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2

mim.

(IZA- Dona de Mim)



Aos meus pais, por segurarem nas minhas mios para que realizasse todos os sonhos que
guardei em mim, dedico!



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu Pai Ogum, minha Mae Oxum e todos os Orixds e guias de luz que me
acompanham, por nunca me deixarem perder a f¢ em mim mesma. Obrigada Pai Ogum, por me
ensinar a guerrear as batalhas da vida.

Aos meus pais, Adriana e Adriano, por serem incansaveis na missao de amar, educar e criar,
por terem a coragem de criar uma mulher para o mundo. Por me ensinarem que humildade,
respeito e resiliéncia quebram barreiras. E por me mostrarem que todos os sonhos que guardo
e sempre guardei em mim podem, sim, se realizar. Obrigada por cada colo, cada palavra amiga,
conselho e por todo o amor destinado a mim. Amo vocés além do que as palavras sdo capazes
de explicar!

Aos meus irmaos, Alexsander e Ariani, minha madrinha Andréa, meu primo Vitor e meus avos
Adelvando, Marlene e Jorge, obrigada pelo incentivo, por torcerem e vibrarem a cada conquista.
Mas também por compreenderem as auséncias em momentos de familia, as agitacdes e estresses
que o doutorado traz. Amo vocés, obrigada pelo carinho.

A minha “Mie Cientifica” Prof* Patricia Golo, por todas as trocas e infinitos ensinamentos
durante os anos de mestrado e doutorado. Obrigada por sua orientagdo impecavel, atenciosa e
solicita, meu crescimento profissional e pessoal durante esses anos de parceria sdo
incalculaveis. A senhora ¢ uma inspiragao como mulher e pesquisadora, € continuo convicta de
que ¢ a melhor versao de mae cientifica que eu poderia ter!

A minha “Mie Cientifica II” Prof* Jacenir Mallet, pelo jeito carinhoso, empético e solicito em
ensinar microscopia. Por ser essa mulher acessivel, cuidadosa e paciente, que ndo tem medo de
dividir seus conhecimentos, torce e vibra por cada conquista. A senhora foi um grato presente
do doutorado!

As Professoras Vania Bittencourt e Isabele Angelo, por todo o apoio e suporte, pela
credibilidade e confianga no meu trabalho e por abrirem as portas do LCM conjuntamente com
a Prof* Patricia, para que pudesse dar o melhor de mim.

A Prof* Sonia Marques, minha primeira orientadora e amiga de toda uma jornada. Obrigada por
sua amizade, por seu carinho, preocupacao e por me fazer amar coelhos e galinhas. Palavras
nunca expressarao a minha gratidao por todo incentivo a pés-graduagao!

A minha prima Gizele, pelas infinitas trocas, pelas conversas aleatorias e os “papos cabega” e
o cuidado em lembrar que “viver ndo cabe no lattes”, zelando pelo meu autocuidado e saude
mental. Obrigada por tanto carinho e amor.

A minha Mae de Santo, Mae Manu da Oxum, por ser colo, abrigo ¢ a mio de luz que fortalece
meu Ori. Por ser uma incentivadora e sempre instigar que eu dé o meu melhor. E, & minha
familia espiritual do Templo de Umbanda Tsara Paixdo Cigana (TUTPC), por serem alegria,
troca de ideia e aprendizado, obrigada por tantas experiéncias incriveis. Amo voces!

As minhas amigas Thaind, Taynara, Marcelle e Julia, que sempre torcem por mim. Que sdo
abrigo pros momentos de dificuldade, alegria pros dias de sol e que sdo o papo gostoso pra uma
“cervejinha”. Obrigada por sonharem comigo, por vibrarem minhas conquistas e por
estenderem a mao quando necessario. Amo vocés, meninas!



Ao meu Thiaguito, a minha versao masculina em forma de amigo. Aquele que ¢ igual e diferente
ao mesmo tempo, o que dividiu a graduagdo, o mestrado e o doutorado no mesmo espago-tempo
que eu. Cada um a seu modo, em sua area, superando a distancia fisica, mas sempre com o
coragdo e o pensamento caminhando lado a lado. Obrigada por estar aqui, por ser meu amigo ¢
por todo o seu amor e amizade hd mais de 10 anos. Te amo, meu preto!

Agradeco a equipe do Laboratorio de Controle Microbiano (LCM), em especial: Tatazuda,
Laurdo, Preci, Joanita, Vic, Americdo, Tamiris, Pedro Velho, Talita Insolente (piada interna),
Thalitdo, Thalita III, Lirao, Gigi, Tiago, Vini Boy e Sardo. Obrigada por todo apoio, pelos cafés
da tarde, risadas, pelos dias caodticos de experimento com coletas em “Tao Tao Distante”, pelas
fofoquinhas e pelos almogos aleatorios que inventamos do nada (mas que s6 nos sabemos
fazer). Vocés me ensinaram muito sobre parceria, amizade e cuidado com o préximo, nao ha
palavras que expressem meu carinho e estima pela parceria incrivel de vocés. Carrego cada um
comigo, amigos!

Aos funcionarios da Estacdo de Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz, por ajudarem nos
bastidores, nos auxiliando nas atividades do dia a dia, minha eterna gratidao.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior- Brasil (CAPES)-Cédigo de Financiamento 001, agradeco o financiamento
desta pesquisa.

A todos aqueles que direta ou indiretamente torceram por mim, obrigada!



BIOGRAFIA

Adriani da Silva Carneiro Lopes, filha de Adriana Gléria Leite da Silva e Adriano
Martins Carneiro Lopes, nasceu em 15 de setembro de 1995 na cidade do Rio de Janeiro — R1J.

Em 21 de outubro de 2013 iniciou seus estudos no curso de Medicina Veterinaria na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, concluindo-o em dezembro de 2018. Durante os
anos de 2014 a 2018 foi bolsista de Apoio Técnico Académico do Colégio Técnico da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, onde aprofundou seus conhecimentos na area de
producdo animal e desenvolvimento rural sustentdvel. Durante este periodo participou de
eventos cientificos, publicou trabalhos em anais de eventos e em revistas cientificas. Em 2019
ingressou como mestranda no Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
UFRRJ, sendo bolsista CNPq e tendo defendido sua dissertagdo em 30 de agosto de 2021.

Em setembro de 2021 ingressou no Curso de Doutorado do Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ, sem bolsa, realizando atividades profissionais externas.
Em outubro de 2022 iniciou sua jornada como docente em um curso de Auxiliar de Veterindria,
tendo finalizado suas atividades em margo de 2024. A partir de mar¢o de 2024 iniciou sua
atuacdo como Especialista Visitante no Projeto de Incentivo a Inovacdo Agropecuaria que ¢
fruto de um Termo de Execu¢do Descentralizada entre o Ministério da Agricultura e Pecuadria,
o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e o Instituto
Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacao de Bioinsumos Inovadores (INCT de Bioinsumos
Inovadores), no qual ¢ Coordenadora da Regional Centro-Sul acompanhando o trabalho de
atuacdo de 11 consultores em inovagao distribuidos pelos estados das regides Centro-Oeste, Sul
e Sudeste, além do Distrito Federal.



RESUMO

Lopes, Adriani da Silva Carneiro. Efeito Acaricida de Metarhizium pingshaense Associado
ao Oleo Essencial de Mentha piperita, Mentol e Mentona sobre Psoroptes ovis e
Dermanyssus gallinae 2025. 79 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias), Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Palavras-chave: acaros, controle biologico, hortela-pimenta, fungos entomopatogénicos.

O écaro Psoroptes ovis ¢ conhecido popularmente como 4caro da sarna psordptica, acaro das
ovelhas, 4caro da sarna auricular em coelhos, entre outros, trata-se de um acaro Astigmata, ndo
escavador e que ocasiona quadros de infestagdo em animais de producdo, comumente.
Individuos infestados com este ectoparasito tendem a sofrer com prurido intenso, formagdes de
crostas na regido afetada, alopecia e ha a possibilidade de ocorréncia de infecgdes secundarias
ao quadro parasitario. Enquanto, Dermanyssus gallinae conhecido popularmente como
vermelhinho, piolhinho, entre outros, ¢ um acaro Mesostigmata, de habito nidicola e ampla
distribuicdo mundial, responsavel por quadros de infestacdo em aves, principalmente galinhas
de postura. Na atualidade o controle desses ectoparasitos ¢ realizado com diferentes acaricidas
sintéticos, das mais variadas classes, como: piretroides, organofosforados, lactonas
macrociclicas, dentre outros. Entretanto, o uso indiscriminado desses agentes vem ocasionando
quadro de resisténcia a algumas classes de acaricidas sintéticos. A partir disso, estudos a
respeito de alternativas de controle sdo realizados, incluindo o wuso de fungos
entomopatogénicos e Oleo essenciais para viabilizar o controle desses ectoparasitos. Nessa
perspectiva, o presente estudo objetivou avaliar a eficicia de um isolado nativo de Metarhizium
pingshaense associado ao 6leo essencial de Mentha piperita e os compostos isolados Mentol e
Mentona para controlar os 4acaros P. ovis e D. gallinae. Inicialmente um teste de
compatibilidade foi realizado entre o isolado flingico e o Odleo essencial em distintas
concentragdes e foi evidenciado que ha compatibilidade entre eles, permitindo que ensaios in
vitro de mortalidade com a associa¢do fungo + 6leo fossem realizados. Isoladamente, o 6leo
essencial de M. piperita, mentol, mentona (a 0,01 mg/mL) e o fungo (a 10%, 107 e 10°) exibiram
potencial acaricida significativo reduzindo a sobrevivéncia dos dcaros. Em P. ovis dois dias
apos o tratamento, as taxas de mortalidade variaram de 21,67% [S09 10° + Mentol] a 100%
[S09 108 S09 10% + OE e S09 10® + Mentona]. No quarto dia, os grupos tratados com as
menores concentragdes fungicas apresentaram taxas de mortalidade acima de 75%, diferindo
significativamente do controle (40%). Enquanto que em D. gallinae apds dois dias de
tratamento, as taxas de mortalidade variaram de 27.10% [0,01 OE] a 89.50% [S09 10° + OE].
No quarto dia, mesmo os grupos tratados com as menores concentragdes fingicas apresentaram
mortalidade superior a 71,40%. Nosso estudo evidenciou que a associagio S09 10° + OE foi
promissora no controle de ambos os acaros estudado, e para uso em formulacdao ¢ bastante
interessante. A andlise de P. ovis por Microscopia Eletronica de Varredura revelou
desenvolvimento micelial fungico e alteragdes cuticulares nos acaros tratados, consistentes com
a penetracdo e atividade fingica. No entanto, em D. gallinae além do desenvolvimento micelial
fingico notou-se uma diversidade de rachaduras no corpo dos acaros e desprendimento das
patas e estruturas do aparelho bucal. Esses achados refor¢am o potencial da integragdo de
fungos entomopatogénicos com compostos bioativos derivados de plantas como parte de
estratégias sustentaveis de controle para dcaros de importancia veterinaria.



ABSTRACT

Lopes, Adriani da Silva Carneiro. Acaricidal effect of Metarhizium pingshaense associated
with Mentha piperita essential oil, Menthol and Menthone on Psoroptes ovis and
Dermanyssus gallinae. 2025. 79 p. Thesis (Doctor in Veterinary Sciences), Veterinary
Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Keywords: mites, biological control, peppermint, entomopathogenic fungi.

The mite Psoroptes ovis is commonly known as the psoroptic mange mite, sheep mite, or ear
mange mite in rabbits, among other names. It is a non-burrowing Astigmata mite that commonly
causes infestation in livestock animals. Infested individuals tend to suffer from intense itching,
crust formation in the affected areas, alopecia, and may develop secondary infections associated
with the parasitic condition. Meanwhile, Dermanyssus gallinae, commonly referred to as the
red mite or poultry mite, is a nidicolous Mesostigmata mite with worldwide distribution,
responsible for infestations in birds, especially laying hens. Currently, control of these
ectoparasites is achieved through the use of various synthetic acaricides from several chemical
classes, such as pyrethroids, organophosphates, and macrocyclic lactones, among others.
However, the indiscriminate use of these agents has led to resistance in some classes of
synthetic acaricides. Consequently, studies have focused on alternative control strategies,
including the use of entomopathogenic fungi and essential oils to manage these ectoparasites.
In this context, the present study aimed to evaluate the efficacy of a native isolate of
Metarhizium pingshaense combined with Mentha piperita essential oil and its isolated
compounds menthol and menthone for controlling P. ovis and D. gallinae mites. Initially, a
compatibility test between the fungal isolate and the essential oil at different concentrations was
conducted, demonstrating compatibility between them and allowing in vitro mortality assays
using the fungus + oil combination to proceed.Individually, M. piperita essential oil, menthol,
menthone (at 0.01 mg/mL), and the fungus (at 108 107, and 10° conidia/mL) exhibited
significant acaricidal potential, reducing mite survival. In P. ovis, two days after treatment,
mortality rates ranged from 21.67% [S09 10¢ + Menthol] to 100% [S09 10%; S09 108 + EO; and
S09 10® + Menthone]. On the fourth day, groups treated with lower fungal concentrations
showed mortality rates above 75%, significantly differing from the control group (40%). For
D. gallinae, two days after treatment, mortality rates ranged from 27.10% [0.01 EO] to 89.50%
[S09 10¢ + EO]. By the fourth day, even groups treated with the lowest fungal concentrations
exhibited mortality rates above 71.40%. Our study demonstrated that the S09 10° + EO
combination was promising for controlling both mite species studied, making it highly
interesting for formulation purposes. The analysis of P. ovis by Scanning Electron Microscopy
revealed fungal mycelial development and cuticular alterations in treated mites, consistent with
fungal penetration and activity. However, in D. gallinae, in addition to fungal mycelial
development, a variety of cracks on the mite bodies and detachment of legs and mouthpart
structures were observed. These findings reinforce the potential of integrating
entomopathogenic fungi with plant-derived bioactive compounds as part of sustainable control
strategies for mites of veterinary importance.
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Figura 6: Valores médios e erro padrao da mortalidade de Psoroptes ovis em resposta
a aplicagdo de diferentes tratamentos contendo Metarhizium pingshaense, 6leo essencial
de Mentha piperita, Mentol, Mentona ou a associag¢do entre fungo e d6leo essencial ou
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Figura 8: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes
ovis expostos por 24 h a conidios de Metarhizium pingshaense (S09), dleo essencial de
Mentha piperita, mentol e mentona ou a associacdo entre fungo e oleo ou fungo e
compostos isolados. (A) CTR; (B) S09 1 x 108; (C) 0,01 OE; (D) S09 + OE; (E) 0,01
mentol; (F) S09 + mentol; (G) 0,01 mentona; (H) S09 + mentona. (g) gnatossoma, (i)
idiossoma, (sc) ventosa, (pd) pedicelo, (ol) bilobagdo opistossomal, (0s) cerda do
opistossoma, (s) cerda, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo germinativo, (ap) apressorio,
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Figura 9: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes
ovis expostos por 48 h a conidios de Metarhizium pingshaense (LCM S09), OE de
Mentha piperita, mentol e mentona ou a associa¢do entre fungo e 6leo ou fungo e
compostos isolados. (A) CTR; (B) S09 1 x 10%; (C) 0,01 OE; (D) S09 + OE; (E) 0,01
mentol; (F) S09 + mentol; (G) 0,01 mentona; (H) SO9 + mentona. (g) gnatossoma, (i)
idiossoma, (sc) ventosa, (pd) pedicelo, (ol) bilobagdo opistossomal, (cd) disco
copulador, (os) cerda do opistossoma, (s) cerda, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo
germinativo, (ap) apressorio, (¥) fémea e (A

Figura 10: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes
ovis (A) 24 h e (B) 48 h ap6s a exposicao de conidios de Metarhizium pingshaense (S09).
(cut) cuticula, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo germinativo, (ap)
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Figura 11: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de
Dermanyssus ~ gallinae expostos por 24 h a conidios de Metarhizium
pingshaense (LCMS09), 6leo essencial de Mentha piperita, Mentol e Mentona ou a
associagao entre fungo e 6leo ou fungo e compostos isolados. Sendo (A) Controle (300
um); (B) LCM S09 (80 um); (C) 0,01 mg/mL de Mentha piperita (300 um); (D)
LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de Mentha piperita (50 um); (E) 0,01 mg/mL de
Mentol (300 pm); (F) LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de Mentol (80 um); (G)
0,01 mg/mL de Mentona (300 um); (H) LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de
Mentona (50 pum). Palpo (pal), idiossoma (idi), pata 1 - 4 (pl — p4), escudo dorsal (ed),
cerda (cer), fungo (f), conidio (con), tubo germinativo (tg), apressorio

Figura 12: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de
Dermanyssus  gallinae expostos por 48 h a conidios de Metarhizium
pingshaense (LCMS09), oleo essencial de Mentha piperita, Mentol e Mentona ou a
associacdo entre fungo e 6leo ou fungo e compostos isolados. Sendo (A) Controle (200
um); (B) LCM S09 (100 um); (C) 0,01 mg/mL de Mentha piperita (300 um); (D)
LCMSO09 associado com 0,01 mg/mL de Mentha piperita (30 um); (E) 0,01 mg/mL de
Mentol (300 um); (F) LCMSO09 associado com 0,01 mg/mL de Mentol (100 um); (G)
0,01 mg/mL de Mentona (300 um); (H) LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de
Mentona (50 um). Palpo (pal), idiossoma (idi), escudo dorsal (ed), escudo anal (ea),
abertura anal (aa), pata 1 - 4 (pl — p4), cerda (cer), fungo (f), conidio (con), tubo
germinativo (tg), apressorio (ap), rac
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1 INTRODUCAO

As infestagdes por acaros sao um problema mundial na pecuaria, onde diferentes
espécies desses ectoparasitos provocam prejuizos econdmicos significativos, reducao da
produtividade e comprometem o bem-estar dos animais. O 4caro Psoroptes ovis ¢ um
ectoparasito causador da sarna psoroptica e conhecido por provocar infestacio em
diferentes animais de produgdo, como coelhos, bovinos, caprinos, suinos, dentre outros.
Enquanto, Dermanyssus gallinae, conhecido popularmente como piolhinho, vermelhinho
ou acaro vermelho das aves, ¢ amplamente reconhecido pelos prejuizos significativos que
causa na avicultura de postura comercial. Seu habito de permanecer nos ninhos e se
alimentar do sangue das aves pode levar a mortalidade de pintinhos e afetar diretamente
a produgao de ovos.

