/4 \UELS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

Marcos Vinicius Silva de Oliveira

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL DO
ACETILCARVACROL EM RATOS WISTAR.

Lavras - MG
2025



Marcos Vinicius Silva de Oliveira

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL DO ACETILCARVACROL EM RATOS
WISTAR.

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias, area de concentracdo Sanidade
Animal e Saude Coletiva, para obtencdo do
titulo de Doutor.

Prof. Dr. Rafael Neodini Remedio
Orientador
Prof.2 Dr.2 Ana Paula Peconick
Coorientadora

LAVRAS - MG
2025



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragdo de Ficha Catalografica da
Biblioteca Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Oliveira, Marcos Vinicius Silva de.
Avaliacdo Da Toxicidade Oral Do Acetilcarvacrol Em
Ratos Wistar. / Marcos Vinicius Silva de Oliveira. - 2024.
126 p.:il.

Orientador(a): Rafael Neodini Remedio.

Coorientador(a): Ana Paula Peconick.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2024.
Bibliografia.

1. Toxicologia. 2. Acaricida. 3. Fitoterapico. I. Remedio,
Rafael Neodini. Il. Peconick, Ana Paula. Ill. Titulo.




Marcos Vinicius Silva de Oliveira

AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL DO ACETILCARVACROL EM RATOS
WISTAR.

ORAL TOXICITY ASSESSMENT OF ACETYLCARVACROL IN WISTAR RATS.

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pos- Graduacdo em Ciéncias
Veterindrias, area de concentracdo Sanidade
Animal e Salude Coletiva, para obtencdo do
titulo de Doutor.

APROVADO em 20 de dezembro de 2024

Dr. Rafael Neodini Remedio

Dr.2 Ana Paula Peconick

Dr. Sidney de Almeida Ferreira

Dr. Eric Francelino Andrade

Dr. Fernando Antonio Frieiro Costa

Prof. Dr. Rafael Neodini Remedio
Orientador
Prof.2 Dr.2 Ana Paula Peconick
Coorientadora

LAVRAS - MG
2025



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio do Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Minas
Gerais (FAPEMIG), pela bolsa de doutorado, e a Universidade Federal de Lavras (UFLA),
pOr prover 0S recursos estruturais necessarios para o desenvolvimento desta pesquisa.

A minha esposa, Vanessa Alvarenga Silva, que tanto amo, pela paciéncia, ajuda e companhia
nos laboratérios por inimeros finais de semana durante toda a minha trajetoria académica de
po6s-graduacao.

A Prof.2 Dr.2 Ana Paula Peconick, minha coorientadora, sempre prestativa e sorridente em
todas as minhas solicitacbes. Durante todo o periodo de pds-graduacdo (mestrado e
doutorado).

Ao Prof. Dr. Fernando Antonio Frieiro Costa, pela boa vontade em contribuir para minha
formacéo e por estar presente desde a graduacdo, acompanhando-me durante toda a pos-
graduacéo (mestrado e doutorado).

Ao Prof. Dr. Sidney de Almeida Ferreira e ao Prof. Dr. Eric Francelino Andrade, a quem
tive a grande sorte de conhecer, deixo meu agradecimento por aceitarem compor a banca do
meu doutorado.

Ao Prof. Dr. Rafael Neodini Remédio, meu orientador, faltam-me palavras para descrever
seu extraordinario profissionalismo. Confesso que nunca antes recebi tanto conhecimento em
tdo pouco tempo de convivéncia. Como professor que também sou, espero um dia alcancar o
seu nivel, para transmitir adiante seus ensinamentos com tamanha destreza e sapiéncia, tal
qual me foram apresentados. Acredito firmemente que a maior satisfacdo de um educador €
observar a evolucdo de seu pupilo na busca pelo conhecimento. (Nesta parte, tive que me
inspirar nos agradecimentos do mestrado, pois nada mudou: vocé continua 0 mesmo

profissional dedicado que tanto admiro. Muito obrigado por tudo!).



“Q fato de a gente ndo entender
alguma coisa néo significa que ela
precisa ser explicada de uma forma
sobrenatural. A ciéncia vive da davida.
E a gente ndo precisa entender tudo
Para ter uma vida feliz e completa.
Prefiro viver com a duvida do que ser
enganado por uma ilusao”

(Marcelo Gleiser)



RESUMO

Os carrapatos sdo ectoparasitos de grande importancia médico-veterinaria, principalmente
devido ao fato de transmitirem diferentes patégenos. No entanto, o uso prolongado e
indiscriminado de acaricidas sintéticos tem resultado na selecdo de cepas resistentes. Por esta
razdo, nos ultimos anos, 0 uso de extratos de plantas para o controle de carrapatos se
intensificou. Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a toxicidade oral do
acetilcarvacrol em ratos Wistar, a fim de se definir dosagens efetivas e seguras para seu uso
no controle de carrapatos. Para isso, foram utilizados 20 ratos adultos da linhagem Wistar
(fémeas). Os grupos de tratamento receberam, diariamente por gavagem, 26, 52 e 104uL de
acetilcarvacrol diluido em 1mL de 6leo de milho, por 30 dias. O grupo controle recebeu
apenas o veiculo (6leo de milho), pelo mesmo periodo de tempo. Amostras de sangue foram
coletadas logo ap6s a eutanésia por aprofundamento de anestesia e puncdo cardiaca para
determinar a contagem de eritrocitos, contagem total e diferencial de leucdcitos, hematocrito,
volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e contagem de plaquetas. Os
ratos foram dissecados para remocdo dos seguintes Orgdos: estdbmago, intestino delgado,
figado, pancreas, coracédo e pulméo que foram fixados em paraformaldeido a 4%. As amostras
foram, entdo, desidratadas em etanol e, em seguida, embebidas e incluidas em parafina. Os
blocos foram seccionados em micrétomo, e as sec¢des coradas com hematoxilina-eosina e
montadas em balsamo do Canadd. Embora leves alteracGes tenham de fato sido observadas
em ratos expostos ao acetilcarvacrol por via oral, sua extensdo ndo foi grande o suficiente

para ocasionar danos permanentes ou irreversiveis.

