and free online access to the article. 
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Promoting the Article 

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to 
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attention it deserves. 
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