A sarna psordptica é bastante comum na cunicultura, tanto comercial quanto de
subsisténcia. A infestacdo caracteriza-se por abrasdes cutaneas, principalmente na regido
do conduto auditivo, que progride rapidamente para resposta inflamatoria cutanea com
formagao de crostas e infec¢do bacteriana secundaria. A forma de controle adotada para
as infestacdes por P. ovis é o uso de acaricidas sintéticos como piretroides,
organofosforados e lactonas macrociclicas. E, mais recentemente, estudos buscam
evidenciar a aplicabilidade de produtos do grupo das isoxazolinas para o controle desse
ectoparasito. Apesar do uso de diversos antiparasitarios de diferentes bases para o
controle de P. ovis em coelhos, existe apenas um produto antiparasitario para uso em
coelhos aguardando registro no Ministério de Agricultura e Pecudria.

Dermanyssus gallinae é considerado o 4caro temporario de maior relevancia na
cadeia de avicultura, sendo enxergado como um problema epidemiolédgico e econdmico
progressivo na avicultura industrial ao redor do mundo. As altas taxas de infestacdes de
D. gallinae nos galpdes avicolas estdo relacionadas ao seu ciclo de vida e a capacidade
de permanecer longos periodos de tempo sem se alimentar. A essa espécie ¢ atribuida a
presenca de quadros anémicos, reducdo da produtividade, estresse e a presenga de
manchas nos ovos das aves, além de serem alvos de grandes discussdes na comunidade
cientifica quanto ao seu potencial vetor de agentes como Salmonella enteritidis, Borrelia
burgdorferi, Pasteurella multocida, Escherichia coli e virus influenza, por exemplo.

Atualmente, o controle para ambos os &caros P. ovis e D. gallinae ¢ feito com o
uso de acaricidas sintéticos. Mas, por conta do uso indiscriminado, ja sdo relatados casos
de resisténcia a piretroides e lactonas macrociclicas em P. ovis, a ocorréncia de residuos
quimicos na carne do coelho e sdo reforcados os riscos de contaminagdo ambiental. Para
D. gallinae as questdes nao sdo diferentes, sao citados dados de resisténcia a piretroides
desde 1984 e demais bases quimicas como organoclorados e organofosforados, ademais
o uso off-label tem trazido agravos nos casos de resisténcia.

Como forma de buscar uma alternativa para o controle de P. ovis e D. gallinae
pesquisadores evidenciaram que o uso dos fungos entomopatogénicos Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana eram promissores no controle desses acaros. Sendo
importante evidenciar que, pelo fato de P. ovis ser um &caro ndo escavador e estar vivendo
em grupos sobre a pele do hospedeiro, ja foi observada que a transmissdo por contato
direto de micélios entre os acaros ¢ facilitada.

O uso de fungos entomopatogénicos ndo se apresenta como a Unica alternativa
que vem sendo estudada, a literatura evidencia a utilizacdo de o6leos essenciais e



compostos isolados no controle da sarna psoroptica e do acaro vermelho das galinhas.
Estudos mostram a eficacia no uso de diferentes compostos isolados como citral, linalol,
eugenol, geraniol, terpinen-4-ol, timol, carvacrol, dentre outros e também no uso de dleos
essenciais integrais como canela, cravo, lavanda, louro, e outras bases botanicas, que
apresentam potencial acaricida ou ovicida para P. ovis.

Para D. gallinae os estudos apontam que 6leo de Neem apresenta bom efeito
acaricida, assim como 0leos essenciais que possuam carvacrol na sua composi¢ao. Além
disso, plantas da familia Lamiaceae sdo bastante interessantes no controle desse acaro,
bem como os 0leos essenciais de tomilho, lavanda, casca de canela e o botdo de cravo,
apresentaram interessantes resultados no controle do acaro vermelho das aves.

A horteld pimenta (Mentha piperita) ¢ uma planta da familia Lamiaceae, sendo
um hibrido de Mentha spicata e Mentha aquatica, seu uso culinario e farmacolédgico €
amplamente conhecido, principalmente por suas propriedades antibacterianas,
antioxidantes e anti-inflamatorias. A composi¢ao quimica do seu dleo essencial € bastante
complexa e varidvel, tendo relagdo direta com o clima, cultivar e localizacdo geogréfica.
Mas, no geral, seus compostos principais sdo mentol, mentona, mentofurano e acetato de
mentila.

O uso de M. piperita ja foi observado para o controle de artropodes da ordem
Coleoptera como Sitophilus zeamais (gorgulho do milho), S. oryzae (gorgulho do arroz)
e Tribolium sp. (besouro de cereais) a nivel de pragas agricolas, como no controle de ecto
e endoparasitos de importancia veterinaria como Rhipicephalus microplus (carrapato dos
bovinos), Varroa destructor (acaro das abelhas), Haemonchus contortus (nematoide de
ruminantes) e Strongyloides venezuelensis (nematoide de roedores), por exemplo.

Poucos estudos foram observados avaliando a eficacia de uma associagao fungica
entre M. piperita e fungos entomopatogénicos. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi analisar o potencial acaricida de uma associacao de M. piperita, seus compostos
mentol e mentona e M. pingshaense sobre P. ovis e D. gallinae, através de ensaios in
vitro, e identificar como a infeccdo fungica se estabelece nos acaros por meio de
microscopia eletronica de varredura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cunicultura Brasileira

O coelho Oryctolagus cuniculus (Lilljeborg, 1873) conhecido popularmente como
coelho doméstico, se originou ha aproximadamente dois milhdes de anos na regido da
Peninsula Ibérica, situada no sudoeste da Europa. Segundo relatos da literatura, os
fenicios se depararam com animais que apresentavam uma rapida reproduc¢do, ao chegar
em terras que hoje sdo a Espanha. Inicialmente por semelhangas estruturais como o
tamanho e a aparéncia pensaram que se tratava do damao-do-cabo (Quinton, 2005; Vella;
Donnelly, 2012; Naaf; Craig, 2012). A partir disso, os fenicios nomearam aquela regiao
como “Pais dos coelhos”. Apesar desses relatos, ainda se discute a real origem dos
coelhos, pois muitos autores acreditam que esses individuos se originaram na Asia e que
teriam migrado para a Europa, onde foram encontrados fosseis na Bacia do Mediterraneo
(Quinton, 2005; Vella; Donnelly, 2012; Tvardovskas; Saturnino, 2012).

Além disso, ha relatos historicos de que egipcios, gregos e chineses, ja por volta
dos séculos XVIII e XIX realizavam a criagdo de coelhos. Segundo Tvardovskas e
Saturnino (2012), ha indicios na China de que no periodo da primavera eram sacrificados
mais de 30 mil coelhos como forma de pedir aos Deuses Chineses por fertilidade na terra,
e no outono repetia-se o sacrificio dos animais como forma de agradecimento pela
fertilidade do solo. A cunicultura, ¢ um sistema de criacdo que visa nao apenas a produgao
de animais para obtencdo de carne ou pele, mas individuos para uso em pesquisa, uso em
atividades de ensino e animais tipo pet. O coelho ganhou seu espago no mercado pet, por
conta de suas caracteristicas comportamentais, pelo fato desses individuos serem doceis,
demandarem pouco manejo e ocuparem pouco espago (Hoppmann; Barron, 2007; Melo
et al., 2008).

No ultimo Censo Agropecuario (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
2017) apontava-se uma populacdo cunicola de aproximadamente 200.000 animais, que
se distribuiam em 16.095 estabelecimentos, o que gera uma média de 12 animais por
estabelecimento, mas cabe lembrar que grande parte dos proprietarios ndo comercializam
0s animais e temos pequenas criagdes, restando uma davida com relagdo ao real nimero
de produtores e animais produzidos. Segundo dados da Associagdo Cientifica Brasileira
de Cunicultura (2021), atualmente no pais 1.300 cunicultores se dedicam a criacao de
coelhos para o mercado pet, com uma média de 49 mil animais alojados nas granjas. Mas,
a cunicultura de corte também se apresenta promissora, com 1.050 produtores alojando
quase 100 mil animais. J& nos lares brasileiros, estima-se uma média de 468.000 animais
alojados. Com base nessas informagdes, a Associagdo Cientifica Brasileira de Cunicultura
estima que a receita bruta anual na cunicultura nacional seja de R§ 447.947.652,00.

A producdo brasileira ocorre, basicamente, em propriedades de pequena producao
cuja area € de até 10 hectares, espagos esses que ndo sao de cunho comercial (Machado
et al., 2014). Segundo Machado e colaboradores (2012) 70% das criagdes de coelhos no
Brasil se localizam na regido Sul do pais. O pais esta inserido num dos sete paises da
América Latina que mais produzem carne de coelhos, embora quando equiparado a
escalas mundiais e dentro da propria América Latina o Brasil venha diminuindo sua
producao de carne ao longo dos anos (Moura, 2010). Segundo dados da Organizacao das
Nagoes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (2021) a produgao de carne de coelhos no
Brasil esta estimada em 1.167 toneladas/ano, e considerando o contingente populacional
brasileiro de 212,6 milhdes de pessoas isso geraria uma estimativa de 0,05 kg/pessoa/ano,



um consumo relativamente baixo comparado com outras proteinas de origem animal
consumidas regularmente pelos brasileiros.

E importante frisar que apesar do baixo consumo de carne de coelho, o Brasil
apresenta grande potencial produtivo por conta de sua grande extensdo de terras,
facilidade de matéria prima para alimentagdo dos animais, boas condi¢des climaticas,
dentre outras vantagens. O que encontramos, ¢ uma atividade que possui pouco
planejamento, falta de politicas publicas e incentivo a produgdo de coelhos, o que eleva
os custos da producdo. Sendo necessarios investimentos, tanto no aprimoramento de
técnicas quanto no enriquecimento de informacdes dos cunicultores (Ferreira; Machado,
2007; Machado et al., 2012).

2.2 Avicultura Brasileira

A criagdo de galinhas Gallus gallus domesticus (Linnaeus, 1758) ¢ bastante
difundida por alguns fatores, sejam pela apreciacdo da beleza das aves, pelos habitos que
possuem ou por serem fonte de alimento, considerando que o ciclo de criagdo das aves
para corte e postura € relativamente rapido (Piccolo ef al., 2024). Segundo Lopes (2010)
as aves ganharam espago para desenvolver-se apds o desaparecimento dos dinossauros, o
que permitiu esses animais chegarem a lugares que ndo haviam sido habitados por
nenhum outro animal. Mas houve um declive nesse crescimento populacional a partir do
desenvolvimento de alguns mamiferos, considerando fatores como predacdo e
competicao por alimento.

Dados histéricos mostram que a criagdo avicola no Brasil € datada desde o periodo
da colonizagdo por volta de 1.503 quando foram introduzidas as primeiras aves no que
hoje ¢ o Estado do Rio de Janeiro por intermédio do navegante Gongalo Coelho. A
histéria ressalta que a criagdo era relativamente demorada e para que as aves obtivessem
pelo menos 2,500 kg de peso vivo, era necessario um periodo de criagdo de 6 meses. Mas
somente por volta de 1.532 € que a criacdo de aves ganhou maior cuidado, confinando-se
os animais nos quintais e provendo alimentagdo a base de graos, restos de alimentos
humanos e insetos (Lopes, 2011; Quevedo, 2016; Piccolo et. al., 2025).

E importante explicitar que inicialmente as aves eram criadas por serem fonte de
alimento, desde os principios da humanidade, mas depois observou-se que eram uma
criacdo rentavel. Ademais, com a percepcao da capacidade de se tornarem uma fonte
interessante de renda, as aves comecaram a ser criadas com essa finalidade, inclusive
sendo realizado o acasalamento entre ragas distintas como uma forma de beneficiar a
producdo (Flandrin; Montanari, 1998; Lopes, 2011; Piccolo et. al., 2025).

Segundo a literatura, o desenvolvimento da produgdo avicola brasileira passa por
trés periodos distintos, o primeiro deles antecede o periodo de 1950, sendo uma fase onde
novas linhagens de aves chegaram para substituir animais mais rusticos que eram
utilizados na producdo. A partir de 1960 indo até 1990, iniciou-se o segundo periodo,
onde novas tecnologias foram aplicadas ao setor avicola, nesse momento também se
desenvolviam pesquisas direcionadas a producdo de aves, além da introducdo de novas
linhagens de aves. Pode-se destacar também nessa segunda fase a estruturacdo da
Embrapa Aves e o desenvolvimento agroindustrial do setor avicola. Enquanto, o terceiro
periodo da avicultura teve seu inicio na década de 1990 com o beneficiamento de
processos e produtos nas empresas do setor (Espindola, 2008; Dalmora; Scherma, 2024).

Quando pensamos em avicultura, no Brasil e no mundo, a produgdo e o consumo
de produtos avicolas vém apresentando crescimento significativo, sendo o Brasil um dos
paises mais promissores na criagdo de galindceos (Santos Filho et al., 2020). Segundo
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informacdes da Pesquisa Pecuaria Municipal (IBGE, 2023), o efetivo de galinaceos esta
estimado em 1,6 bilhdes de cabecgas, mas as galinhas representam 263,5 milhdes de
cabecas, um efetivo que chega a marca de 16,7% em relagdo ao total de cabegas.

Segundo relatério da Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2024) em
2023 foram produzidas 14,833 milhdes de toneladas de carne de frango e as exportacdes
ultrapassaram a marca de 5 milhdes de toneladas, isso consagrou o Brasil como o segundo
maior produtor mundial de carne de frango e o lider mundial em exportacdes. O valor
bruto da producdo de carne de frango gira em torno dos R$ 92 bilhdes de reais, e por
destinar 34,65% da sua producdo ao mercado externo de 150 paises, o Brasil gerou US$
9,7 bilhdes de dolares em receitas cambiais. Além de um consumo per capita de carne de
frango de 45,1 kg, apenas no Brasil.

Quanto a avicultura de postura, em 2023 foi registrada uma produ¢do de 52,447
bilhdes de unidades de ovos, um crescimento produtivo de 316% em relacdo a década de
1990, tornando o Brasil o 5° maior produtor de ovos do mundo. O valor bruto da produgao
atingiu a marca de R$ 24,5 bilhoes de reais, enquanto a exportagdo de ovos para 63 paises
gerou uma receita de US$ 63,2 milhdes de dolares com 25,4 mil toneladas de ovos
exportados. Sendo importante destacar, que s6 no Brasil o consumo per capita de ovos é
de 242 unidades/ano (ABPA, 2024).

2.3 Psoroptes ovis

Psoroptes sp. ¢ um acaro pertencente ao filo Arthropoda, Classe Arachnida,
Subclasse Acari, Ordem Sarcoptiformes e a Familia Psoroptidae. Inicialmente foi descrito
por Hering em 1838, sendo classificado como pertencente ao género Sarcoptes.
Taxonomicamente diversas foram as descri¢gdes para o género ao longo dos anos, como:
Psoroptes longirostris, depois Psoroptes communis e suas variedades ovis e bovis.
Posteriormente, Sweatman ja em 1958 argumentou que haviam espécies diferentes de
acordo com o hospedeiro ao qual infestavam, sendo assim descritas: Psoroptes cuniculi,

Psoroptes cervinius, Psoroptes ovis, Psoroptes equi e Psoroptes natalensis (Zahler et al.,
1998; Bates 1999; Zahler et al., 2000; Pegler et al., 2005; Waal; Kolbe, 2006).

Entretanto, apesar da ampla difusao das nomenclaturas descritas por Sweatman e seu
uso, estudos mais recentes demonstraram que através de comparagdes morfoldgicas e
moleculares com uso de sequéncias de DNA ndo se observou diferengas significativas
entre os acaros de distintas populacdes e de hospedeiros diversos. Dessa maneira, definiu-
se que a descrigdo realizada por Hering em 1838 era a mais adequada de ser mantida,
portanto Psoroptes ovis deve ser aplicado prioritariamente para género sindnimo
independente do hospedeiro (Zahler ef al., 1998; Bates 1999; Pegler et al., 2005; Waal;
Kolbe, 2006).

Morfologicamente os individuos possuem corpo com aproximadamente 0,5 mm a
0,8 mm de comprimento e formato ovodide, as fémeas apresentam ventosas nas patas I, II
e IV, enquanto os machos apresentam ventosas nas patas I, Il e Il e bilobagdo no
opistossoma. Além disso, observa-se patas alongadas e robustas com as ventosas tarsais
sendo unidas por pedicelo longo e trissegmentados, € 0 gnatossoma se apresenta mais
longo do que largo com queliceras pontiagudas. Todos os individuos possuem anus
terminal, e as fémeas possuem a abertura genital em formato de “U” invertido. E sdo
individuos astigmatas, ndo possuindo espiraculos respiratorio, realizando assim as trocas
através da cuticula corporal (Serra-Freire; Mello, 2006; He et al., 2016; Monteiro, 2017).