Palavras-Chave: Toxicologia; Acaricida; Fitoterapico.



ABSTRACT

Ticks are ectoparasites of great medical-veterinary importance, mainly due to their ability to
transmit various pathogens. However, the prolonged and indiscriminate use of synthetic
acaricides has led to the selection of resistant strains. For this reason, in recent years, the use
of plant extracts for tick control has intensified. Therefore, the objective of this study is to
evaluate the oral toxicity of acetylcarvacrol in Wistar rats in order to determine effective and
safe dosages for its use in tick control. For this, 20 adult female Wistar rats were used. The
treatment groups received 26, 52, and 104 pL of acetylcarvacrol diluted in 1 mL of corn oil by
gavage daily for 30 days. The control group received only the vehicle (corn oil) for the same
period. Blood samples were collected immediately after euthanasia by deepening anesthesia
and cardiac puncture to determine erythrocyte count, total and differential leukocyte count,
hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, and platelet count. The
rats were dissected for the removal of the following organs: stomach, small intestine, liver,
pancreas, heart, and lungs, which were fixed in 4% paraformaldehyde. The samples were then
dehydrated in ethanol, embedded in paraffin, and sectioned with a microtome. The sections
were stained with hematoxylin and eosin and mounted in Canada balsam. Although slight
changes were indeed observed in rats exposed to oral acetylcarvacrol, their extent was not

large enough to cause permanent or irreversible damage.

Keywords: Toxicology; Acaricide; Phytotherapy.



INDICADORES DE IMPACTO

O objetivo deste trabalho é avaliar a toxicidade oral do acetilcarvacrol em ratos Wistar, a fim
de se definir dosagens efetivas e seguras para seu uso no controle de carrapatos. Diante dos
resultados obtidos, embora leves alteracdes tenham de fato sido observadas em ratos expostos
ao acetilcarvacrol por via oral, sua extensdo ndo foi grande o suficiente para ocasionar danos
permanentes ou irreversiveis. Entre as alteracGes estatisticamente significativas encontradas e
as hipdteses levantadas, é indispensavel enfatizar a proporcéo das alteracGes e a significancia
estatistica dos dados obtidos. As concentracBes equivalentes aos tratamentos 1 e 2 nao
produziram efeitos adversos relevantes, podendo ser consideradas seguras para uso, tendo em
vista, especificamente, os parametros aqui analisados. Considerando seu potencial no controle
de carrapatos, sugere-se que a aplicacdo de acetilcarvacrol, em associagdo com outros
produtos quimicos que atuem de forma sinérgica, possa potencializar seus resultados e reduzir
seus efeitos toxicos no organismo dos hospedeiros.

IMPACT INDICATORS

The objective of this study is to evaluate the oral toxicity of acetylcarvacrol in Wistar rats in
order to define effective and safe dosages for its use in tick control. Based on the results
obtained, although slight changes were indeed observed in rats exposed to oral
acetylcarvacrol, their extent was not large enough to cause permanent or irreversible damage.
Among the statistically significant changes found and the hypotheses raised, it is essential to
emphasize the proportion of the changes and the statistical significance of the obtained data.
The concentrations corresponding to treatments 1 and 2 did not produce any relevant adverse
effects and can be considered safe for use, specifically regarding the parameters analyzed
here. Considering its potential for tick control, it is suggested that the application of
acetylcarvacrol, in combination with other chemicals that act synergistically, may enhance its
results and reduce its toxic effects on host organisms.
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1. INTRODUCAO

Rhipicephalus sanguineus é um dos carrapatos mais disseminados no mundo, sendo
um ectoparasito comum de cdes que vivem em é&reas urbanas e rurais. A distribuicdo
cosmopolita deste carrapato é, em parte, favorecida por sua capacidade de sobreviver em
diferentes contextos ambientais e sob condi¢fes climaticas varidveis. Embora R. sanguineus
seja um ectoparasito tipico de cdes, ele pode ocasionalmente parasitar outros hospedeiros,
incluindo humanos. Assim, R. sanguineus é um vetor competente de Varios patdgenos
causadores de doencas em cdes, como Babesia vogeli, Ehrlichia canis e Hepatozoon canis, e

em humanos, é transmissor de Rickettsia conorii e R. rickettsii.

Por essa razdo, é fundamental o controle desses parasitos, comumente realizado pelo
uso de defensivos quimicos, principalmente acaricidas sintéticos, que séo a forma de controle
de carrapatos mais utilizada comercialmente. Dentre 0s grupamentos quimicos sintéticos mais
aplicados no controle de carrapatos em animais de pequeno porte estdo os carbamatos, os
organofosforados, os piretroides, as lactonas macrociclicas, os fenilpirazdis e as amidinas,
com modos de acdo e eficacia distintos, embora provoguem danos generalizados ao atacar
tanto organismos-alvo quanto ndo-alvo. Seu uso indiscriminado promove a selecdo de
populacdes resistentes, além de resultar em bioacumulacdo em toda a cadeia alimentar e em
efeitos toxicos e/ou alérgicos em seres humanos e outros animais, 0 que aumentou o interesse

de cientistas no aprimoramento das formas de controle.