O ciclo de vida desse ectoparasito ¢ relativamente curto, podendo durar em torno de
11 a 19 dias, compreendendo as fases: ovo, larva, protoninfa, tritoninfa e adultos. No
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geral as mudas ocorrem em ciclos curtos, de ovo para larva demoram em média trés dias
para a troca, de larvas para protoninfa uma média de quatro dias, de protoninfa para
tritoninfa uma média de dois dias e de tritoninfa para adultos (machos e fémeas) um
periodo de cinco dias. Cabe ressaltar que todo este processo ocorre no corpo do
hospedeiro. Além disso, as fémeas adultas podem sobreviver por aproximadamente 42
dias no corpo do hospedeiro e realizar uma oviposi¢ao de 80 ovos (Burgess et al., 2019)
(Figura 1).

As espécies pertencentes a esse género sdo consideradas ectoparasitos, que vivem
nas camadas superficiais da pele ou dcaros ndo escavadores. A infestagdo por P. ovis pode
ocorrer por contato direto entre hospedeiros, no ambiente ou através de fomites, podendo
acometer os animais quando estes entram em contato com alguma estrutura infestada no
ambiente onde estdo alojados ou por algum utensilio utilizado no manejo. A transmissao
entre animais ¢ bastante comum, tendo em vista que animais de producao sao usualmente
alojados em grupos, sejam em baias, gaiolas ou abrigos (Yeruham; Hadani; Rosen, 1985;
Pegler et al., 2005; Amorim; Azevedo; Riet-Correa, 2015).

= 42 dias de ’

postura 3 dias

5 dias 4 dias

2 dias

Figura 1: Ciclo biologico do 4caro Psoroptes ovis. Fonte: Acervo pessoal.

A sarna psoroptica acomete caprinos, ovinos e coelhos, e traz perdas produtivas
significativas. Esses acaros se alimentam, principalmente, de linfa, restos celulares e
exsudatos da pele do hospedeiro, globulos vermelhos e emulsoes lipidicas. Além disso, a
infestacdo por Psoroptes ovis pode provocar intenso prurido, formacdao de crostas,
infec¢des secundarias, irritabilidade, alopecia e em casos mais graves até mesmo a morte
(Islam et al., 2024).

Quando acometidos por esta sarna, os coelhos apresentam no conduto auditivo
crostas espessas, prurido intenso, dermatite, alopecia ¢ um quadro de emagrecimento
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progressivo (Broek et al,, 2003). Além disso, quando a infestacdo esta muito alta, ¢
comum se observar quadros de infecgdes secundarias, que quando graves podem provocar
alteragdes neuroldgicas relevantes e até levar o individuo a morte. Esses fatores tém
impacto direto na produtividade e sdo economicamente prejudiciais (Bates, 1999; Losson,
2012; Arslan et al., 2014; Shang et al., 2014).

2.4 Dermanyssus gallinae

Quando pensamos em avicultura, no Brasil, os principais ectoparasitos envolvidos
neste setor pecudrio sao piolhos, acaros e carrapatos. Dentro dessa dindmica, cabe
ressaltar trés espécies de dcaros que parasitam as aves domésticas: Dermanyssus gallinae,
Ornithonyssus sylviarum (Canestrini; Fanzago, 1877) e Ornithonyssus bursa (Berlese,
1888) (Silva et al., 2020; Silva et al., 2022)

Historicamente a definicdo do género Dermanyssus sp. ¢ complexa e nao foi
completamente esclarecida por pelo menos um século. Segundo relatos, o gé€nero
Dermanyssus foi descrito por Duges em 1834, incluindo cinco novas espécies: D. avium,
D. vespertilionis, D. convulvuli, D. oribatis € D. hominis. A espécie-tipo D. gallinae
descrita por De Geer (1778) foi considerada por Duges como D. avium. Mais tarde, por
questdes estruturais D. gallinae foi reintegrado a sua nomenclatura original, ao longo
dessa jornada diversas espécies foram sinonimizadas (Roy; Chauve, 2007).

D. gallinae ¢ um &caro pertencente ao filo Arthropoda, Classe Arachnida,
Subclasse Acari, Ordem Mesostigmata e a Familia Dermanyssidae. E conhecido
popularmente como piolhinho, vermelhinho, 4caro vermelho das galinhas, dentre outros
nomes populares. Trata-se de um ectoparasito de habito nidicola, de distribuicao
cosmopolita e que pratica hematofagismo nas aves, ou seja, € um acaro que se alimenta
de sangue, que ocorre geralmente no periodo noturno, € sua presenca nos criatorios de
aves de postura ou aves ornamentais representa sérios problemas sanitérios (Kilpinen et
al., 2005; Pritchard et al., 2015; Sparagano et al., 2020; Schiavone ef al., 2022).

Morfologicamente os acaros apresentam tamanhos variados, podendo chegar a 1
mm de comprimento, além disso suas patas sao alongadas e apresentam uma abertura anal
no terc¢o posterior do escudo anal. Seu ciclo biologico ¢ relativamente rapido, podendo
durar em média de 7 a 10 dias, e possui como estagios: ovo, larva, protoninfa, deutoninfa
e adultos. Apos cerca de 24 h do repasto sanguineo as fémeas iniciam a oviposicao que
pode durar cerca de 72 h, neste periodo de tempo pode ser que ela realize uma nova
alimentagdo e colocara cerca de 30 ovos, até que sua morte ocorra. Posteriormente, larvas
irdo eclodir dos ovos, mas estas ndo se alimentam de sangue, até que sofram a muda para
protoninfa, este processo pode durar de 1 a 2 dias. A partir da fase de protoninfa podem
se alimentar nas aves novamente, ¢ sua mudanca para a fase de deutoninfa pode variar de
24 a 48h. Em seguida, realizam novo repasto sanguineo onde vao realizar a maturagao
para a fase adulta em machos e fémeas, processo esse que pode ocorrer em até 72h. Os
estagios ninfais podem permanecer no ambiente sem alimentacdo por até 12 meses,
enquanto adultos podem ter uma sobrevida de 3 meses sem realizar o repasto sanguineo
(Tucci; Guimaraes, 1998; Mul et al., 2009; Pritchard et al., 2015; Monteiro, 2017) (Figura
2).



12 a 24 horas N 2 a 3 dias

1 a 2 dias

Figura 2: Ciclo biologico de Dermanyssus gallinae. Fonte: Acervo pessoal.

A literatura elenca que a ocorréncia do acaro vermelho das galinhas ¢ um
problema mundial e que os prejuizos economicos em decorréncia das infestagdes dos
galpoes e das aves sdo grandiosos. Segundo registros, na Unido Europeia os custos
econdmicos relacionados com as perdas de produgdo e controle estdo estimados em 231
milhdes de euro por ano (Sparagano et al., 2014; Sparagano et. al., 2020).

E fato que o modelo do sistema produtivo ¢ uma grande discussdo no que tange
as infestacdes por D. gallinae. Antigamente acreditava-se que pelo fato de as aves serem
debicadas e ndo terem contato direto com o solo facilitava a ocorréncia de D. gallinae no
sistema de produgdo, pois acreditava-se que a criagdo em sistema de gaiolas com
adensamento de animais, falta de acesso ao solo e ao calor, eram fatores que facilitavam
a manutencdo de ectoparasitos no ambiente das granjas (Brown, 1972; Freeman, 1976;
Craig; Craig; Vargas, 1986). No entanto, discussdes e estudos mais recentes apontam que
o acaro vermelho das aves pode ter maior facilidade de se desenvolver em espacos com
sistemas produtivos mais complexos, o que na Europa eles consideram ser o sistema cage
free. Mas isso ainda ¢ muito discutido em termos produtivos e de satde tnica (Sparagano
et al., 2014; Sparagano et al., 2020). No Brasil, Pavan e colaboradores (2022) realizaram
um estudo que comparou os modelos: 1) Sistema Intensivo Californiano de Gaiolas e 2)
Sistema Livre de Gaiolas (Cage free) e notaram que houve variagdo na presenga de
espécies de ectoparasitos de acordo com o sistema utilizado, sendo o sistema livre de
gaiolas o que apresentou maior diversidade de ectoparasitos.

Também ¢ importante apontar que a dispersdo deste ectoparasito pode ocorrer por
outras questdes, € essas podem nao estar diretamente conectadas com o modelo do
sistema produtivo. Isso €, o transito de pessoas, galpdes de criacdo que ndo respeitem a
legislacao vigente e mantenham arvores frutiferas no seu entorno, o que pode atrair outras
aves, compartilhamento de instrumentos/materiais na rotina, o carreamento mecanico de
acaros através de funcionarios infestados, dentre outras questdes. Devendo-se considerar
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o fato de que estes ectoparasitos podem infestar outros animais e humanos (Abd El-Halim
et al., 2009; Roy; Buronfosse, 2011; Collgros et al., 2013; Nascimento, 2019).

Quando infestadas por D. gallinae as aves podem apresentar sinais clinicos
variados como prostragdo, estresse, anemia, autobicagem e até mesmo canibalismos, estes
sinais podem ocorrer de forma variada, que dependera diretamente da taxa de infestagdo.
Além do mais, as infestagdes por D. gallinae representam também perdas produtivas
significativas na avicultura, por sua vasta relacdo com a reducdo de postura, perda da
qualidade dos ovos e mortalidade de aves poedeiras. Ademais, apesar de discussdes
cientificas a respeito do tema, esse ectoparasito também ¢ associado como um vetor
importante de patdogenos, incluindo aqueles com potencial zoonotico. Pesquisadores
correlacionam D. gallinae como transmissor de patégenos como: Salmonella spp.,
Borrelia anserina, poxvirus aviario, dentre outros (Moro; Chauve; Zenner, 2007; Valiente
Moro et al., 2009; Pritchard et al., 2014).

2.5 Resisténcia de Psoroptes ovis e Dermanyssus gallinae a Acaricidas Sintéticos

A classe Acari compreende diversas espécies de carrapatos e adcaros de importancia
médico veterinaria. Com o aumento pela demanda de alimentos no mundo, a preocupagao
em controlar ectoparasitoses na medicina veterinaria ¢ grande, considerando a relevancia
de diversas espécies animais como fonte proteica na alimentagcdo humana, como: bovinos,
suinos, galinaceos e afins (Mcnair, 2014; Rouck et al., 2023).

E importante frisar que em muitos casos as infestacdes podem nio necessitar de
tratamento, entretanto quando causam danos expressivos ao hospedeiro ocasionando
danos fisicos, reducdo da produtividade, estresse, dentre outros, pode ser necessario o
controle da ectoparasitose. Dessa maneira, o uso de acaricidas sintéticos por muitos anos
apresentou-se como uma alternativa importante no controle de ectoparasitos, mas o uso
indiscriminado desses produtos vem ocasionando quadros de resisténcia em diferentes
populagdes de acaros e outros artropodes (Mcnair, 2014; Abbas et al., 2014; Coles;
Dryden, 2014; Sturgess-Osborne et al., 2019; Mol et al., 2020; Rouck et al., 2023).

Os acaricidas sintéticos empregados no controle de acaros-praga possuem diferentes
mecanismos de acgdo, os organofosforados e carbamatos agem inibindo a
acetilcolinesterase, os organoclorados atuam no antagonismo dos canais de cloreto que
dependem de GABA, os piretroides agem modulando os canais de s6dio, as lactonas
macrociclicas atuam como moduladoras alostéricas do receptor de acetilcolina,
formamidinas como o amitraz sdo agonistas dos receptores de octopamina, por exemplo
(Abbas et al., 2014; Rouck et al., 2023).

r

A resisténcia a acaricidas sintéticos ¢ um problema mundial e de ocorréncia
progressiva, ou seja, com o passar dos anos ¢ comum observar-se o aumento da resisténcia
a mais de uma base quimica para uma mesma espécie de artropode-praga (Katsavou et
al., 2020; Agwunobi; Yu; Liu, 2021). Além disso, a dificuldade em controlar as
infestagdes acarreta prejuizos econdmicos significativos e problemas com a satide dos
animais (Grisi et al., 2014; Sparagano et al., 2014; Flochlay; Thomas; Sparagano, 2017).

A resisténcia a acaricidas ¢ definida pela capacidade de tolerar altas doses de
produtos toéxicos (Organizacdo Mundial da Satde, 1957), ocorre através de quatros
principais mecanismos: insensibilidade do local-alvo, resisténcia metabdlica, resisténcia
comportamental e redugdo da penetragao cuticular. Pode-se observar a ocorréncia desses
mecanismos de forma isolada ou conjunta, e a depender da sua interagdo uma populagdo



de artropodes praga pode ser resistente a diversos acaricidas (Ferrari, 1996; Organizagao
Mundial da Satude, 2012; Rodriguez-Vivas; Hodgkinson; Trees, 2012).

A insensibilidade ao local-alvo, ou sitio de liga¢do, ocorre quando mutagdes nos
nucleotideos de um gene alteram a sequéncia de aminoécidos da proteina receptora. Essa
modificacdo impede a ligacdo eficaz do inseticida/acaricida ao seu alvo, conferindo
resisténcia ao artropode. Um exemplo ¢ o que ocorre com acaricidas organofosforados e
carbamatos que atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE). A resisténcia a esses
compostos se manifesta quando mutagdes genéticas resultam em uma AChE com
estrutura alterada, que ndao ¢ mais inibida pelo inseticida. Individuos com essa enzima
modificada sobrevivem a exposi¢do, enquanto os suscetiveis sao eliminados, levando a
selecdo e proliferagcdo da populacido resistente (Klatke, 2009; Coles; Dryden, 2014).

A resisténcia metabdlica manifesta-se de duas formas principais: pelo aumento da
especificidade de enzimas detoxificantes, que degradam o acaricida com maior eficiéncia,
ou pelo aumento da produgdo dessas enzimas, resultando em um metabolismo acelerado
do composto toxico. Estdo envolvidas nesses processos glutationa-S-transferases,
esterases, oxidases e hidrolases. Mas, estudos vém demonstrando através de
transcriptomas que a expressao de lipocalinas, dioxigenases de clivagem de anel de
intradiol (DOG’s), desidrogenases de cadeias curtas e afins, também podem ter
participacao na resisténcia metabolica (Ferrari, 1996; Li; Schuler; Berenbaum, 2007;
Coles; Dryden, 2014; Rouck et al., 2023).

Ja a resisténcia comportamental e cuticular sdo mecanismos menos comuns €
considerados menos relevantes em comparacdo com a insensibilidade ao local-alvo e a
resisténcia metabdlica. A resisténcia comportamental manifesta-se por meio de
comportamentos que reduzem a exposi¢cdo ao inseticida, como a evitar superficies ou
areas tratadas. A diferenciagdo entre evitagdo comportamental genética e adaptativa pode
ser desafiadora. Enquanto a resisténcia cuticular, ¢ caracterizada pela reducdo da
penetragdo do inseticida, o que retarda a absor¢do do composto. Esse mecanismo,
1soladamente, apresenta baixa eficacia, sendo mais relevante quando associado a outros
mecanismos de resisténcia (Ferrari, 1996; Fadini; Pallini; Venzon, 2004; Coles; Dryden,
2014).

Na maioria dos quadros de sarna psordptica, o tratamento adotado ¢ com o uso de
farmacos sintéticos como lactonas macrociclicas, piretrdides, organofosforado, e ainda
existem estudos avaliando a usabilidade de bases novas que vem surgindo no mercado,
como o fluralaner (Bravecto®) (; Coelho et al., 2014; Santos et al., 2017; Sheinberg et al.,
2017; Machado et al., 2025). O uso frequente dessas drogas, muitas vezes de forma
indiscriminada, pode acarretar na selecdo de populacdes resistentes. Para P. ovis ja se
observam relatos de resisténcia para lactonas macrociclicas e piretroides (Plant; Lewis,
2011; Sturgess-Osborne et al., 2019), além de residuos na carne de coelhos e riscos de
contaminagdo do ambiente (Ebani; Mancianti, 2021).

A resisténcia do acaro P. ovis a acaricidas vem sendo observada ha algum tempo e
em diversas regioes e com diferentes compostos. Estudos demonstraram que populagdes
resistentes a flumetrina também apresentam resisténcia cruzada a cis-cipermetrina
(BATES, 1999). Além disso, ha relatos de resisténcia a lactonas macrociclicas, como
moxidectina, ivermectina e doramectina (Doherty ef al., 2018; Sturgess-Osborne et al.,
2019).

Na Argentina a ivermectina ¢ aplicada no controle de P. ovis ha mais de trés décadas.
Estudos recentes realizados com ovinos apontaram que ocorreu uma queda na eficacia de
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ivermectina sobre o acaro da sarna psordptica em testes in vivo € 0S ensaios in vitro
apontaram que as falhas de controle estdo associadas a resisténcia na aplicagdo de
ivermectina. Ademais, o estudo também evidenciou que também ha resisténcia a
doramectina (Soler; Germano; Larroza, 2022).

Mol e colaboradores (2020) avaliaram 16 fazendas de bovinos infestados com P.
ovis, onde os animais foram tratados com diferentes lactonas macrociclicas (ivermectina,
doramectina ou moxidectina) e observaram que todas necessitaram de duas ou mais
aplicagdes dos tratamentos. Além disso, indices clinicos s6 sofreram alteracdes apds o
segundo tratamento. O estudo caracterizou que 12 fazendas foram consideradas
resistentes as lactonas macrociclicas utilizadas, uma como suspeita de resisténcia e apenas
trés como susceptiveis aos fArmacos.

Segundo Losson (2012) além dos prejuizos econdmicos € do comprometimento com
o bem-estar animal, compreender a relagao parasito-hospedeiro e os métodos de controle
sd0 mecanismos essenciais para que tenhamos melhores ferramentas diagnosticas e de
controle, como o uso de agentes bioldgicos e a criagdo de vacinas.

Quando falamos de D. gallinae um dos primeiros relatos de resisténcia surgiu na
Italia, falando sobre carbamatos e piretrdides sintéticos (Genchi et al., 1984). O que
persiste até a atualidade como demonstrado por Schiavone e colaboradores (2023).
Sequencialmente, foi relatada resisténcia na antiga Tchecoslovaquia, o que hoje sdo os
paises da Republica Tcheca e Eslovaquia (Zeman, 1987), além de relatos de resisténcia
na Franca (Beugnet et al., 1997), Suécia (Nordenfors ef al., 2001) e Grécia (Katsavou et
al., 2019), por exemplo. Em todos esses paises foram confirmados casos de resisténcia a
piretréides sintéticos, como permetrina e cipermetrina.

Com o passar dos anos e a relevancia da avicultura no cendrio mundial, com a
necessidade de se controlar o &dcaro vermelho, e quadros de resisténcia cada vez mais
comuns, os estudos a respeito da ineficiéncia de acaricidas sintéticos sobre D. gallinae
foram ampliados. Com isso, pode-se perceber que a ocorréncia de resisténcia ndo estava
limitada a Europa, também foi observada em paises como Japao (Murano ef al., 2015),
China (Wang et al., 2021) e Turquia (Kog et al., 2022).

Thomas e colaboradores (2018) evidenciaram através de testes de sensibilidade sobre
13 cepas de campo europeias e brasileiras do acaro D. gallinae que havia resisténcia a
pelo menos um composto como: cipermetrina, propoxur, deltametrina ou foxima. Mas
que todas as cepas eram responsivas a fluralaner. Enquanto Sulzbach e colaboradores
(2022) ao testarem quatro produtos distintos sobre acaros adultos e seus ovos, observaram
que todos os produtos testados ocasionaram mortalidade nos adultos, mas o controle dos
ovos ndo foi efetivo, sugerindo-se que essa poderia ser uma possibilidade para as altas
taxas de reinfestagdes em aviarios.

Segundo Lima-Barbero e colaboradores (2019), o controle de D. gallinae ¢é bastante
desafiador, principalmente pelo desenvolvimento de quadros de resisténcia a acaricidas e
a lista restrita de produtos autorizados para utilizacdo. Sendo assim, sugerem que um
controle eficaz deve combinar métodos alternativos de controle como o controle
biologico, estudo e uso de vacinas, uso de compostos derivados de plantas e afins.

2.6 Controle Biologico Utilizando Fungos Entomopatogénicos: o género
Metarhizium

Considerando o cenario de resisténcia acaricidas sintéticos, o estudo de métodos
alternativos de controle para artropodes de importancia médico veterinaria ganhou espago
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e vem sendo cada vez mais pesquisado e difundido, inclusive com a busca de politicas
publicas para registros de produtos com finalidade pecuaria.

Sao diversas as definigdes para controle bioldgico, Debach (1968) definiu que
controle biologico era a agao de patdégenos, predadores ou parasitoides cuja finalidade era
manter em niveis aceitaveis a densidade populacional de determinado organismo. Em
outras palavras Alves (1998) sugeriu que o controle bioldgico possuia a finalidade de
manter populacdes em niveis ndo econdmicos com o uso racional de patdégenos. Em
complemento Parra (2002) sugeriu que o controle bioldgico era um mecanismo onde
inimigos naturais diversos e setorizados em grupos como: fungos, virus, bactérias, aves,
mamiferos e afins, eram capazes de atacar diferentes fases de vida de um agente praga.

A utilizacdo do controle bioldgico como estratégia para o manejo de pragas
iniciou-se nas praticas agricolas e sdo datadas do século III a.C., quando os chineses
usaram formigas predadoras para proteger suas plantagdes de citricultura, o que com o
passar do tempo acabou se espalhando e sendo implementado na Arabia medieval, onde
os agricultores transportavam colonias das mesmas formigas para combater pragas em
palmeiras (Silva et al., 2006; Carvalho, 2006; Finkler, 2012).

Dentro da diversidade de técnicas de controle bioldgico, o controle microbiano
se destaca pelo uso de microrganismos patogénicos para regular populagdes de pragas,
um dos primeiros estudos utilizou o fungo Entomophthora anisopliae para controlar
larvas do besouro Anisoplia austriaca. Segundo dados historicos, o uso de agentes de
biocontrole na América Latina ¢ registrado desde o final de século XIX, para diversas
finalidades, como a inteng¢do da pratica de uma agropecudria mais sustentavel até o baixo
acesso a produtos sintéticos. No Brasil, uma das primeiras praticas de biocontrole foi com
o uso de Penicillium anisopliae para o controle de insetos do género Tomaspis (Alves,
1998).

Isso levou o Brasil a possuir um dos maiores programas de controle bioldgico do
mundo, e estudos que embasam o uso de agentes microbianos no controle de artropodes
praga de importancia agropecudria sdo de extrema relevancia. Cabe ressaltar que em 2024
a industria de bioinsumos brasileira gerou um faturamento de R$ 4,5 bilhoes de reais e
investimentos de R$ 11 milhdes em novos registros de produtos. Atualmente, existem
896 produtos bioldgicos com registro ativo no Brasil, deste total, 71% sao agentes
microbioldgicos para controle de pragas agricolas (Croplife, 2025).

Nesse contexto, os fungos ascomicetos como os dos géneros Metarhizium spp. €
Beauveria spp. destacam-se como mais estudados e utilizados no controle biologico de
artrépodes. Sua aplicacdo em estudos prevalece por um conjunto de caracteristicas
favoraveis, como: ampla distribuicdo geografica, capacidade entomopatogénica e
endofitica, diversidade de hospedeiros naturais, especificidade, baixo impacto ambiental,
penetragdo ativa pela cuticula e agdo nos diversos estagios de vida dos artropodes. Dessa
maneira, esses géneros fungicos se mostram como ferramentas valiosas em programas de
manejo integrado de pragas, oferecendo uma alternativa eficaz e segura aos defensivos
quimicos (Madelin; Robinson; Williams, 1967; Mascarin et al., 2019; Stone; Bidochka,
2020; Litwin et al., 2020).

A literatura reforca que o processo infeccioso por fungos entomopatogénicos nos
artrépodes ocorre através da penetracdo ativa pela cuticula, através de sete etapas: 1)
fixagcdo dos conidios, 2) germinacdo dos conidios, 3) forma¢ao de tubo germinativo, 4)
formacao do apressorio, 5) desenvolvimento no interior do hospedeiro, 6) crescimento
sobre a superficie corporal do artrépode apds a morte e 7) producdo conidial. Apesar
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dessas etapas, a susceptibilidade do artrépode ao fungo pode variar significativamente
dependendo do isolado fingico e também pode se dar por fatores como resposta imune,
influéncia da microbiota intestinal € composicao da cuticula (Bittencourt; Mascarenhas;
Faccini, 1999; Kirkland; Westwood; Keyhani, 2004; Zimmermann, 2007; Ment et al.,
2020; Correa et al., 2021; Mesquita et al., 2023).

A vasta diversidade de fungos com potencial patogénico a invertebrados ¢ notavel.
Segundo Ashraf et al. (2020), existem aproximadamente mais de 1.790 espécies com essa
capacidade, no entanto nem todas foram taxonomicamente descritas por falta de
mapeamento molecular. Existem relato de que estes fungos sejam responsaveis por cerca
de 80% das doencas que acometem insetos (Cardoso et al., 2003). Essa relevancia destaca
o potencial dos fungos entomopatogénicos como agentes de controle bioldgico.

Metarhizium spp. ¢ um fungo cosmopolita, com espécies encontradas em diversos
ambientes e faixas de temperatura (Roberts; St Leger, 2004), pertence ao filo
Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Clavicipitaceae.
Trata-se de um fungo filamentoso com micélio hialino e septado, produzindo conidios de
coloracdo esverdeada. As colonias variam de branco a verde escuro, dependendo do
estagio de desenvolvimento (Bischoff; Rehner; Humber, 2009). Seu cultivo ¢
relativamente simples, com amido como fonte nutricional adequada (Azevedo, 1998).

A literatura ressalta que o género Metarhizium ¢ considerado um dos mais
produtivos, atingindo até 10° unidades formadoras de colonia (UFC) provenientes de
amostras de solo (Lovett ez al., 2019; St Leger; Wang, 2020; Sheng; Mcnamara; St Leger,
2022). Além disso, o género possui uma diversidade de espécies que sdo saprofitas, sendo
encontrados em diversos substratos como: raizes de plantas, caddveres de artrépodes e
solo, com potencial endofiticos e entomopatogénico, o que permite aos fungos desse
género beneficiarem a satde do solo, o crescimento de plantas, a manutencdo da
biodiversidade e também serem utilizados como controladores de artropodes praga. Com
uma ampla gama de hospedeiros (cerca de 200 espécies de artropodes), ¢ um agente de
biocontrole eficaz, embora algumas cepas apresentem especificidade de hospedeiro.
Ademais, pelo menos 30 espécies de Metarhizium além de entomopatogénicas sao
endofiticas (Zimmermann, 1993; Schrank; Vainstein, 2010; Hernandez-Domingez;
Guzman-Franco, 2017; Stone; Bidochka, 2020; Iwanicki ef al., 2019; St Leger, 2024).

Fatores ambientais, como temperatura (15-35°C, com 6timo entre 25-30°C), alta
umidade relativa (proxima a 100%) e protecdo contra radia¢do solar e ultravioleta
influenciam o desenvolvimento de Metarhizium e seus propagulos. Outro fator
importante € que estudos apontam sobre sua aplicabilidade segura e demonstram que, em
condi¢des naturais ndo sdo capazes de provocar desequilibrios em populagdes de
artrépodes nao-alvo (Walstad, Anderson; Stambaugh, 1970; Roberts; Campbell, 1977;
Milner; Samson; Morton, 2003; Oliveira et al., 2016; Fischhoff; Keesing; Ostfeld, 2017;
Corval et al., 2020).

Estudos genéticos revelaram uma notavel variabilidade dentro de M. anisopliae,
indicando que se tratava de um complexo de espécies (Bidochka; Small; Spironello,
2005). Analises filogenéticas, morfoldgicas e moleculares confirmaram essa hipotese,
identificando nove espécies distintas: M. pingshaense, M. anisopliae, M. robertsii, M.
brunneum, M. majus, M. lepidiotae, M. acridum, M. globosum e M. guizhouense
(Bischoff; Rehner; Humber, 2009).

No entanto, Rehner e Kepler (2017) destacaram que Metarhizium pingshaense,
Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii € Metarhizium brunneum sao as espécies
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mais frequentemente isoladas do solo e de artropodes. A descoberta de novas espécies,
como Metarhizium alvesii em solos de plantagdes de banana no Brasil (Lopes et al.,
2018), demonstra a continua expansao do conhecimento sobre este género. Diversos
estudos de bioprospec¢do de fungos sdo realizados continuamente, seja buscando

identificar novas espécies fungicas ou para o desenvolvimento de produtos (Correa et al.,
2022).

No que tange o uso de fungos entomopatogénicos e outros métodos alternativos
para o controle de acaros de importancia médico veterinaria, varios estudos vém sendo
realizados ao longo do tempo, para diferentes acaros como P. ovis e D. gallinae,
indicando potenciais formas de biocontrole contra esses ectoparasitos (Lekimme et al.,
2006; Abolins et al., 2007; Shang et al., 2016; Gay et al., 2020; Gu et al.,, 2020;
Bayramoglu et al., 2024; Truong et al., 2024).

Algumas condi¢des tornam o controle bioldgico com fungos sobre P. ovis mais
facil, por serem dacaros do grupo Astigmata, tendo a estrutura corporal menos
esclerotizada e com a cuticula mais delgada para a realizacdo de trocas gasosas, facilita-
se a colonizagdo fungica. Além disso, trata-se de acaros ndo escavadores e que vivem
agrupados nas crostas formadas por sua infestacdo, isso facilita o contato com o micélio
fingico e sua dispersdo entre os acaros, também facilitando seu controle (Ebani;
Mancianti, 2021).

Abolins e colaboradores (2007) estudaram a capacidade de controle de M.
anisopliae sobre P. ovis na presenca de pele e 1a em ensaio in vitro, ¢ evidenciaram que
nessas condi¢des nao foi impossibilitada a infec¢do fingica dos acaros. Brooks e Wall
(2001) evidenciaram através de testes de imersdo e de tratamento de superficie com uma
concentragio conidial de 1 x 103/mL que M. anisopliae era capaz de controlar 77% e 73%
de acaros adultos, respectivamente.

Em estudos comparativos, quando acaros adultos foram tratados com uma cepa
de Hirsutella thompsonii e uma cepa de M. anisopliae nao foi observada patogenicidade
de H. thompsonii, por exemplo. Também foram realizados estudos comparativos entre M.
anisopliae e B. bassiana, observando maior patogenicidade para M. anisopliae, o que
segundo a literatura pode estar associado a capacidade desse género fungico em provocar
estresse oxidativo nos acaros. Isso sinaliza que estudos de patogenicidade sdo essenciais
para o desenvolvimento de bioacaricidas (Abolins et al., 2007; Gu et al., 2020; Ebani;
Mancianti, 2021).

Alguns estudos ressaltam os principais pontos de atenc¢do para o controle de acaros
e demais artrépodes com fungos entomopatogénicos, € os principais apontamentos sao a
necessidade de cepas fungicas estaveis e persistentes no ambiente e também a capacidade
do fungo de atuar sobre as diferentes fases de vida do artropode (Roberts; St Leger, 2004;
Briggs; Colwell; Wall, 2006; Ebani; Mancianti, 2021). Logo, a busca por alternativas
sustentaveis no controle de pragas agropecudrias tem impulsionado pesquisas sobre
fungos entomopatogénicos, com foco em seus mecanismos de a¢do e viruléncia. O
objetivo principal ¢ desvendar e caracterizar os fatores de viruléncia desses
microrganismos, visando aprimorar o processo de infeccao e otimizar seu uso em campo
(Schrank; Vainstein, 2010).

A sociedade por vezes ainda subestima as praticas do controle biologico, mas
essas praticas de forma direta ou indireta auxiliam no enfrentamento de problemas globais
que por vezes sao urgentes. Além disso, os estudos evidenciam que a adogao de praticas
de controle biologico sdo eficazes em todas as dimensdes da Saide Unica atuando
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diretamente em questdes como: resisténcia, perda de biodiversidades, alteragdes
climaticas globais, polui¢do quimica e redugdo de habitat (Schaftner ez al., 2024).

2.7 Oleos Essenciais e Compostos Isolados: Aplicabilidades no Controle de Psoroptes
ovis e Dermanyssus gallinae

O uso indiscriminado dos acaricidas sintéticos levou diversos artropodes a
apresentarem quadros de resisténcia a maultiplas classes quimicas. Com isso, a
comunidade cientifica vem buscando novas alternativas de controle, ¢ que além de
solucionarem a questdo da resisténcia sejam ecologicamente sustentaveis.

Os produtos derivados de plantas como os 6leos essenciais € seus compostos
isolados, vem se apresentando como uma interessante alternativa no controle dos
artrépodes praga de importancia médico veterinaria, como carrapatos, pulgas, dcaros e
mosquitos, por exemplo. Além da agdo acaricida, estudos indicam que por sua baixa
toxicidade e boa solubilidade também podem contribuir na produgdo de carne e leite
(Cruz et al., 2013; Shezryna et al., 2020; Selles et al., 2021).

Outra questao que favorece a utilizagdo de 6leos essenciais € seus compostos no
controle de artropodes praga é a questdo do custo, considerando que dependendo da
abundancia da planta, os produtos adquiridos dela possuem baixo custo. Além disso, os
efeitos residuais sao muito poucos o que reduz significativamente a possibilidade de
resisténcia (Rosado-Aguilar et al., 2010; Castro ef al., 2018).

Dentro dos grupos dos artrépodes de importdncia médico veterindria, os
carrapatos sao os mais estudados e servem como direcionamento para os estudos com
outros artropodes. Segundo a literatura os efeitos dos 6leos essenciais sobre os carrapatos
podem ocorre de diferentes maneiras: 1) acdo acaricida ou repelente; 2) inibicdo da
alimentacdo; 3) reducdo do crescimento/desenvolvimento ou da reprodug¢do; 4) inibicao
da sintese de quitina e 5) alteragdes comportamentais (Kaaya, 2000; Goode; Ellse; Wall,
2013; Benelli et al., 2016; Quadros et al., 2020).

Além disso, sdo relatados trés modos de agdo distintos: 1) neurotoxicidade: aqui
pode ser percebida a inibi¢do da acetilcolinesterase, agdes sobre 0 GABA e antagonismo
para o receptor de octopamina, 2) citotoxicidade: através da danificacdo ou destrui¢ao das
células e 3) efeitos mecanicos: onde a qualidade hidrofobica dos dleos essenciais atua
com sufocamento rompendo estruturas cuticulares e bloqueando estigmas respiratorios
ou estresse hidrico (Selles et al., 2021).

Chen e colaboradores (2019) avaliaram a a¢do de geraniol, eugenol, 1,8-cineol e
carvacrol, em ensaios in vitro € com carvacrol in vivo com bovinos para o acaro P. ovis.
Percebeu-se que com exce¢do de 1,8-cineol que ndo foi eficaz em nenhum teste, os
demais compostos possuiam acdo acaricida dependente da concentragdo utilizada, no
entanto o carvacrol foi o que necessitou de uma menor concentragdo para levar P. ovis a
morte. No teste topico pode-se confirmar a eficacia do carvacrol, mas foi observado leve
eritema local transitério. Apesar da reagdo local, carvacrol se apresentou como um
interessante composto para o controle de P. ovis.