Com um conceito mais sustentavel, deu-se inicio a procura por produtos nao
tradicionais para conter a proliferacdo de carrapatos. Evitar o uso de produtos sintéticos
convencionais em busca de uma solucdo alternativa € um pensamento que vem crescendo.
Uma nagdo como o Brasil dispde de vasta biodiversidade em nivel de flora, o que oferece
enorme oferta de extratos de plantas, Gleos essenciais e seus principios ativos. 1sso pode
reduzir os custos de aplicacdo em comparacdo aos compostos sintéticos. Além disso, esses

produtos apresentam rapida degradacdo e geram baixa contaminacdo ao meio ambiente.

O carvacrol, um monoterpeno aromatico oxigenado geralmente presente nos 0Oleos
essenciais de plantas como Origanum sp. e Thymus sp., tem sido utilizado em baixas
concentragdes como aromatizante e conservante de alimentos, bem como fragrancia em

formulagBes cosméticas. Também demonstrou atividade acaricida significativa, podendo ser
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considerado uma opgdo promissora para o controle dos carrapatos. Entretanto, de maneira
oposta a crenca popular, o uso de plantas medicinais ndo é desprovido de risco, levando em
conta que, além do principio ativo terapéutico, a mesma planta pode conter outras substancias
que podem ser toxicas. A aplicacdo do carvacrol, por exemplo, ocasionou irritacdes na pele de
coelhos apos sua utilizacdo na dose de 2.700 mg/kg.

Alguns estudos relataram que a acetilagdo do carvacrol pode aumentar sua acgao
biol6gica, a0 mesmo tempo em que diminui sua toxicidade para mamiferos. O processo de
substituicdo nucleofilica acilica possibilita a obtencdo do acetilcarvacrol (5-isopropil-2-
metilfenolacetato), um composto semissintético com atividade anti-helmintica,
antiesquistossdmica e carrapaticida, além de atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antioxidante, anticonvulsivante e potencial ansiolitico. A aplicacdo de acaricidas alternativos,
isolados e/ou em combinagdo com outros métodos ou produtos, pode ter um papel importante
no controle parasitario, contribuindo para a reducdo do uso de pesticidas sintéticos e,

consequentemente, gerando menores impactos ao meio ambiente.

Colocando a prova o carvacrol e o acetilcarvacrol, foi demonstrado que o composto
acetilado apresentou menor toxicidade aguda em camundongos apdés administracdo em dose
Unica por gavagem. Em um teste de toxicidade subcronica, os parametros bioguimicos e
hematoldgicos de ratos tratados com acetilcarvacrol e acetilcarvacrol nanoencapsulado néo
diferiram significativamente em relacdo ao grupo controle. No entanto, foram observadas
alteracdes em alguns 6rgéos, como o figado, rim e baco, nos animais tratados, mas 0 mesmo

ndo ocorreu no pulméo, estdmago e intestino.

Observou-se que a concentracdo de 26,16 puL/mL de acetilcarvacrol foi capaz de
causar a mortalidade de 90% dos carrapatos da espécie R. sanguineus em testes in vitro. Além
disso, a concentracdo de 8,0 puL/mL deste produto foi suficiente para gerar 91% de eficacia,
afetando a reproducdo de R. sanguineus. Contudo, embora alguns estudos tenham
demonstrado efeitos toxicos do acetilcarvacrol em animais vertebrados, nenhum dos
experimentos utilizou concentracdes comprovadamente eficazes no controle de R. sanguineus.
Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar e determinar a toxicidade oral do
acetilcarvacrol apo6s a aplicacdo de doses repetidas por gavagem em ratos Wistar (Rattus
norvegicus), utilizando valores de concentracdo baseados em estudos prévios com R.

sanguineus.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Carrapatos

Em torno de 900 espécies de carrapatos ja foram descritas, pertencentes ao dominio
Eucariota, reino Animal, sub-reino Metazoa, filo Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe
Arachnida, subclasse Acari, ordem Ixodida. Estdo distribuidos em trés familias:
Nuttalliellidae, Argasidae e Ixodidae (PFAFFLE et al., 2013; REY, 2013; EPICENTRO,
2022).

S&o ectoparasitos hematdfagos obrigatérios em pelo menos uma fase de sua vida
(BARKER et al., 2004). Sao de pequeno porte, em torno de 0,25 mm de didmetro quando nao
alimentados ou pouco alimentados, achatados dorsoventralmente, com a extremidade ovalada
ou eliptica e a superficie dorsal moderadamente convexa. Seu aparelho bucal é muito
quitinoso, com uma unica estrutura denominada capitulo ou gnatossoma, que se divide em
base do capitulo, palpos, hipostdmio e queliceras. Os dois Ultimos formam as pecas bucais
(NEVES et al., 2016).

Na parte dorsal do idiossoma (corpo) dos carrapatos ixodideos encontra-se o escudo,
gue nos machos cobre praticamente todo o dorso, enquanto nas larvas, ninfas e fémeas reveste
aproximadamente um terco da regido anterior dorsal. Na parte ventral do idiossoma estdo as
pernas, dispostas em quatro pares em ninfas e adultos, e apenas trés pares em larvas. A
abertura anal e os orificios genitais, ausentes em larvas e ninfas, podem ser encontrados na
porcdo posterior do ventre. Em todos os grupos de carrapatos, o ciclo de vida consiste em
quatro estagios de desenvolvimento: o ovo e trés fases parasitarias ativas, larva, ninfa e
adultos, que podem ser divididos em machos e fémeas (SONENSHINE; ROE, 2014,
TAYLOR et al., 2017).