Fichi e colaboradores (2007) também investigaram os efeitos in vivo e in vitro da
acao de oleo essencial sobre P. ovis, utilizando 6leo essencial da folha de Cinnamomum
zeylanicun. Nos ensaios in vitro, 2,5 ml do 6leo essencial foram diluidos em diferentes
concentragdes que variaram de 0,03 a 10% em 6leo de parafina e aplicado em uma placa
de Petri que continham ninfas e adultos de P. ovis. Apos 24h foram observados efeitos
acaricidas para os acaros tratados com 0,10 a 10% de 6leo essencial, comparado com o
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grupo controle. Para o ensaio in vivo foi utilizada a diluicao de 2 ml do 6leo essencial na
concentragdo de 2,5% em o6leo de parafina, todos os seis coelhos tratados topicamente
com duas vezes com intervalo de 7 dias, apresentaram melhora significativa da infestagao.

Em um outro estudo avaliando as condigdes para controle de P. ovis em testes in
vitro € in vivo, foram testados extratos advindos de Adonis coerulea. Nesse estudo, o0s
autores evidenciaram que especialmente o extrato éter acético da planta era altamente
toxico para o acaro em condi¢des de laboratorio, o que foi corroborado pelos testes in
vivo, pois de todos os extratos avaliados pela pesquisa o éter acético foi o que promoveu
melhor controle em coelhos tratados topicamente (Shang et al., 2013).

Diversos estudos também avaliaram a aplicabilidade de o6leo essenciais e
compostos isolados sobre o acaro D. gallinae. A exemplo disso, Radsetoumalova e
colaboradores (2019) verificaram o efeito acaricida de cinco componentes ativos puros
de 6leos essenciais sobre fémeas adultas de D. gallinae, sendo eles: eucaliptol do alecrim,
linalol de lavanda, eugenol de broto de cravo, cinamaldeido de canela e limoneno de
frutas citricas. As substincias diluidas em agua ou em Tween 20® foram aplicadas em
diversas concentragdes e a toxicidade avaliada de acordo com a dose letal (LDso ou LD
90) € observou-se que a maior mortalidade apresentada foi pelo eugenol, seguido pelo
cinamaldeido.

Alimi e colaboradores (2023) avaliaram o efeito acaricida do 6leo essencial do
lentisco (Pistacia lentiscus) uma planta arbustiva e aromatica, € seus componentes ativos:
a-pineno, D-Limoneno, B-Mirceéno, 4-Terpineol, cariofileno e y-terpineno. A toxicidade
do dleo essenciais e de seus compostos foi testada com diferentes concentragdes que
variaram de 0,43 a 3,50 mcg/cm? através de testes de contato e pulverizacdo. Os
pesquisadores puderam notar que a eficacia variava de acordo com o método aplicado e
a concentragao utilizada, mas que a técnica de pulverizacao foi mais eficiente que os testes
de contato e o composto 4-Terpineol apresentou a maior mortalidade frente aos acaros.

Tabari e colaboradores (2020) verificaram a toxicidade de sete dleos através de
testes de contato com o acaro D. gallinae, e posteriormente a toxicidade residual e de fase
de vapor, sendo os Oleos essenciais utilizados: Litchi chinensis, Clausena anisata,
Heracleum sphondylium, Pimpinella anisum, Lippia alba, Crithmum maritimum e
Syzygium aromaticum. E notaram que o 6leo essencial S. aromaticum apresentou a maior
toxicidade de contato frente aos demais. Enquanto L. chinensis e C. anisata apresentaram
maior toxicidade nos testes a vapor e L. chinensis e S. aromaticum nos testes de toxicidade
residual apds quatro dias.

Dessa maneira, diversos outros estudos vém buscando compreender a acdo de
6leos essenciais ou compostos isolados sobre 4dcaros de importancia médico veterinaria,
1ss0 nos traz a reflexao de que novas alternativas de controle sdo necessarias, nao apenas
pela questdo da resisténcia aos produtos quimico sintéticos, mas também pela necessidade
de se praticar uma agropecudria economicamente viavel e acessivel a todos e
ecologicamente equilibrada, considerando as questdes de sustentabilidade ambiental.

2.8 O Oleo Essencial de Mentha piperita

A Hortela-pimenta (Mentha x piperita) tem sido uma planta bastante estudada a
respeito dos seus potenciais bioativos (Mckay; Blumberg, 2006). Trata-se de uma erva
que pertence a familia Lamiaceae, de habito herbaceo, perene, glabra e popularmente
conhecida como horteldzinho, horteld de folha miuda, entre outros. E originaria da
Europa, mas sua distribui¢cao no Brasil iniciou-se no periodo da colonizacao, e advém do
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cruzamento de outras duas plantas do mesmo género: Mentha aquatica € Mentha spicata
(Rodrigues; Gonzaga, 2001; Mahendran; Rahman, 2020).

As partes mais utilizadas da planta sdao as folhas (em especial) e os ramos, o
método de extracao do oleo essencial ¢ a hidrodestilacao ou arraste de vapor e a andlise
do perfil quimico se da por cromatrografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM). A composi¢ao quimica do 6leo ¢ bastante diversificada, podendo-se
observar mentol, mentona, isomentona, acetato de mentila, limoneno, pulegona, linalool,
b-cariofileno, dentre outros, ou seja, o 0leo essencial de plantas do género Mentha
apresenta substancias como monoterpenos simples e oxigenados, sesquiterpenos ¢ até
mesmo fenilpropandides, e a sua composi¢ao pode variar de acordo com o tipo de método
de extragao utilizado (Souza, 2010; Martins et al., 2011).

Quanto aos usos atribuidos ao 6leo essencial da M. piperita, tanto no ambito
humano, quanto no veterinario e agrondmico, pesquisas sdo realizadas para buscar
compreender como a quimica deste 6leo essencial, seus compostos e seus potenciais
bioativos podem contribuir em termos de aplicabilidades, principalmente as terapéuticas
e as de controle. Karpinski (2020), apresenta uma revisdo de estudos sobre Oleos
essenciais de diferentes plantas da familia Lamiaceae, dentre elas M. piperita e,
demonstra que a literatura cita seu potencial antifingico sobre diferentes géneros como
Aspergillus, Candida, Peniciliium, Fusarium e Cryptococcus.

Modarresi, Farahpour e Baradaran (2018) conduziram um estudo em
camundongos para avaliar o efeito de pomadas preparadas com 6leo essencial de M.
piperita sobre feridas. As lesdes foram previamente infectadas com cepas de duas
bactérias, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, para que se avaliasse a
acdo da pomada. Os autores observaram que a administracao topica de pomadas com
doses mais elevadas de 6leo essencial de M. piperita tinham a capacidade de reduzir a
reacao inflamatoria e beneficiavam o processo de cicatrizagao.

O uso de M. piperita também foi observado para o controle de artropodes como
Sitophilus zeamais, S. aryzae e Tribolium a nivel de pragas agricolas, como no controle
de ecto e endoparasitos de importadncia veterinaria como Rhipicephalus microplus,
Varroa destructor, Haemonchus contortus e Strongyloides venezuelensis, por exemplo
(Castagnino; Orsi, 2012; Carvalho et al., 2012; Singh; Pandey, 2018; Singh et al., 2018).
Além disso, Perrucci e colaboradores (1995) mostraram que 0,125% de Mentol ja era
capaz de levar P. ovis a uma mortalidade de 100% através de ensaios in vitro, assim como
outros compostos e 6leos essenciais os sdo, por exemplo (Else; Wall, 2013).

Kim e colaboradores (2004) avaliaram a aplicabilidade de 56 oOleos essenciais
sobre D. gallinae através de contato direto e fumigacdo. Nos bioensaios de contato com
o papel filtro, os &caros apresentaram 100% de mortalidade quando o tratamento foi feito
com 0,07 mg cm™ para o 6leo de horteld pimenta e outros. Enquanto que no tratamento
por fumigacao o oleo de horteld pimenta nao se apresentou tdo promissor quanto outros
oleos estudados.

Em um outro estudo, Ratajac e colaboradores (2024) investigaram a aplicabilidade
de oito oleos essenciais, dentre eles de M. piperita, sobre dcaros adultos de D. gallinae ¢
verificaram o efeito toxico de contato e o residual. A taxa de mortalidade dos acaros
tratados com M. piperita foi de 40% para toxicidade de contato e menos de 20% para
toxicidade residual. Os acaros foram melhor responsivos aos tratamentos com Satarujeta
montana apresentando toxicidade de contato de 100% apds 48h, enquanto que para a
toxicidade residual a maior taxa apresentada foi de 11% para Thymus vulgaris. Dessa
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maneira o estudo demonstrou que o6leos essenciais sdo eficazes no controle do acaro
vermelho das aves, entretanto M. piperita ndo se apresentou como um dos mais
promissores.

Apesar disso, outros estudos reiteram a eficacia do 6leo essencial de M. piperita
sobre D. gallinae. Magdas e colaboradores (2010), avaliaram a eficdcia de onze 6leos
essenciais com trés concentragdes distintas para controlar o dcaro vermelho das aves
através do método de contato direto, e evidenciaram que os 6leos de manjericdo-doce,
coentro, hortela-pimenta e segurelha de verao foram bastante eficazes no controle do
acaro.

Portanto, pode-se considerar que o estudo dos 6leos essenciais e dos compostos
isolados para o controle de artropodes de importancia médico veterinaria, como 0s acaros,
sejam causadores de sarna ou ndo, ¢ de extrema relevancia. Pois, distintos estudos
comprovam que o contato destes artropodes com diferentes concentragdes de 6leos em
diferentes métodos de aplicacdo se mostra eficaz.

2.9 Associacio de Fungos Entomopatogénicos e Oleos Essenciais: Uma Alternativa
de Controle

Fungos entomopatogénicos e 6leos essenciais sdo alternativas vidveis para o
controle de artropodes praga, tanto na agricultura quanto na pecudria. Um dos principios
do controle bioldgico utilizando fungos entomopatogénicos elucida que ¢ bastante
interessante o uso destes agentes de controle conjugados com 6leos essenciais a fim de
proporcionar um manejo integrado dos artropodes praga e aumentar a eficiéncia do
controle de insetos (Lak et al., 2022).

Entretanto, sabendo-se da acdo fungicida que alguns dleos essenciais podem
possuir, o que impossibilitaria seus usos em associagdo com fungos entomopatogénicos,
estudos de compatibilidade entre fungos e Oleos essenciais sdo primordiais para o
desenvolvimento de novos métodos de controle para artropodes. Lak e colaboradores
(2022) analisaram o sinergismo de Oleos essenciais com isolados iranianos de M.
anisopliae para o controle do gorgulho do feijdo. Ao total foram analisados trés isolados
de M. anisopliae e os Oleo essenciais de funcho, estragdo e lavanda quanto sua
compatibilidade e também seu potencial inseticida. Os pesquisadores verificaram que o
Oleo essencial de estragdo nao foi compativel com uma das cepas fungicas estudadas,
evidenciando que ndo sdo interessantes para uso em associagdo. Os demais testes de
compatibilidade feitos foram compativeis. Além disso, a mortalidade dos gorgulhos foi
significativamente maior quando os isolados de M. anisopliae foram associados aos 6leos
essenciais de lavanda e funcho.

Ebadollahi e colaboradores (2017) estudaram a combinacdo dos dleos esséncias
de M. piperita e M. pulegium com o fungo L. muscarium para verificar sua capacidade de
agir sobre o pulgdo do meldo. Os dleos essenciais foram avaliados por cromatografia e
sua composicao quimica era bastante distinta, apesar disso, de forma isolada ambos os
Oleos essenciais e o fungo entomopatogénico foram capazes de controlar o pulgdo.
Quando o fungo foi associado aos 0leos essenciais, observou-se que pouco inibicao do
crescimento micelial, e os pulgdes apresentaram maior mortalidade perante o produto
associado, apresar de os pesquisadores ndo terem observado nenhum efeito sinérgico,
apenas aditivo.

Um outro estudo foi realizado comparando a associagdo de B. bassiana e M.
anisopliae com o 6leo essencial de anis-estrelado para o controle de Aedes aegypti. Os
autores realizaram uma série de testes para compreender como era a composi¢ao do dleo
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essencial e também sua atividade biologica. A partir disso, testes de compatibilidade
foram executados com os dois géneros fungicos e se observou que nao ocorreu nenhuma
alteracdo no desenvolvimento dos fungos estudados. Quando as associagdes foram
testadas em larvas de 4. aegypti percebeu-se uma agao sinérgica de M. anisopliae com o
oleo de anis-estrelado ¢ uma acgao aditiva de B. bassiana com o mesmo 6leo. O estudo
revelou que ambos os fungos possuem a capacidade de serem combinados com o 6leo
essencial de anis-estrelado para o controle do mosquito da dengue (Rocha et al., 2024).

Ainda em relacdo a artropodes ectoparasitos de importancia médico veterinaria,
existem estudos que avaliam a capacidade de fungos entomopatogénicos associados a
Oleos essenciais ou compostos isolados para controlar o carrapato dos bovinos R.
microplus. Ferreira e colaboradores (2024) verificaram a combinagdo de B. bassiana e
carvacrol e o impacto dessa associacdo no alterou os niveis de acidos graxos e colesterol,
a mortalidade e reproducdo das fémeas e a além de alteragcdes morfologicas nos ovarios
de fémeas do carrapato dos bovinos.

Embora haja uma vasta literatura sobre a eficdcia acaricida de fungos
entomopatogénicos, Oleos essenciais ¢ seus compostos isolados, bactérias e outros
agentes de controle biologico, a pesquisa sobre a combinacdo de fungos
entomopatogénicos e 6leos essenciais ainda ¢ limitada. A validagdo da integracdo dessas
técnicas para o controle de pragas pecudrias ¢ crucial para o desenvolvimento de uma
legislagdo abrangente que atenda as necessidades dos criadores de animais. No Brasil, a
auséncia de registro para produtos bioldgicos de uso veterindrio torna essa validagdo
ainda mais urgente, dessa forma respaldados por dados concretos adquiridos pela
academia poder-se-4 requerer que politicas publicas sejam desenvolvidas e a legislacao
se adeque, possibilitando ndo s6 que os estudos sobre métodos alternativos de controle
sejam ampliados, mas também que produtos sejam validados e disponibilizados no
mercado.

2.10 A Microscopia Eletronica de Varredura e sua Relevancia nos Estudos em
Ciéncias Veterinarias

O uso da microscopia eletronica ¢ um aliado nos estudos das diversas areas das
ciéncias bioldgicas e agrarias, trazendo direcionamentos ndo so a respeito da morfologia,
mas também entendimento como determinados mecanismos ocorrem nos individuos e
como as interagdes se estabelecem dentro de um ecossistema, por exemplo.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma técnica que utiliza feixes de
elétrons advindos de um filamento ou cristal que vai varrer a superficie do material a ser
analisado, depois transmite isso a uma tela catddica por meio de um detector, onde a
varredura estara sincronizada ao feixe incidente (Bozolla; Russell, 1999).

Um dos primeiros relatos de descricdo da microscopia eletronica de varredura
(MEV) foi feito por Knoll (1935), posteriormente Von Ardenne (1938) estruturou um
microscopio de varredura e transmissao com a utilizacdo de bobinas de varredura e a
estrutura de um microscopio de transmissdo, propriamente dito. Mas a utilizacdo de um
MEYV ocorreu anos mais tarde (Zworykin, 1942) em para avaliacdo de amostras espessas
(Dedavid; Gomes; Machado, 2007).

Mapstone, Beasley e Wall (2002), realizaram um estudo com base em microscopia
eletronica de varredura para compreender a morfologia do gnatossoma de P. ovis, e
evidenciaram que o arcabouco das estruturas contidas nessa regido, como palpos,
quelicera, sensilas, pseudorutelas e afin, sugeriam uma facilitacdo para o fluxo
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bidirecional de liquido, permitindo uma fluidez da saliva e seu derramamento na pele do
hospedeiro, num ponto onde a ponta das queliceras realizam o desgaste da pele.

Mais tarde Amer et al. (2015) realizaram a caracterizacdo morfologica e
genotipica de acaros P. ovis coletados de bufalos no Egito. Animais naturalmente
infestados tiveram contetido de pele coletado através de raspagem cutinea apds exame
clinico, o intuito era definir quais acaros causavam as dermatopatias parasitarias. Num
total de 80 amostras coletadas 17 possuiam apenas P. ovis, 27 possuiam Sarcoptes ¢ 36
tinham co-infestagao dos dois acaros, a microscopia eletronica de varredura foi utilizada
para definir as estruturas morfoldgicas de P. ovis.

O uso da microscopia eletronica no estudo de outros acaros, também ¢ uma
ferramenta de identificacdo de morfologica. Bhowmick et al. (2020) utilizaram
microscopia eletronica de varredura para realizar a identificagdo de sensilas nas patas do
acaro, revelando-se um maior nimero de tipos de sensilios nos tarsos anteriores do que
nos posteriores das patas dianteiras.

Além disso, para caracterizar ¢ compreender a eficacia e o modo de agao de
produtos aplicados em galpdes para o controle de D. gallinae, foram avaliados doze
produtos acaricidas a base de silica, nove produtos em po e trés de aplicacao liquida, onde
a microscopia de varredura evidenciou as diferencas de forma e espessura dos materiais
utilizados, ou seja, as silicas naturais e as sintéticas. Ao final do estudo, sugeriu-se uma
selecdo prévia de acordo com o desejo de cada aplicador, considerando as diferengas de
taxas de eficacia apresentadas para cada produto (Schulz ef al., 2014).

Sioutas et al. (2023) também avaliaram microscopicamente a atividade acaricida
de nanoparticulas de prata sobre D. gallinae. Diferentes concentracdes de nanoparticulas
de prata foram aplicadas nos acaros sendo a maior concentra¢do 80 ppm, e também se
definiu um controle negativo. Para as analises microscopicas optou-se por utilizar a maior
concentragdo, revelou-se que a interagdo das nanoparticulas com os acaros provocava
rachaduras no exoesqueleto e desprendimento de membros. Sendo assim, o uso de
técnicas de microscopia € relevante para compreender essas dindmicas de interagdo do
produto acaricida com o alvo.

A analise de artropodes de importancia médico veterinaria infectados com fungos
entomopatogénicos utilizando métodos de microscopia eletronica ainda ¢ muito escassa.
Fiorotti et al. (2019) avaliaram os efeitos citotoxicos e ultraestruturais de M. robertsii
sobre células de R. microplus, e revelaram que apds a infeccdo fungica apenas
granuldcitos e plasmatocitos puderam ser observados, os demais tipos celulares nao, além
de diversas alteragcdes como vacuolizagdo, reducdo dos granulos nos granuldcitos e
diferentes estagios de degradacgao.

Bitencourt et al. (2021) avaliaram os efeitos de diferentes propagulos e isolados
de fungos entomopatogénicos, formulados ou ndo com 6leo sobre larvas de A. aegypti. E
evidenciaram que as larvas tratadas com a formulacdo oleosa apresentavam mais fungos
do que aquelas que foram tratadas apenas com suspensdo aquosa. Além disso, os fungos
apresentavam majoritariamente nas pecgas bucais, intestino e lobos perispiraculares das
larvas.

Dessa maneira, aplicar o uso de técnicas de microscopia em estudos que envolvam
a acdo acaricida de fungos entomopatogénicos, oleos essenciais e afins, ¢ de extrema
relevancia considerando que os mecanismos de interacao ainda nao sdo profundamente
conhecidos para determinados grupos de artropodes de importancia médico veterinaria.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local do Experimento

Os experimentos foram realizados na Estagdo Experimental para Pesquisas
Parasitologicas Wilhelm Otto Neitz (EEPPWON) pertencente ao Departamento de
Parasitologia Animal (DPA) do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, em Seropédica, Baixada Fluminense do Rio de Janeiro.

3.2 Obtencao do Isolado Fungico

O isolado fungico utilizado no experimento foi de Metarhizium pingshaense
isolado LCMSO09, isolado de amostras de solo do municipio de Seropédica — RJ (Latitude
22° 45’ 48” e Longitude 43° 40’ 49”) (Figura 3). O isolado em questdo foi selecionado
com base nos estudos sobre tolerancia a fatores abidticos e viruléncia em carrapatos,
realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Controle Microbiano
de Artropodes de Importancia Médico Veterinaria (LCM) (Corval et al., 2020). O
presente estudo teve acesso ao patrimonio genético brasileiro, portanto a pesquisa esta
registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético ¢ Conhecimento
Tradicional Associado (Sisgen) sob o codigo AA47CB6.

Figura 3: Colonia em ponto de indculo de Metarhizium pingshaense (LCM S09) em
substrato solido de aveia. Fonte: Acervo pessoal.
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3.3 Obtenciio dos Acaros Psoroptes ovis e Dermanyssus gallinae

Os acaros P. ovis utilizados nos experimentos foram obtidos através de coletas
realizadas em coelhos (O. cuniculus) naturalmente infestados, mantidos na cunicultura da
Pousada Vale dos Sonhos — Pirai (RJ). Para a coleta dos acaros ¢ a avaliagdo de fungos
entomopatogénicos para o controle dos mesmos, o estudo foi protocolado na Comissao
de Etica no Uso de Animais/IV/UFRRJ n° 1446131022. Os é4caros D. gallinae foram
coletados através de armadilhas de papelao depositadas na cama de aves de postura e
doados para esta pesquisa.

3.4 Oleo Essencial e Compostos Isolados

O ¢6leo essencial estudado foi selecionado por ja ter relatos na literatura a respeito
da a¢do de monoterpenos sobre artropodes, auxiliando em seu controle. O 6leo essencial
de M. piperita utilizado foi comercial da marca Via Aroma®, os compostos isolados
Mentol e Mentona foram os da marca Sigma®. Dessa maneira pode-se associar o 6leo
essencial e seus compostos isolados com o fungo M. pingshaense para avaliar sua
capacidade de controlar dcaros de importancia médico veterinaria.

3.5 Compatibilidade de Conidios de Metarhizium pinghsahense com Oleo Essencial
Mentha piperita

Conidios de M. pingshaense (LCMS09) foram cultivados em meio Agar Batata
Dextrose (BDA) adicionado de 0,01% de Extrato de Levedura em placas de Petri 90 x 15
mm e mantido em camara climatizada a 25 °C + 1 °C e UR > 80% e fotoperiodo de 12 h
por 14 dias. Apos esse processo os conidios obtidos foram suspensos em uma solugado de
4dgua destilada estéril com Tween® 80 a 1% (v/v), na concentragdo de 2x10° conidios/mL,
que foram quantificadas com auxilio de camara de Neubauer em microscopio optico de
acordo com Alves (1998). Diferentes concentracdes de dleo essencial de M. piperita
foram preparadas através da pesagem do 6leo essencial colocado em Tween® 80 a 1%
(v/v), apos esse processo em microtubo de 1.5 mL foram associadas a suspensdo fingica
e o Oleo essencial de M. piperita de modo que se obteve suspensdo final de 1x10°
conidios/mL e 0,3 mg/mL, 0,1 mg/mL ou 0,01 mg/mL de 6leo essencial. Apds She24h
do preparo das associagdes e dos grupos controle (somente fungo 1x10° conidios/mL), 20
pnL de cada suspensdo foi inoculada em placas de Petri contendo meio batata dextrose
agar e armazenados em camara climatizada a 25 °C £ 1 °C e UR > 80% e fotoperiodo de
12 h, por 24 h. Apds esse periodo a germinagdo fingica era quantificada e a viabilidade
relativa calculada segundo descrito por Braga et al. (2001). Os experimentos foram
considerados validos quando as placas de controle tinham pelo menos 95% de conidios
germinados. Os experimentos foram realizados trés vezes com diferentes lotes de
conidios.

3.6 Atividade Acaricida do Oleo Essencial de Mentha piperita ¢ Compostos Isolados

Um teste inicial onde trinta acaros adultos de P. ovis foram depositados em Placas
de Petri 60 mm x 15 mm contendo uma abertura de 4 x 4 cm e papel filtro fixado ao
fundo. Apds a separacao dos acaros, os grupos foram tratados com 1 mL de suspensao: I)
grupo controle (Tween 80% 1%); II) grupo 6leo essencial de M. piperita 0,3 mg/mL; I1I)
grupo o6leo essencial de M. piperita 0,1 mg/mL; IV) grupo 6leo essencial de M. piperita
0,01 mg/mL, V) grupo Mentol 0,3 mg/mL; VI) grupo Mentol 0,1 mg/mL; VII) grupo
Mentol 0,01 mg/mL; VIII) grupo Mentona 0,3 mg/mL; IX) grupo Mentona 0,1 mg/mL e
X) grupo Mentona 0,01 mg/mL, aplicando-se o tratamento sobre os acaros e o papel filtro
e fechando-se a Placa de Petri com auxilio de parafilme. ApoOs esse processo, as placas
foram depositadas em cdmara climatizada a 27 °C £ 1 °C e UR > 80% e o experimento
foi avaliado dia apods dia em ciclos de 24 h com o auxilio de microscopio esteroscopico,
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essa avaliacdo durou um periodo maximo de oito dias. Os acaros foram considerados
mortos quando nenhum movimento foi observado mesmo apos tocé-los com uma agulha.
Os testes foram realizados duas vezes com diferentes lotes de acaros, escolhendo-se a
menor concentracao capaz de controlar os acaros para conduzir os testes bioldgicos que
combinassem o Oleo essencial ao fungo M. pingshaense.

3.7 Andlise in vitro da Viruléncia de Metarhizium pingshaense, Oleo Essencial de
Mentha piperita e Compostos Isolados sobre Adultos de Psoroptes ovis

Adaptando-se a metodologia proposta por Fang et al. (2020), trinta dcaros adultos
foram coletados das crostas retiradas do conduto auditivo de coelhos naturalmente
procedendo-se como descrito na se¢do anterior. Apos a separagao dos acaros, 0s grupos
foram tratados com 1 mL de suspensdo: I) grupo controle (Tween 80® 1%); II) grupo M.
pingshaense (1 x108, 1x107 ou 1x10° conidios/mL); I1I) grupo 6leo essencial de Mentha
piperita (0,01 mg/mL); IV) grupo Mentol (0,01 mg/mL); V) Grupo Mentona (0,01
mg/mL); VI) grupo M. pingshaense associado ao 6leo essencial de M. piperita (diferentes
concentragdes conidiais + 0,01lmg/mL OE),; VII) grupo M. pingshaense associado ao
Mentol (diferentes concentracdes conidiais + 0,01mg/mL Mentol) e VIII) grupo M.
pingshaense associado a Mentona (diferentes concentragdes conidiais + 0,01mg/mL
Mentona), aplicando-se o tratamento sobre os acaros e fechando-se a placa de Petri com
auxilio de parafilme. ApoOs esse processo, as placas foram incubadas em camara
climatizada a 27 °C = 1 °C e UR > 80% e o experimento foi avaliado dia apds dia em
ciclos de 24 h com o auxilio de microscopio esteroscopico, durante um periodo maximo
de oito dias. Os acaros foram considerados mortos quando nenhum movimento foi
observado mesmo apos toca-los com uma agulha. Os experimentos foram repetidos trés
vezes.

3.8 Analise in vitro da Viruléncia de Metarhizium pingshaense, Oleo Essencial de
Mentha piperita e Compostos Isolados sobre Adultos de Dermanyssus gallinae

Adaptando-se a metodologia proposta por Fang et. al. (2020), trinta acaros adultos
foram coletados das armadilhas advindas na cama de aves de postura de galpdes
naturalmente infestados e depositados em placas de Petri como descrito na se¢ao anterior.
Ap0s a separagdo dos acaros, os grupos foram tratados com 1 mL de suspensao: I) grupo
controle (Tween 80® 1%); II) grupo M. pingshaense (1 %108, 1x107 ou 1x10°
conidios/mL); III) grupo dleo essencial de Mentha piperita (0,01 mg/mL); IV) grupo
Mentol (0,01 mg/mL); V) Grupo Mentona (0,01 mg/mL); VI) grupo M. pingshaense
associado ao o6leo essencial de M. piperita (diferentes concentragdes conidiais +
0,0lmg/mL OE), VII) grupo M. pingshaense associado ao Mentol (diferentes
concentragdes conidiais + 0,01mg/mL Mentol) e VIII) grupo M. pingshaense associado
a Mentona (diferentes concentracdes conidiais + 0,01mg/mL Mentona), aplicando-se o
tratamento sobre os acaros e fechando-se a placa de Petri com auxilio de parafilme. Apos
esse processo, as placas foram incubadas em camara climatizada a 27 °C £ 1 °C e UR >
80% e o experimento foi avaliado dia apo6s dia em ciclos de 24 h com o auxilio de
microscopio esteroscopico, durante um periodo maximo de oito dias. Os acaros foram
considerados mortos quando nenhum movimento foi observado mesmo apos toca-los com
uma agulha. Os experimentos foram repetidos trés vezes.

3.9 Avaliacao da Infeccao Fungica em Psoroptes ovis e Dermanyssus gallinae por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para a anélise microscopica de varredura (MEV), foram utilizados os grupos: CTR
Tween 80® 1%; LCMS09 10%; 0,01 mg/mL 6leo essencial de M. piperita; 0,01 mg/mL
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Mentol; 0,01 mg/mL Mentona; LCMS09 10®+ 0,01 mg/mL 6leo essencial de M. piperita;
LCMS09 108+ 0,01 mg/mL de Mentol e LCMS09 10%+ 0,01 mg/mL de Mentona, apds
24 h e 48 h de tratamento. Foram analisados um total de dez 4caros por grupo, exceto nos
grupos 0,01 EO (24 h) e S09 (48 h) de P. ovis, onde nove acaros foram analisados. Seguiu-
se o protocolo proposto por Bitencourt et al. (2021) de forma adaptada, para ambos os
acaros avaliados (P. ovis e D. gallinae), inicialmente foram fixados em glutaraldeido
2,5% (v/v) em Cacodilato de Sédio 0,1 M pH 7.2 por 24 h. Em seguida, foram lavados
trés vezes em Cacodilato de Soédio 0,1 M pH 7,2 (10 min), pds-fixados em solugdo de
Tetroxido de Osmio 1% por 1 h em temperatura ambiente e o procedimento de lavagem
foi repetido trés vezes (10 min). A posteriori, os dcaros foram desidratados em séries
ascendentes de etanol (7,5-90%) por 10 min e em etanol 100% trés vezes (10 min cada).
As amostras foram secas no ponto critico em CO2, metalizadas com ouro, examinadas e
fotografadas usando um Microscopio Eletronico de Varredura FEG Quanta 250 (Thermo
Fisher Scientific©, Hillsboro, OR, EUA - Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf
Barth/FIOCRUZ) para as leituras de P. ovis e Microscopio Eletronico de Varredura
Phenom ProX (Thermo Fisher ScientificO, Hillsboro, OR, EUA - Laboratorio
Multiusudrio de Ultraestrutura/UFRRIJ) para as leituras de D. gallinae.

3.10 Analise Estatistica

Os dados dos testes de compatibilidade foram submetidos a teste de normalidade,
transformados em arco seno (Vx/100) visando a normalizacdo de suas distribuigdes
(Banzato e Kronka, 2006). Em seguida, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) para
verificar os efeitos dos tratamentos dos tempos de exposicao e o teste de Tukey (P<0.05).
Os dados de mortalidade dos acaros foram submetidos, inicialmente, ao teste de
normalidade de distribui¢do de Shapiro-Wilk. Observado tal pressuposto, o efeito dos
grupos nos oito dias de avaliagdo foi avaliado mediante analise de varidncia (ANOVA),
seguida do teste de Skott-Knott (p<0.05) para agrupamento e comparacdo das médias
observadas. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software Prism Graph
Pad 10.2.3.
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4 RESULTADOS

4.1 Compatibilidade de Conidios de Metarhizium pingshaense com Oleo Essencial de
Mentha piperita

A germinagdo relativa dos conidios de M. pingshaense expostos a diferentes
concentragdes de Oleo essencial de M. piperita durante dois periodos de incubacdo ¢é
apresentada na Figura 4. Nao foram observadas variagdes estatisticas entre os fatores
testados (concentragdo do tratamento: F=2,11 ¢ P =0,108; tempo de incubagdo: F = 5,72
e P = 0,054; interagdo tratamento x tempo de incubacao: F = 1,71 ¢ P = 0,1734). As
suspensodes fungicas analisadas nas diferentes concentragdes de 6leo essencial (0,3, 0,1 e
0,01 mg.mL-1) e em tempos de incubagdo (5 h e 24 h), iguais estatisticamente ente si,
promoveram média geral de 99,7% de germinacdo, o que consideramos equivalente a
totalidade dos conidios analisados.

Average = 99,7%
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Figura 4: M¢édia e erro padrdo do percentual de germinacdo (%) de conidios M.
pingshaense (LCMS09), associados ou ndo com diferentes concentragdes do oleo
essencial de M. piperita (0,3 mg/mL; 0,1 mg/mL ou 0,01 mg/mL) por 5 h e 24 h. S09:
grupo controle (suspensdo de M. pingshaense a 1x10° conidios/mL); S09 + OE:
suspensdo fingica incubada com solu¢des de OE para atingir concentragdes finais de
1x10° conidios/mL e OE a 0,3 mg/mL, 0,1 mg/mL ou 0,01 mg/mL. A germinagdo dos
conidios foi avaliada 24 horas apos os tempos de incubagdo (5 ou 24 horas) (P > 0,05).

4.2 Atividade Acaricida do Oleo Essencial de Mentha piperita e Compostos Isolados

O OE de Mentha piperita e seus principais constituintes, mentol ¢ mentona,
reduziram significativamente a sobrevivéncia de adultos de P. ovis em comparagdo ao
grupo tratado com Tween 80® 1% (CTR) (Figura 5). A curva de sobrevivéncia do grupo
controle diferiu significativamente daquelas dos acaros expostos ao OE de M. piperita
nas concentragdes de 0,3 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = um dia; P < 0,0001;
= 130,3), 0,1 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = 1,5 dias, P <0,0001; %> = 66,3)
e 0,01 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = trés dias, P < 0,0001; ¥* = 106,3). Da
mesma forma, diferencas significativas foram observadas em grupos tratados com mentol
em concentragdes de 0,3 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = um dia; P < 0,0001;
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v*=128,1), 0,1 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia =um dia; P <0,0001; > =95,77)
e 0,01 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = trés dias; P < 0,0001; x> = 63,72), bem
como com mentona a 0,3 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = trés dias; P < 0,0001;
> =58,43), 0,1 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = trés dias; P <0,0001; > = 34,79)
e 0,01 mg/mL (tempo médio de sobrevivéncia = quatro dias; P < 0,0001; x> = 24,02).

Embora o OE de M. piperita a 0,3 mg/mL, o mentol a 0,3 mg/mL e o mentol a 0,1
mg/mL tenham sido os mais eficazes contra os acaros, a concentragao de 0,01 mg/mL foi
escolhida para bioensaios subsequentes contra adultos de P. ovis e D. gallinae, pois a
sobrevivéncia observada com a menor concentragdo ¢ satisfatoria por sua possibilidade
de aplicabilidade e a viabilidade financeira.
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Figura S: Porcentagem média de sobrevivéncia e erro padrdo de adultos de Psoroptes
ovis expostos ao 6leo essencial de Mentha piperita, mentol e mentona de acordo com
Log-rank (p <0,0001). CTR (4caros tratados com Tween 80® aquoso a 1%); 0,3 OE (0,3
mg/mL de Mentha piperita OE); 0,1 OE (0,1 mg/mL de M. piperita OE); 0,01 OE (0,01
mg/mL de M. piperita OE); 0,3 mentol (0,3 mg/mL de mentol); 0,1 mentol (0,1 mg/mL
de mentol); 0,01 mentol (0,01 mg/mL de mentol); 0,3 mentona (0,3 mg/mL de mentona);
0,1 mentona (0,1 mg/mL de mentona); 0,01 mentona (0,01 mg/mL mentona).