Ja os argasideos sdo chamados de “carrapatos moles" por ndo possuirem um escudo
dorsal. Os Nuttalliellidae, por sua vez, contam com apenas uma espécie descrita, Nuttalliella
namaqua, conhecida como "fossil vivo" pois apresenta caracteristicas exclusivas tanto dos
carrapatos duros quanto dos moles, 0 que a coloca em uma posicao basal na arvore evolutiva
dos carrapatos (SONENSHINE; ROE, 2014).

O método espoliativo provocado pela alimentagdo desses carrapatos interfere no ganho

de peso ao longo da vida do animal vertebrado, podendo causar anemias severas



17

(NOGUEIRA et al., 2020). Além disso, a inoculacdo de toxinas no sistema circulatorio do
hospedeiro pode influenciar na sintese proteica, resultando em uma desordem na quantidade
de lipideos e proteinas, com aumento no volume de gorduras (GOMES, 1998). Na saliva de
varias espécies de carrapatos estdo presentes neurotoxinas que podem ser inoculadas na
corrente sanguinea do hospedeiro durante a alimentacdo do parasito, podendo bloquear a
conducdo neuromuscular de forma ascendente, estimulando uma paralisia flacida que se
instala rapidamente, dependendo do nivel de acometimento, podendo ocasionar insuficiéncia
cardiaca e até mesmo levar a morte (EDLOW; Mc GILLICUDDY, 2008). Durante o repasto
sanguineo, os carrapatos também podem estimular resposta imunoldgica leve ou severa,
devido a saliva, que carrega uma enorme variedade de moléculas farmacologicamente ativas
voltadas para facilitar o processo de succdo de sangue (ALARCON-CHAIDEZ et al., 2006;
NICHOLSON et al., 2019). Outro dano direto ndo menos importante é causado pela
espoliacdo do parasito no couro do animal da pecuaria, pois, ao se prender, o carrapato
introduz o hipostdomio, um 6rgdo quitinoso e serrilhado, que lesiona o couro, contribuindo
para o0 surgimento de novas patologias secundarias, como miiases cutaneas, ocasionando
grandes perdas econdmicas no setor de couro na pecuaria (GONZALES; SERRA-FREIRE,
1992).

Tudo isso se deve a incrivel capacidade vetorial dos carrapatos de transmitirem
doencas, aplicando-se as seguintes particularidades parasitarias: habito alimentar exclusivo de
sangue em todos 0s seus estagios de vida; boa adesdo aos hospedeiros, impossibilitando sua
remocdo; ingurgitamento longo, permitindo ao carrapato tanto adquirir quanto inocular
patogenos; adaptacdo a diferentes vertebrados, possibilitando a veiculagdo de microrganismos
entre espécies distintas; grande resisténcia nos estagios de vida livre que ocorrem no
ambiente, proporcionando tempo para a proliferacio de microrganismos; transmissao
transovariana, gerando descendentes com a habilidade de transmitir e funcionar como
eficientes reservatorios de patdgenos; raros inimigos naturais; e um grande escudo que gera
resisténcia as intempéries ambientais, permitindo a perpetuacdo da espécie (HARWOOD &
JAMES, 1979; SONENSHINE; ROE, 2014).

O ciclo de vida de todos os carrapatos duros consiste em quatro estagios: ovo, larva,
ninfa e adultos. Em cada fase de vida ativa, o carrapato se alimenta apenas uma vez, embora
as fémeas separadas a forca de seus hospedeiros sejam capazes de se reafixar e continuar a
ingestdo de sangue. No entanto, apds atingir uma massa critica, as fémeas desprendidas nédo

conseguem se reconectar ao hospedeiro, embora possam produzir alguns ovocitos. Vale notar



18

que, apés um determinado periodo de alimentacdo e o consumo de certa quantidade de
sangue, as fémeas separadas de seus hospedeiros podem realizar a oviposicdo (BALASHOQOV,
1998; SZABO, BECHARA, 1999).

O carrapato-vermelho-do-cdo, Rhipicephalus sanguineus, é capaz de transmitir uma
grande variedade de microrganismos causadores de doencas, como, por exemplo: Ehrlichia
canis, bactéria causadora da erliquiose monocitica canina (GROVES et al., 1975; MORAES-
FILHO et al., 2015); Babesia canis vogeli, protozoario causador da babesiose canina
(REGENDANZ, MUNIZ, 1936; MGHIRBI, BOUATTOUR, 2008); Hepatozoon canis,
protozoario causador da hepatozoonose canina (NORDGREN e CRAIG, 1984; BANETH et
al., 2001); Rickettsia conorii, bactéria causadora da febre maculosa do mediterraneo
(BRUMPT, 1932; MATSUMOTO et al., 2005); R. rickettsii, causadora da Febre Maculosa
das Montanhas Rochosas (DEMMA et al., 2005; WIKSWO et al., 2007). Além disso, esses
carrapatos podem transmitir mais de um microrganismo concomitantemente em um mesmo
repasto sanguineo, permitindo que o animal hospedeiro adquira mais de uma doenca ao
mesmo tempo (VAIRAMUTHU et al., 2012). Particularmente em suas fases de larva e ninfa,
esse parasito € capaz de se alimentar em humanos com maior frequéncia do que se julgava
anteriormente (CARPENTER et al., 1990; HARRISON et al., 1997; MANFREDI et al.,
1999), sendo possivel que, nesses estagios, atue como vetor de R. conorii e R. rickettsii
(PALMAS et al., 2001).

2.2.  Controle

O controle de ectoparasitos por meio do uso de produtos quimicos ainda é a forma
mais utilizada e eficaz de tratamento, tanto no meio agropecuario quanto em animais
domésticos, desde que aplicado de forma adequada (GOMES et al., 2011; CAMPOS, 2022).
Entre os conglomerados de produtos quimicos sintéticos mais utilizados no controle de
carrapatos em vertebrados estdo os fenilpirazois, as lactonas macrociclicas, as amidinas, 0s
piretroides, os organofosforados e os carbamatos, que possuem diferentes mecanismos de
acdo e eficacia (FERNANDES et al., 2010). Quando utilizados incorretamente e de forma
indiscriminada, esses produtos aceleram a selecdo de populacdes de carrapatos resistentes aos
diferentes tipos de defensivos quimicos (FREITAS et al., 2004; JUNIOR et al., 2005),
gerando a necessidade de dosagens maiores e aplicagdes em intervalos menores (KLAFKE et
al., 2017). Além disso, esses produtos podem causar efeitos toxicos em animais, plantas e

seres humanos, bem como contaminar o solo e a &gua (TSABOULA et al., 2016).
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De modo geral, a maior parte dos carrapaticidas exerce acdo neurotoxica, € 0S
carrapatos, em contrapartida, podem desenvolver varios mecanismos de resisténcia ao ataque
quimico, uma vez que a resisténcia &€ uma caracteristica natural da evolucdo de cada espécie.
Como consequéncia, a resisténcia pode surgir de trés formas principais: resisténcia metabdlica
e detoxificacdo celular, perda de sensibilidade no sitio de acdo e reducdo da penetracdo do
produto na cuticula do carrapato (HEMINGWAY et al., 1998; OAKESHOTT et al., 2003;
FFRENCH-CONSTANT et al., 2004).

Nas populagdes, ocorrem naturalmente alteracfes no DNA, como mutacfes genéticas.
Quando um novo acaricida sintético é introduzido pela primeira vez para o controle de um
parasito, individuos resistentes sdo raros; entretanto, com o aumento da frequéncia de
aplicacdo do produto, ha uma pressao seletiva nos individuos, resultando em um aumento no
numero de individuos resistentes. Devido ao curto ciclo de vida dos carrapatos e a sua alta
fecundidade, a resisténcia pode se expandir e se espalhar rapidamente através da populacao
(WOLSTENHOLME et al., 2004).

2.3. Fitoterapicos

A utilizacdo em longo prazo dos carrapaticidas tradicionais tem sido responsavel pela
selecdo de linhagens de carrapatos resistentes, bem como por efeitos toxicos observados em
hospedeiros. Esses fatores, somados as necessidades indispensaveis de cuidado com o meio
ambiente, tornam necessaria a busca por produtos alternativos para o controle desses
parasitos, que sejam mais ecoldgicos e sustentaveis (BENELLI et al., 2016). Como o Brasil
possui uma grande diversidade de plantas, seus derivados vém ganhando espaco no controle
populacional desses animais (ALVES et al., 2012). Assim, 0 uso de produtos de origem
vegetal contendo compostos acaricidas tem sido proposto para reduzir o impacto ambiental e
econémico dos produtos sintéticos (CRUZ et al., 2013; BENELLI, 2015; BENELLI et al.,
2016; HABEEB, 2010).

Oleos essenciais e extratos vegetais se mostram como uma alternativa promissora no
controle desses parasitos, devido a ampla variedade de espécies de plantas com propriedades
antiparasitarias, a grande abundancia e ao baixo custo (BENELLI et al., 2016). Inameros
experimentos com extratos vegetais, 6leos essenciais e principios ativos isolados de diversas
espécies de plantas tém sido realizados em todo o mundo, na tentativa de controlar populacdes

de carrapatos em diferentes estagios de vida. Esses métodos de controle podem ocorrer tanto
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por meio da mortalidade quanto pela reducdo do potencial reprodutivo dos parasitos,
demonstrando resultados significativos (KHODADAD; MEHDI, 2007; ANDREOTTI et al.,
2013; CAMPOS et al., 2015; PAZINATO et al., 2016).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, volateis, em sua
maioria liquidas e odoriferas. Também podem ser denominados dleos etéreos ou Oleos
volateis. Essas denominagdes decorrem de suas propriedades fisico-quimicas, como o fato de
serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente e possuirem aroma
agradavel e intenso (BRUNETON, 1995; SIMOES; SPITZER, 1999). Embora sejam misturas
complexas, contendo uma enorme quantidade de compostos diferentes, a predominancia de
compostos fenilpropandides e/ou terpénicos com conformagGes quimicas interligadas torna a
sua composicao relativamente simples (TAPPIN et al., 2004).

A extracdo desses Oleos pode ser feita a partir de diferentes partes da planta, como
sementes, raizes, brotos, madeiras, cascas, folhas, flores e frutos. Na boténica, esses 0leos
desempenham func¢des como a atracdo de insetos polinizadores, aumentando a efetividade da
reproducdo, além de atuarem como repelentes contra insetos predadores de plantas,
protegendo o tecido vegetal contra fungos e bactérias prejudiciais. Eles também podem inibir
a germinacdo de sementes de plantas parasitos ou competidoras nas proximidades (alelopatia)
(PINHEIRO, 2003).