4.3 Anilise in vitro da Viruléncia de Metarhizium pingshaense, Oleo Essencial de
Mentha piperita e Compostos Isolados Sobre Adultos de Psoroptes ovis

Todas as suspensdes contendo fungos utilizadas nos tratamentos contra acaros
apresentaram viabilidade > 98%. A mortalidade de acaros adultos P. ovis em resposta a
diferentes tratamentos com concentracdes variaveis de M. pingshaense, 6leo essencial de
M. piperita, mentol, mentona e suas associacdes ¢ apresentada na Figura 6. Apos dois
dias de tratamento, as taxas médias de mortalidade variaram de 100% (S09 10%; S09 103
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+ oleo essencial; e S09 10® + mentona) a 21,67% (S09 10¢ + mentol). Quatro dias apds o
tratamento, os grupos S09 107 (84,33%), S09 10¢ (76,67%), S09 10¢ + OE (86,67%), S09
10° + mentol (80,89%) e S09 10° + mentona (83,11%) apresentaram taxas médias de
mortalidade significativamente diferentes dos demais grupos de tratamento e do controle
(40%). Nos mostrando que o grupo S09 106 + OE foi o mais interessante, considerando
a baixa concentracdo fingica e a mortalidade dos acaros frente aos grupos tratados com
concentragdes fingicas maiores em associacdo ou isoladamente ao OE e compostos
majoritarios.

A andlise de variancia para mortalidade entre os periodos avaliados revelou
diferencas significativas entre os grupos nos dias 2 e 4 (P<0,001), indicando que o tipo
de tratamento influenciou fortemente a mortalidade dos acaros durante esses momentos.
Coeficientes de variagdo (CV%) de 16,1% (2 dias) e 12,3% (4 dias) sugeriram
variabilidade moderada nos dados, o que ¢ tipico em experimentos bioldgicos.

Aos 6 e 8 dias apds o tratamento, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os grupos (P =0,41 e P > 0,5, respectivamente), visto que todos os grupos atingiram
taxas de mortalidade acima de 95%, incluindo CTR, sugerindo estabilizacdo dos niveis
de mortalidade e auséncia de efeitos do tratamento apds o quarto dia. O CV% corrobora
ainda mais essa interpretacdo, com 4,8% aos 6 dias e 0,0% aos 8 dias, indicando alta
uniformidade entre os grupos durante esses periodos. Em outras palavras, o efeito do
tratamento foi mais pronunciado até o quarto dia, tornando-se insignificante ou uniforme
a partir do sexto dia. Esse comportamento estd associado ao fato de P. ovis ser um
ectoparasito obrigatorio, cuja capacidade de sobrevivéncia fora do hospedeiro ¢
significativamente reduzida apds cinco dias de abstinéncia do parasitismo.
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Figura 6: Valores médios e erro padrao da mortalidade de Psoroptes ovis em resposta a
aplicacdo de diferentes tratamentos contendo Metarhizium pingshaense, 6leo essencial de
Mentha piperita, Mentol, Mentona ou a associagdo entre fungo e 6leo essencial ou
compostos isolados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Skott-Knott (p>0.05).

4.4 Analise in vitro da Viruléncia de Metarhizium pingshaense, Oleo Essencial de
Mentha piperita e Compostos Isolados sobre Adultos de Dermanyssus gallinae

Todas as suspensdes contendo fungos utilizadas nos tratamentos contra acaros
apresentaram viabilidade > 99%. A mortalidade de acaros adultos D. gallinae em resposta
a diferentes tratamentos com concentracdes variaveis de M. pingshaense, 6leo essencial
de M. piperita, mentol, mentona e suas associacdes ¢ apresentada na Figura 7. Quando
analisamos a mortalidade dos dcaros apds os tratamentos a cada 2 dias, comparando-os,
pode-se perceber que no segundo dia pos-tratamento os grupos LCMS09 108, LCMS09
108+ 0,01 OE, LCMS09 108+ 0,01 Mentol, LCMS09 103 + 0,01 Mentona, LCMS09 10’
+0,01 OE, LCMS09 107+ 0,01 Mentol, LCMS09 10° + 0,01 OE e LCMS09 10°+ 0,01
Mentol apresentam mortalidades que variaram de 50 a 85% para o acaro D. gallinae ¢
ndo diferiram estatisticamente entre si. No quarto dia pds tratamento, apenas 0s grupos
LCMS09 103, LCMS09 108+ 0,01 OE, LCMS09 103+ 0,01 Mentol, LCMS09 108+ 0,01
Mentona, LCMS09 107+ 0,01 Mentol e LCMS09 10° + 0,01 OE apresentam mortalidade
em mais de 90% dos acaros diferindo estatisticamente do controle de mais grupos de
tratamento. A partir do 6° dia, todos os grupos diferiram estatisticamente do controle, que
apresentou média de 30% de mortalidade ao 6° dia e de 55% ao 8° dia pds tratamento.
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Nesse contexto, nota-se que o tratamento S09 10° + OE apresentou-se como o mais

interessante em comparacdo com os demais tratamentos testados.
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Os acaros do CTR nao apresentaram crescimento fungico ou alteragdes estruturais
em seu gnatossoma ou idiossoma (Figuras 8A e 9A). Nos 4caros tratados apenas com o
fungo, o desenvolvimento micelial foi evidente 24 h apds o tratamento (Figura 8B) e
tornou-se mais evidente em 48 h (Figura 9B). Locais especificos da cuticula apresentaram
sinais consistentes com penetragao fingica, incluindo dilatagdes localizadas sugestivas
de formacao de apressorios (Figura 10). Em geral, a colonizagdo micelial ocorreu
inicialmente de forma mais proeminente na regido ventral dos acaros, provavelmente
devido ao contato continuo com o papel de filtro impregnado com suspensdes fingicas,
o que favorece a adesao e penetracdo de conidios nessa area.

Os grupos tratados apenas com OE de M. piperita (Figuras 8C e 9C) ou mentol 0,01
mg/mL (Figuras 8E ¢ 9E) e mentona 0,01 mg/mL (Figuras 8G e¢ 9G) apresentaram
desidratacao acentuada do corpo do acaro, sem diferengas visiveis entre 24 ¢ 48 h. A
associagdo do isolado S09 com o 6leo essencial de M. piperita (Figuras 8D e 9D) sugeriu
um atraso no desenvolvimento fingico, visto que o crescimento do tubo germinativo foi
mais visivel apenas 48 horas ap0s o tratamento (Figura 9D) em comparagdo com 24 horas
(Figura 8D). Da mesma forma, a progressao micelial fingica em acaros tratados com S09
e mentol (Figuras 8F e 9F) foi mais evidente 48 horas apos o tratamento (Figura 9F),
acompanhada de alteracdes distintas na forma corporal.

A associacdo de S09 + mentona (Figuras 8H e 9H) resultou em crescimento
fingico mais evidente 24 horas apos o tratamento (Figura 8H) em comparacdao com as
outras associagdes no mesmo periodo. Nesses acaros, foi possivel observar dilatagdes
compativeis com a formacdo de apressorio (Figuras 8H e 9H), indicando locais de
possivel penetracao cuticular.
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Figura 8: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes
ovis expostos por 24 h a conidios de Metarhizium pingshaense (S09), 0leo essencial de
Mentha piperita, mentol e mentona ou a associagdo entre fungo e 6leo ou fungo e
compostos isolados. (A) CTR; (B) S09 1 x 108%; (C) 0,01 OE; (D) S09 + OE; (E) 0,01
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mentol; (F) S09 + mentol; (G) 0,01 mentona; (H) SO9 + mentona. (g) gnatossoma, (1)
idiossoma, (sc) ventosa, (pd) pedicelo, (ol) bilobac¢do opistossomal, (os) cerda do
opistossoma, (s) cerda, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo germinativo, (ap) apressorio,
(?) fémea e (J) macho.

X100 100pm

X100 100pm

X100 100pm

Figura 9: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes
ovis expostos por 48 h a conidios de Metarhizium pingshaense (LCM S09), OE de Mentha
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piperita, mentol e mentona ou a associagdo entre fungo e 6leo ou fungo € compostos
isolados. (A) CTR; (B) S09 1 x 10% (C) 0,01 OE; (D) S09 + OE; (E) 0,01 mentol; (F)
S09 + mentol; (G) 0,01 mentona; (H) SO9 + mentona. (g) gnatossoma, (i) idiossoma, (sc)
ventosa, (pd) pedicelo, (ol) bilobagdo opistossomal, (cd) disco copulador, (os) cerda do

opistossoma, (s) cerda, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo germinativo, (ap) apressorio,
() fémea e (3') macho.
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Figura 10: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de Psoroptes ovis (A) 24 h e (B) 48 h apds a exposicdo de conidios de
Metarhizium pingshaense (S09). (cut) cuticula, (f) fungo, (con) conidios, (gt) tubo germinativo, (ap) apressorio.
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Para Dermanyssus gallinae foram realizadas imagens dorso-ventrais € ventro-
dorsais de adultos, machos e fémeas (Figuras 11 e 12) apds 24h (Figura 11A - 11H) e 48h
(Figura 12A — 12H) de tratamento. Pode-se observar que os grupos controle (Tween 80®
1%) ndo apresentaram crescimento fingico e nem alteracdes estruturais no gnatossoma
ou idiossoma dos acaros (Figura 11A e 12A). Nas imagens de acaros tratados apenas com
o isolado LCMSO09 (M. pingshaense) se observou bom desenvolvimento do micélio
fingico, evidenciando-se a presenga os conidios, tubos germinativos e apressorios de M.
pingshaense, independente do horario de tratamento 24h (Figura 11B) e 48h (Figura
12B). Quando observamos os grupos tratados com oleo essencial de M. piperita (Figura
11C e 12C) e seus compostos isolados Mentol (Figura 11E e 12E) e Mentona (Figura 11G
e 12G) ndo sdo observadas alteracdes estruturais significativas, independente do tempo
de avaliacdo, apesar do acaro tratado com 6leo essencial M. piperita 24h apresentar-se
mais desidratado visualmente. Nos grupos onde ocorreu a associagcdo entre o isolado
LCMS09 com o6leo essencial de M. piperita (Figura 11D e 12D) se observou
desenvolvimento micelial progressivo com a presenga de tubo germinativo. Para
LCMSO09 associado ao Mentol (Figura 11F e 12F), ndo houve desenvolvimento fungico
significativo, mas notou-se que os acaros apresentavam uma série de rachaduras no
idiossoma e desprendimento de estruturas do aparelho bucal e patas. Quando se associou
LCMS09 e Mentona (Figura 11H e 12H), observou-se diferencas quanto ao
desenvolvimento micelial para 24h (11H) e 48h (12H).

35



Figura 11: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de
Dermanyssus  gallinae expostos por 24 h a conidios de Metarhizium
pingshaense (LCMS09), 6leo essencial de Mentha piperita, Mentol e Mentona ou a
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associacao entre fungo e 6leo ou fungo e compostos isolados. Sendo (A) Controle (300
um); (B) LCM S09 (80 um); (C) 0,01 mg/mL de Mentha piperita (300 pm); (D) LCMS09
associado com 0,01 mg/mL de Mentha piperita (50 um); (E) 0,01 mg/mL de Mentol (300
um); (F) LCMSO09 associado com 0,01 mg/mL de Mentol (80 um); (G) 0,01 mg/mL de
Mentona (300 um); (H) LCMSO09 associado com 0,01 mg/mL de Mentona (50 um). Palpo
(pal), idiossoma (idi), pata 1 - 4 (pl — p4), escudo dorsal (ed), cerda (cer), fungo (f),
conidio (con), tubo germinativo (tg), apressorio (ap).
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Figura 12: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de adultos de
Dermanyssus  gallinae expostos por 48 h a conidios de Metarhizium
pingshaense (LCMS09), 6leo essencial de Mentha piperita, Mentol e Mentona ou a
associacao entre fungo e 6leo ou fungo e compostos isolados. Sendo (A) Controle (200
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um); (B) LCM S09 (100 pum); (C) 0,01 mg/mL de Mentha piperita (300 um); (D)
LCMSO09 associado com 0,01 mg/mL de Mentha piperita (30 pum); (E) 0,01 mg/mL de
Mentol (300 um); (F) LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de Mentol (100 um); (G)
0,01 mg/mL de Mentona (300 pm); (H) LCMS09 associado com 0,01 mg/mL de Mentona
(50 um). Palpo (pal), idiossoma (idi), escudo dorsal (ed), escudo anal (ea), abertura anal
(aa), pata 1 - 4 (pl — p4), cerda (cer), fungo (f), conidio (con), tubo germinativo (tg),
apressorio (ap), rac (rachadura).
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5 DISCUSSAO

Considerando que P. ovis e D. gallinae representam grandes desafios devido aos
altos impactos no bem-estar e na produtividade animal, e a crescente preocupagdo com a
resisténcia a acaricidas (Plant; Lewis, 2011; Abbas et al., 2014; Flochlay; Thomas;
Sparagano, 2017; Sturgess-Osborne et al, 2019; Ebani; Mancianti, 2021; Soler;
Germano; Larroza, 2022), ha necessidade de estratégias alternativas de controle. Estas
incluem o uso de compostos bioativos, 6leos essenciais e fungos entomopatogénicos
como parte do manejo integrado de pragas (Lekimme et al., 2006; Abolins et al., 2007,
Shang et al., 2016; Gay et al., 2020; Gu et al., 2020; Bayramoglu et al., 2024; Truong et
al., 2024). No entanto, no que diz respeito sobre a combinagdo de fungos
entomopatogénicos com OE para o controle de P. ovis, nunca foram feitos relatos,
enquanto que para D. gallinae poucos estudos foram realizados (Immediato et al., 2016).

O presente estudo relata, pela primeira vez, a associacdo do OE de M. piperita
com o fungo entomopatogénico M. pingshaense contra P. ovis e D. gallinae. O isolado
LCM S09 de M. pingshaense, quando combinado com OE nas concentra¢des de 0,3
mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL, ndo apresentou redu¢do na germinagdo fungica.
Estudos anteriores, no entanto, relataram efeitos fungicidas do OE de M. piperita e seus
constituintes contra outras espécies fingicas, como Aspergillus spp., Fusarium spp. €
Candida tropicalis (Bomfim; Queiroz; Santos, 2023; Rodrigues, 2024). Da mesma forma,
Borba (2024) observou inibi¢ao completa do crescimento de Metarhizium rileyi apos
inoculacdo com diferentes concentracdes de OE de M. piperita apds 14 dias de incubagao.
Apoiando essa hipotese, Bitencourt ef al. (2022) demonstraram que a associagdo do OE
de Schinus com as cepas M. anisopliae CG 153 e Beauveria bassiana CG 206
comprometeu a germinac¢ao de conidios em concentragdes superiores a 0,0050%. Esses
resultados sugerem que tanto a concentracdo de OE quanto a cepa fungica sdo fatores
criticos que influenciam a viabilidade fingica apds a exposi¢do. Rosas-Garcia et al.
(2019), por exemplo, relataram diferencas na germinagdo de diferentes isolados de M.
anisopliae quando associados ao OE de M. piperita a 5 e 10 pL / mL. Em contraste,
Gebauer et al. (2024) relataram compatibilidade entre B. bassiana e diferentes Oleos
essenciais de Mentha spp., incluindo M. piperita, e que essa associagdo controlou
Alphitobius diaperinus (o besouro-da-farinha). Consequentemente, tanto a concentragao
do 6leo essencial quanto a cepa flngica sdo fatores criticos que influenciam a viabilidade
do fungo apos a exposigao.

Metarhizium spp. sao bastante promissores no controle de P. ovis, tanto in vitro
(Smith et al., 2000; Abolins et al., 2007; Gu et al., 2020) quanto in vivo (Abolins et al.,
2007). Além disso, Perrucci et al. (1995) demonstraram que a aplicacao topica de 0,125%
de mentol resultou em 97% de mortalidade de P. ovis, uma descoberta consistente com a
eficacia relatada para outros 6leos essenciais e seus compostos bioativos (Ellse; Wall,
2013). No presente estudo, a maior concentragdo fungica (10?® conidios/mL), 48h apos o
tratamento, resultou em taxas de mortalidade de P.ovis superiores a 95% tanto no grupo
apenas com fungo quanto nos grupos tratados com o fungo combinado com OE, mentol
ou mentona. Ao mesmo tempo, nos grupos tratados com menores concentragdes fiingicas
(10 "¢ 10 ® conidios/mL) combinados com o OE ou compostos isolados, as taxas de
mortalidade variaram de 21.67% a 50%. Quatro dias ap6s o tratamento, mesmo 0s grupos
tratados com as menores concentragdes fungicas apresentaram taxas de mortalidade
acima de 75%, significativamente diferentes em comparacdo aos acaros do grupo
controle. Apesar disso, seis dias apos o tratamento, todos os grupos, incluindo o controle,
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apresentaram altas taxas de mortalidade. Esses resultados possivelmente estao associados
ao fato de P. ovis ser um ectoparasita obrigatdrio, cuja capacidade de sobrevivéncia fora
do hospedeiro ¢ significativamente reduzida apos cinco dias de retirada do parasitismo.
Além disso, Smith e colaboradores (1999) avaliaram os efeitos da temperatura e da
umidade sobre P. ovis fora de seus hospedeiros e descobriram que temperaturas proximas
a 30°C e umidade relativa na faixa de 95% reduziram a sobrevivéncia dos &caros para 5
dias, destacando as limitagdes dos ensaios in vitro.