Em uma revisédo sistematica, verificou-se que os diferentes dleos essenciais estudados
provocaram acdo repelente, independentemente da espécie e do estdgio de vida dos
carrapatos. Observou-se ainda que, em testes de curto prazo, concentracGes de Oleos
essenciais acima de 1% ja causavam mais de 70% de repeléncia, enquanto concentracfes
superiores a 10% geralmente levavam a repeléncia total (BENELLI; PAVELA, 2018).

Compostos acaricidas presentes nos 0Oleos essenciais de muitas plantas tém sido
investigados para o controle de carrapatos, por causarem alteracbes em varias partes internas
dos parasitos, afetando o funcionamento fisiologico e/ou metabolico, o repasto sanguineo e a
fecundacdo (ANHOLETO et al., 2020; LIMA DE SOUZA et al., 2019; REMEDIO et al.,
2015). Em estudos laboratoriais, plantas da familia Lamiaceae, como o Origanum bilgeri,
demonstraram grande capacidade de fornecer produtos com o principio ativo carvacrol,
molécula presente em maior concentracdo nos extratos vegetais dessa familia, que atua no
controle de carrapatos (KOC et al., 2013). Em nova revisdo sistematica, verificou-se que

varios bioativos naturais retirados de extratos vegetais testados no Brasil tém potencial no
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controle de carrapatos, sendo o carvacrol e o timol as substancias com maior concentragéo
nesses bioativos naturais (BRESSANIN et al., 2020).

Contudo, algumas limitagfes dos produtos vegetais precisam ser superadas, como a
baixa hidrossolubilidade, instabilidade quimica e alta volatilidade (GANAN; BRIGNOLE,
2011). Além disso, diversos fatores podem alterar a quantidade, qualidade e composi¢do dos
extratos vegetais, como temperatura, maturidade da planta, constituicdo do solo, volume de
agua, parte da planta utilizada para a extracao, predadores naturais, composicao do ar, clima,
nutrientes, altitude e intensidade luminosa (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2003).

2.4. Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) (Figura 1) € um monoterpeno fendlico com
formula molecular CioH14O. Estd presente em varias espécies de plantas medicinais e
aromaticas, especialmente no tomilho (Thymus sp.) e no orégano (Origanum sp.), assim como
seu isdmero, o timol (KULISIC et al., 2004; SANTORO et al., 2007). Em temperatura
ambiente, apresenta-se na forma liquida, de cor amarelo claro, com densidade de 0,975 g/mL,
odor aromatico semelhante ao do orégano e coeficiente de particdo n-octanol/agua de 3,52.
Seu ponto de fusdo é de 2°C e seu ponto de ebulicdo varia entre 234°C e 236°C (NEVES,
2009). O carvacrol tem alta afinidade com produtos oleosos (lipofilico), baixa solubilidade em
agua e caracteristicas pungentes. H4 muito tempo é utilizado em larga escala como aditivo
pela industria alimenticia, por ser capaz de conservar alimentos (BASER, 2008; GUARDA et
al., 2011).

Os monoterpenos pertencem a um grande e diverso grupo de compostos quimicos
chamados terpenos, e sdo representantes de uma classe de compostos organicos de ocorréncia
natural cuja estrutura quimica consiste em dois isoprenos ligados. Cada isopreno é formado
por cinco atomos de carbono ligados a oito atomos de hidrogénio (CsHs) (BAKKALI et al.,
2008).
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Figura 1. Estrutura quimica do carvacrol.

OH

Fonte: PEIXOTO-NEVES et al., (2010).

O carvacrol, assim como seu isémero, o timol, apresenta boas propriedades
toxicoldgicas e provoca pouca irritacdo epidérmica quando aplicado em baixas concentragoes.
Posto isso, intensificou-se o interesse pelo uso desse principio ativo como promotor de
penetracdo cutanea para melhorar a administracdo de farmacos por via topica
(CHANTARSAT, 2009).

Ap0s a exposicdo e metabolizacdo, o carvacrol € eliminado depois de 24 horas, em
quantidades decrescentes na urina (SCHELINE, 1991). Este composto foi aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA, Estados Unidos) para uso em alimentos e seu emprego foi
incorporado pelo Conselho da Europa na lista de aromas quimicos que podem ser adicionados
a alimentos em niveis de até 2 ppm em bebidas, 5 ppm em comidas e 25 ppm em doces (DE
VINCENZI et al., 2004). O carvacrol também demonstrou atividade antioxidante, comparavel
a de varios 0leos essenciais. Antioxidantes protegem as células de danos causados por radicais
livres, atuando na prevencdo e neutralizacdo do dano oxidativo, o que é essencial para a
manutencdo da salde e prevencao de doencas (ANTHONY et al., 2012).

Segundo Lai et al. (2012), o carvacrol mostrou atividade antiviral contra o Herpes
Simplex tipo 1, possivelmente devido a sua interacdo com o envelope viral. Sua aplicacédo
topica pode ser uma alternativa mais acessivel para o tratamento dessas infecges. Também
apresentou atividade fungicida contra cepas de Candida albicans, enquanto o fluconazol,
utilizado como controle, exibiu efeito fungistatico. A acdo antifingica do carvacrol foi
atribuida a inibicdo da biossintese de ergosterol e a inducdo de porosidade na membrana do
fungo (AHMAD et al.,, 2011). Além disso, o carvacrol demonstrou forte atividade
antibacteriana contra onze espécies de bactérias patogénicas para seres humanos, superando

até a estreptomicina, um antibiético usado como controle. Sua a¢do antimicrobiana esta
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relacionada a sua estrutura fenodlica, que pode interferir em enzimas da parede celular
bacteriana, como quitina sintetase ou quitinase (SOKOVIC et al., 2010). O carvacrol também
apresentou atividade significativa contra parasitos, com uma concentragdo letal média (CL50)
de 3,0 pg/mL contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi e de 28,0 pg/mL contra a
forma promastigota de Leishmania chagasi (ESCOBAR et al., 2010).