Para D. gallinae observamos que a maior concentragao fungica (108 conidios/mL),
48 horas ap6s o tratamento, resultou em taxas de mortalidade de acaros que variaram de
51.3% a 62.8% para os grupos tratados com o fungo combinado com OE, mentol ou
mentona e 64.63% para o grupo tratado apenas com fungo. Ao mesmo tempo, nos grupos
tratados com concentracdes fingicas mais baixas (107 ¢ 10° conidios /mL) combinadas
com OE ou compostos isolados, as taxas de mortalidade variaram de 41.87% a 89.5%.
Quatro dias apds o tratamento, mesmo os grupos tratados com as menores concentracdes
fingicas apresentaram taxas de mortalidade acima de 71%, significativamente diferentes
em comparacdo com os 4caros ndo tratados. Dessa maneira a acdo de fungos
entomopatogénicos, oleos essenciais e compostos isolados também vem sendo estudada
ha bastante tempo, e diferentes espécies se mostraram eficazes no controle de D. gallinae
em ensaios in vitro. Estudos com fungos evidenciaram que a cepa fingica, umidade,
temperatura e a concentragdo de fungos utilizadas podem ser interessantes para o controle
do acaro vermelho das galinhas (Tomer et al, 2018; Immediato et al,, 2015; Hwang,
2023; Truong et al., 2024). Truong e colaboradores (2024) mostraram que a aplicagdo de
uma suspensdo de 1 x 107 conidio/ mL de M. pingshaense foi capaz de matar 97.78% dos
acaros em 10 dias de tratamento, corroborando com os achados que tivemos sobre a acdo
desse fungo, no presente estudo.

Quando falamos no uso de 6leos essenciais sobre D. gallinae diversos deles foram
testados contra o acaro, como: centro, mostarda, tomilho, lavanda e outros, como
mostram Ellse e Wall (2013) em uma revisao a respeito da aplicabilidade desses agentes
no controle de ectoparasitos. Mas, pensando na associagdo de fungos entomopatogénicos
e Oleos essenciais, Immediato e colaboradores (2016) perceberam que FEucalyptus
globulus a uma concentracdo de 0,2% e Beauveria bassiana a 1% 10° conidios/ mL
sozinhos ou associados, eram eficazes no controle de D. gallinae em 24h.

Nosso estudo buscou compreender a interagdo de M. pingshaense e o OE de M.
piperita e seus compostos majoritarios. A literatura cita o potencial da combinacdo de
fungos e compostos bioativos visando ao controle de artropodes. Lak et al. (2022)
demonstraram que a combinacdo de OE de erva-doce (Foeniculum vulgare), estragao
(Artemisia dracunculus) e lavanda (Lavandula angustifolia) com M. anisopliae aumentou
significativamente a mortalidade do gorgulho do feijao (Acanthoscelides obtectus). Da
mesma forma, Rocha et al. (2024) relataram que a combinacdo de OE e fungos
entomopatogénicos foi eficaz contra o mosquito da dengue Aedes aegypti, incluindo
evidéncias de uma interacdo sinérgica. Ferreira et al. (2024) também observaram que a
combinacdo de carvacrol com B. bassiana melhorou significativamente o controle das
fémeas de R. microplus e afetou negativamente sua capacidade reprodutiva.

Apesar de nossos resultados demonstrarem que, em alguns casos, a agdo do fungo
por si s6 foi suficiente para controlar P. ovis e D. gallinae (Figuras 6 e 7), M. piperita
possui propriedades antimicrobianas de amplo espectro, prevenindo ou controlando
infec¢des bacterianas e fingicas secundarias que exacerbam a inflamagao e os danos
teciduais no canal auditivo de coelhos ou a pele de aves intensamente afestados (Perrucci
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etal., 1995; Boukeloua; Yilmaz; Temel, 2017; Rosato et al., 2018). Assim, estudos como
0 nosso sdo importantes para compreender a compatibilidade entre o agente bioldgico e
o composto derivado de plantas, ampliar o espectro de acdo e aumentar a eficacia geral.

Sugerimos que alguns fatores podem contribuir para esses resultados: 1) a
complexidade quimica do OE pode variar em sua capacidade de promover o
desenvolvimento fungico dentro do contexto da cuticula do &caro, 2) os compostos
majoritarios, quando testados isoladamente, estavam mais concentrados, o que poderia
afetar negativamente o desenvolvimento fingico na cuticula do &caro e 3) fatores como
genética da planta, época de colheita e os métodos usados para secar e extrair o 6leo das
plantas podem influenciar a composi¢ao quimica do OE. Portanto, embora o OE completo
tenha demonstrado compatibilidade, os compostos majoritarios isoladamente podem
dificultar o crescimento fungico e a eficacia combinada (Khanavi et al., 2013; Rocha et
al., 2014; Riahi et al., 2015; Ebadollahi et al., 2017).

A andlise morfologica de P. ovis em 48 h pos-tratamento revelou desenvolvimento
micelial mais extenso em comparacao a 24 h, indicando progressao tipica do crescimento
fingico. A colonizagdo micelial ocorreu inicialmente de forma mais proeminente na
regido ventral dos acaros, provavelmente devido ao contato continuo com o papel de filtro
impregnado com suspensdes fungicas, o que favorece a adesdo e penetracdo de conidios
nessa area. Além disso, a ruptura e a desorganizacdo da estrutura cuticular foram
observadas em 4caros tratados com o fungo, seja sozinho ou em associagdo com OE ou
seus compostos isolados.

Essas alteragdes sdo consistentes com o modo de agdo esperado de fungos
entomopatogénicos, que penetram ativamente na cuticula do artropode por meio de uma
sequéncia de sete estagios: (1) adesdo conidial, (2) germinagdo, (3) formagao do tubo
germinativo, (4) desenvolvimento do apressorio, (5) colonizagdo interna dos tecidos do
hospedeiro, (6) crescimento externo na superficie do hospedeiro apds a morte e (7)
conidiogénese. Tais perturbagdes estruturais estdo intimamente ligadas a fatores
especificos do hospedeiro que podem modular a progressdo e o sucesso da infec¢ao
fungica. Exemplos desses fatores sdo: a resposta imune do hospedeiro, a composicao da
cuticula e a microbiota intestinal (Bittencourt; Mascarenhas; Faccini, 1999; Kirkland;
Westwood; Keyhani, 2004; Zimmermann, 2007; Ment et al., 2020; Correa et al., 2021;
Mesquita et al., 2023).

Quarenta e oito horas apds o tratamento de P. ovis, varios pontos na superficie
cuticular sugeriram penetragdo flngica, e a presenca de apressorios também foi
observada. O extenso desenvolvimento micelial 48 horas apds o tratamento sugere que a
morte do acaro pode ocorrer principalmente por asfixia, um efeito mecanico que pode
estar associado a dois fatores: (1) o micélio fungico pode ter obstruido as trocas gasosas,
particularmente relevante para dcaros astigmaticos que dependem da superficie corporal
para respiracdo, ¢ (2) a natureza hidrofobica dos OE, bem como seus principais
compostos, mentol e mentona, podem ter induzido estresse hidrico ou sufocacdo ao
romper as estruturas cuticulares nos grupos tratados (Serra-Freire; Mello, 2006; He et al.,
2016; Selles et al., 2021).

Ja na andlise morfologica de D. gallinae, foi observado desenvolvimento micelial
quando se compararam os acaros apos 24 e 48 h pds-tratamento. Notando-se que os
grupos tratados com fungo de forma isolada ou em associagdo com o OE e os compostos
mantinham uma diversidade de conidios sobre a superficie do idiossoma, mas ainda
progredindo com o desenvolvimento micelial apés 48 h de tratamento. Observou-se
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também que a maior parte dos conidios, aderiu-se a regido ventral do corpo dos acaros, o
que consolida o pensamento de que isso pode estar relacionado ao contato continuo com
o papel de filtro impregnado pelos tratamentos.

Nao foram notados desarranjos da estrutura cuticular, no entanto observou-se que
0s acaros com mais tempo de tratamento possuiam patas, estruturas do aparelho bucal na
regido do gnatossoma e por vezes parte do idiossoma bastante quebradigos. Ademais, 48
h pds tratamento, os grupos que haviam sido tratados com OE ou compostos majoritarios
de forma isolada ou em associacao, apresentavam maior rugosidade da estrutura cuticular
que os grupos controle e tratados apenas com o fungo. Estas alteracdes podem estar
associados a interacdo de D. gallinae com os agentes utilizados no tratamento, pois
Sioutas e colaboradores (2023) evidenciaram que ap6s o tratamento com nanoparticulas
de prata os acaros apresentavam rachaduras no exoesqueleto e desprendimento de patas.

Além disso, quando se observa maior desidratacao da estrutura cuticular, poderia
se pensar no protocolo de preparo para microscopia, considerando que Murillo, Aguilar
e Sanchez (2014) apos testarem multiplos protocolos de processamento, evidenciaram
que glutaraldeido e o tetréxido de dsmio podiam ndo ser boas op¢des para Tyrophagus
putrescentiae. No entanto, os grupos controle e fungo isolado ndo apresentaram tanta
desidrata¢do na estrutura corporal, indicando que a agdo do OE ou dos compostos isolados
pode sim ter contribuido para tais aspectos micrograficos.

Logo, no presente estudo, destacamos um passo fundamental para a compreensao
do processo de infeccdo de 4caros de relevancia veterindria por fungos
entomopatogénicos, particularmente aqueles do género Metarhizium. Nossos resultados
mostram o desenvolvimento micelial do fungo e as alteragcdes cuticulares que sdo
consistentes com a penetracao do fungo. Além disso, nossas descobertas reforcam o
potencial da combinacdo de fungos entomopatogénicos com OE e compostos isolados,
evidenciando que para ambos os 4caros estudados o tratamento S09 10° + OE foi
promissor no controle dos ectoparasitos. Essas informag¢des nos ddo subsidios para o
desenvolvimento de alternativas de controle mais eficazes, sustentaveis e
economicamente viaveis.
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6 CONCLUSAO

O isolado nativo de M. pingshaense demonstrou compatibilidade com o dleo
essencial de M. piperita nas concentragdes avaliadas (0,3, 0,1 e 0,01 mg/ml),
evidenciando a viabilidade de uso conjunto desses agentes no controle de P. ovis
e D. gallinae;

Tanto o isolado de M. pingshaense quanto o 6leo essencial de M. piperita e seus
principais compostos bioativos, Mentol e Mentona, apresentaram potencial
acaricida promissor contra P. ovis e D. gallinae;

O tratamento S09 10° + OE apresentou-se como uma escolha interessante,
considerando a eficacia na mortalidade de P. ovis e D. gallinae, € o custo beneficio
considerando as concentragdes de fungo e dleo utilizadas;

A anélise por microscopia eletronica de varredura em P. ovis evidenciou intenso
crescimento de micélio fungico sobre o corpo dos acaros, indicando alta
capacidade de colonizagao;

A mortalidade de P. ovis pode ocorrer tanto por asfixia — em decorréncia dos
efeitos fisicos do fungo, do 6leo essencial e de seus compostos — quanto por
infecgao direta;

Em D. gallinae a analise microscopica de varredura mostrou que também ocorreu
desenvolvimento micelial, principalmente na regido ventral, indicando
capacidade de colonizag¢ao pelo fungo;

Em D. gallinae notou-se fragilidade cuticular com exoesqueleto quebradigo;

A mortalidade de D. gallinae pode ocorrer tanto por asfixia — em decorréncia
dos efeitos fisicos do fungo, do 6leo essencial e de seus compostos — quanto por
infeccdo direta;

Esses achados destacam o potencial da integragcdo de fungos entomopatogénicos
com compostos bioativos derivados de plantas como parte de estratégias
sustentaveis para o controle de 4dcaros de importancia veterinaria.
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CERTIFICADO

Certificamas que & proposts intitulada "AVALIACAD DO EFEITD ACARICIDA DE Metarhizium pingshaenss ASSOCIADD
A OLEQ ESSEMCIAL DE Mertha piperita SOBRE Pioroptes ovis var. cunieuli®, pratocalada sob o CELIA n9 1446131022
v oz, S0 & respansabilidade de Patricla Sliva Gale & aquipe: Adriand da Silva Cameire Lopes; Thais Almeida
Corrda; Vichdaia Silvestre Bdrio; Lavra Nébregs Melralles - gue envalve a produBo, mandtendlo alou utilizacio de
animais pertercentes aa file Chordata, Subfile Vertebrata [exceto o homem), para find de pesquisa clertifica ou
Ereirsd - 25t de acordo com 05 preceitod da Leai 11.794 de B de outubra de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julka
de 29, bem como com a3 nofmas editadas pelo Conselbho Nacional de Contrale da Experimenta;bo Animal
[COMCEA], & foi APROVADA pela Comisaa de Etica no Usa de Animaid da Irdtitute de Veterindria da Universidade
Federal Rural do Rio d& Jareiro [CEUAJUFRER]} na reunilo de 2300172023,

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE ACARICIDE EFFECT OF Metarkizium pirgshaense ASSOCIATED TO
THE ESSENTIAL OIL OF Mentha piperita ON Pasropbes ovis var. curiculi®, uilizing 30 Rabbits (males and females),
protocal rumber CELW 1486131022 po ooy, under the responsibility of Patricla Silva Gélo and team; Adrisni da
Silva Carnelro Lapes: Thals Almeida Corrda; Victdria Silvestre Bdrig; Laura Nobrega Mairefles - which invalves the
production, mairtenance andfor use of animals belorging to the phylum Chondats, subphylum Vertebrata [scept
hurman beings), for scientific ressanch purposas or beaching - is in sccordance with Law 11,794 of October 8, 2008,
Decres GBS of July 15, 2009, a2 well 85 with the rules jssued by the National Council for Cantrol of Animal
Experimentation [CONCEA], and was APPROVED by the Ethic Committes an &rimal Use of the Veterinary institute of
Rural Federal University of Rlig de [aneir (CELYUFRRZ) in the mesting of 0172372023,

Finalidade da Propesta: Pesquisa (Acadbmica)
Vighncia da Proposta: de 0172027 & 1272024 Arear Parasitalogia Arimal

Origem:  Animaks dé proprietérics

Espicie:  Coelhos seun: Machos & Fdmeas  idade: 6 & 60 meses Quantidade: 30
Linkagem: Nova Zelandis Peso: 500 & 3000 g
Seropédica, 23 de janeiro de 2023
e L r
O
Prof. Dr. Fahio Barbaur Seott Wiviare de Scuzs Magalhbes
Conrdenadar d Comissao de Etcs no Lso de Animai Vice-Coardensdora da Comisslo de Btica no LUso de
Animais
Ingtituts de Veteringris da Universidade Federal Rural do  Irdtibubo de Vebednaria da Univerdidade Federal Rural do
Rin de jansire Ria de |ansing

BN 885 Kre 7/ Campin dia UFAR) - Saropidics - Al da jarsins - CES- 23950000 - he- 84 (71} 2802-3081
Heribric & atnrdirmes: M a 80 das 8 ki 1Th - e-nall: g e ulm@sgnallean
CEUA N 14881900
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Univarsidade Federal do Minas Gerais
@ Instituio de Cidncias Exatas U M
Departamenio de Quimica/ Celegiado de Extensac ( ;
Talafax: (31) 3409-5720 — e-mail:nucleo.sarvicos@gui.uimg.br

CERTIFICADO DE ANALISE QUIMICA
Solicitante: VIA AROMA Industria de Aromatizadores de Ambientes Litda CNPJ - 04.512.352/0001-17

OLEO ESSENCIAL de MENTA PIPERITA

Nome comercial: Oleo Essencial d= Menta Pipsrita Cemposigio Quimica
Momenclatura botanica: Mentha piperita L. -
Extragio: Destilagio Pico  [Rear Compasto Area %
Parte da planta: Folhas 1 1170 o-felandreno 0,7
2 1196 mircenao 0,1
L 3 1213 limoneno 1,7
A e - 4 17 1,8-cineal 47
& 1242 Z-g-ocameno 0,1
o - L [ 12860 E-p-ocimeno 0z
T 1420 mentona 233
o - B 1442 hidrato de cis-sshineno 08
a 1445 isomentona 58
10 1470 mentofuranos 0,1
e L o ™ 11 1525 aetato de mentila 6.8
Mirsn. Aocplra, s 0 T —- 12 1545 inzloal 1,3
Mima Angelina Meres da Siva = b= 13 1556 terpinen-4-ol 0,1
CQuimica UFMGDQ E = .
iaberom2Sdg@gulutmeg br 14 1586 B-caricfilens 3
M&wmaﬁgg&m n lm 15 1587 nec-mental 1,2
onba,

savaraiio oa 2023 18 1611 mentol 47,1
= - 17 1657 a-humuleno 0.1
18 1665 pulegona 0,3
- 19 1675 E-p-fameseno 0,8

14 - x
. ™ 20 1740 a-fameseno 0,1
outros 1,9

= -+ o

i & m A & &

Método de analise:

Cromatografia Gasosa de Alla Resclucin. Cromasdigrafo a Gaés AGILENT 70204 EC™wm-10 30m x
032nm x 0,26 pen_(Alkech]. Temp.: Coluna: 50°C (5 min), 3 °C !min a 200°C. Injetor 200°C Spht: 1/50.
Do for FID-Z20°C. Violeme do injecidio: 1 pl. 2.0 miv am acataio do atila

Avw. Antinic Carlos, 6527-Campus—Pampulha—Balo Horiz onie!/MG-Brasil - Cep:31.270- 004
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