Os 6leos essenciais de Origanum minutiflorum e O. onites L., ricos em carvacrol,
demonstraram propriedades inseticidas contra o mosquito Culex pipiens L. A eficacia
larvicida foi positivamente correlacionada com a concentracdo de carvacrol nos 0leos,
sugerindo que o acumulo de carvacrol nas plantas aumenta sua acdo inseticida (CETIN;
YANIKOGLU, 2008). O uso de 6leos essenciais contendo carvacrol também causou alta
mortalidade de carrapatos. Em Rhipicephalus turanicus, o 6leo de O. bilgeri e o carvacrol
resultaram em mortalidade de 73,30% e 70,00%, respectivamente, em fémeas adultas, mesmo
em baixas concentragfes (KOC et al., 2013). As concentracOes letais de carvacrol diluido em
alcool para matar 50% (CL50) e 90% (CL90) de R. turanicus foram de 2,34% e 7,12%,
respectivamente, e o carvacrol causou mortalidade total apos seis horas de exposicao
(COSKUN et al., 2008).

O oleo essencial de Lippia sp., que apresenta em sua composi¢do o carvacrol como
composto majoritario, na concentracdo de 5 mg/mL, foi capaz de matar 100% das larvas de
Rhipicephalus microplus, enquanto a dosagem de 50 mg/mL apresentou 98% de eficacia
contra fémeas totalmente alimentadas (LAGE et al., 2013). A exposi¢cdo dos animais ao
extrato de Lippia sp. resultou em 50% de mortalidade de larvas e fémeas totalmente
alimentadas nas dosagens de 1,31 mg/mL e 4,66 mg/mL, respectivamente. Ja o carvacrol, nas
concentragdes de 0,22 mg/mL e 4,46 mg/mL, também causou 50% de mortalidade em larvas e
fémeas, respectivamente (CRUZ et al., 2013). O carvacrol diluido em alcool demonstrou bom
potencial no controle reprodutivo de R. microplus. Na concentracdo correspondente a 100%
da CL50 (20,11 mg/mL), reduziu a oviposicdo em 61,59%, com 61,10% de eficécia,
impactando diretamente o ciclo de vida do parasito e diminuindo o nimero de individuos nas
geracdes futuras (PEREIRA JUNIOR et al., 2019). Em larvas de R. microplus em jejum, as
concentracgdes letais 50 (CL50) e 90 (CL90) do carvacrol foram 0,83 mg/mL e 2,02 mg/mL,
respectivamente. Além disso, a dosagem de 2,50 mg/mL causou 100% de mortalidade nestes
animais (NOVATO et al., 2018). O carvacrol dissolvido em alcool a 50% (2,50 pL/mL)
mostrou toxicidade contra larvas e ninfas de A. cajennense, com mortalidade de 45% e

64,60%, respectivamente. Na mesma dosagem, causou 100% de mortalidade em larvas e
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ninfas de R. sanguineus (SENRA et al., 2013). Plantas medicinais, como L. origanoides, tém
o carvacrol como principal componente do 6leo essencial. Testes de toxicidade desse extrato
em ratos Wistar ndo revelaram alteragdes significativas nos pardmetros bioquimicos,
histopatoldgicos, hematoldgicos, no peso ou no comportamento dos animais (ANDRADE et
al., 2014).

2.5.  Acetilcarvacrol

Através de um processo quimico de substituicdo nucleofilica acilica, ou acetilagdo, o
carvacrol € convertido em acetilcarvacrol, um acetato de 5-isopropil-2-metilfenol. A
substituicdo do grupo hidroxila pelo grupo éster no carvacrol pode trazer maior seguranga e
eficacia, aumentando a estabilidade do composto. Por essa razdo, a sintese desse derivado visa
obter um perfil farmacologico aprimorado e menor toxicidade para organismos nao alvo
(DAMASCENQO et al., 2014; SOLOMONS et al., 2016; PUB CHEM, 2018).

Figura 2. Sintese de acetilcarvacrol a partir da reacdo do carvacrol com anidrido acético e hidroxido
de sodio. Além do acetilcarvacrol, agua e acetato de sodio sdo formados na reacéo.

OH 0 0 NaOH 0 0
+ )LojK o L@E{ + )LO'NEf H

Carvacrol Carvacrol acetate
Fonte: OLIVEIRA et al. (2020).

A fabricacdo do acetilcarvacrol ocorre pela reacéo entre anidrido acético, carvacrol e
hidroxido de sddio, resultando na formacdo de acetilcarvacrol, além de acetato de sodio e
agua (Figuras 2 e 3) (SOLOMONS et al., 2016). A adicdo de um radical acetil a estrutura
molecular do carvacrol aumenta sua lipofilicidade, facilitando sua penetracdo no exoesqueleto
de artropodes (MORAES et al., 2013). Assim, compostos acetilados surgem como uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de novos produtos quimicos com propriedades
antiparasitarias (OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura quimica e estrutura tridimensional do acetilcarvacrol.

Fonte: PIRES et al. (2014).

Quatro tipos distintos de bactérias, incluindo Bacillus polymyxa, B. megaterium, B.
subtilize, Bradyr hizobium japonicum, foram submetidos a tratamento com acetilcarvacrol em
uma concentracdo de 20,00 mg/mL, dissolvido em acetona. Esse composto exibiu uma acéo
antibacteriana eficaz, superando a bioatividade do carvacrol, seu composto original
(NIKUMBH et al., 2003).

Quando diluido em Tween 80, o acetilcarvacrol demonstrou atividade contra
nematodeos gastrointestinais de ovelhas, especificamente Haemonchus contortus. Apesar de
terem sido utilizadas doses mais elevadas em comparagdo ao carvacrol, houve uma inibicédo
significativa na conversdo larval, aléem de um aumento na mortalidade das larvas conforme a
dosagem foi incrementada (ANDRE et al., 2016).

Homogeneizado em DMSO a 0,05%, o acetilcarvacrol revelou-se pioneiro ao
apresentar atividade anti-helmintica contra adultos de Schistosoma mansoni, paralisando sua
movimentacao e levando a morte de 100% dos parasitos em concentragdes de 10,00 pg/mL.
Além disso, a substancia mostrou uma inibicéo significativa da producdo de ovos diarios, com
efeito notavel a partir de 3,12 pg/mL ao longo do periodo de observagao (MORAES et al.,
2012).

Carvacrol e acetilcarvacrol foram avaliados em diferentes fases de desenvolvimento
do carrapato-do-boi, R. microplus. Na fase larval, o acetilcarvacrol foi responsavel por taxas
de mortalidade mais elevadas. No estagio adulto, tanto na reducdo da oviposi¢do quanto no

bloqueio da eclosdo das larvas, ambos 0s compostos exibiram efeitos semelhantes e em
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propor¢des comparaveis. Entretanto, nos demais testes realizados na fase adulta de R.
microplus, o acetilcarvacrol mostrou-se mais eficaz como agente carrapaticida (RAMIREZ et
al., 2016).

Em outro estudo, carvacrol e acetilcarvacrol foram avaliados em larvas do carrapato-
do-boi em jejum. O acetilcarvacrol mostrou-se menos letal, exigindo uma concentragdo
50,00% maior para alcancar o mesmo nivel de mortalidade de 100,00% obtido com o
carvacrol. Segundo os autores, essa diferenca pode estar relacionada a auséncia do grupo
hidroxila na molécula do acetilcarvacrol, o que reduz sua atividade em carrapatos nessa fase
(NOVATO et al., 2018). No entanto, vale mencionar que Novato et al. (2018) utilizaram
alcool absoluto como solvente, e 0 uso de outros solventes pode gerar resultados diferentes
(KARAASLAN et al., 2018).

Foi avaliado o potencial acaricida do acetilcarvacrol contra fémeas de carrapatos R.
sanguineus s.l. Por meio do teste de imersdao em adultos (AIT), os autores definiram que as
concentracoes de 2,8 e 7,2 uL/mL sdo suficientes para induzir 50% e 90% de mortalidade
(CL50 e CL90) em animais expostos em jejum. Além disso, 0 composto induziu alteragdes
morfoldgicas significativas no exoesqueleto dos carrapatos, observadas na cuticula e no
epitélio (OLIVEIRA et al., 2020). Konig et al. (2021) encontraram valores de 17,8 e 26,2
uL/mL para a CL50 ¢ CL90, respectivamente, apds a exposi¢do de R. sanguineus s.l.
ingurgitados ao acetilcarvacrol. Isso indica que carrapatos pds-alimentacdo requerem
quantidade maior do produto para morrer em comparacdo com carrapatos em jejum. Além
disso, o acetilcarvacrol mostrou capacidade de alterar a morfologia dos 6rgaos reprodutivos
das fémeas de R. sanguineus s.l., causando danos aos ovos e, assim, impedindo a eclosdo de
novas larvas. Essas alteracdes foram dose-dependentes, com os melhores resultados
observados no grupo exposto a maior concentragdo do produto (4,5 pL/mL) (KONIG et al.,
2020).

Foi sugerido que o acetilcarvacrol tem maior potencial para ser explorado como um
composto alternativo para o tratamento de transtornos de ansiedade sem afetar a funcéo
psicomotora nas doses aplicadas em ratos (PIRES et al.,, 2013). Ha evidéncias de que
provavelmente atue no sistema GABAEérgico, mas ndo no receptor 5-HT1A. Além disso, é
necessaria uma dose menor de acetilcarvacrol para obter efeitos ansioliticos em comparacéao
ao seu precursor carvacrol, 0 que se acredita aumentar a seguranca do uso da droga (MELO et
al., 2010).
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2.6. Efeitos do carvacrol e acetilcarvacrol em vertebrados

Embora muitos estudos tenham demonstrado a atividade acaricida de alguns
substancias vegetais em laboratério, ainda sdo necessarios muitos outros antes que esses
produtos possam ser utilizados em hospedeiros vertebrados e validados como estratégia de
controle (ARAUJO et al., 2016). Ao contrario da crenca popular, o uso de plantas medicinais
ndo estd isento de riscos, pois a mesma planta pode conter substancias toxicas além da
substancia ativa (GOODMAN, 2006).

O oleo essencial de Origanum vulgare, cujo principal componente é o carvacrol, ndo
causou efeitos toxicos quando administrado por via oral e intravaginal em ratas Wistar por 30
dias, uma vez que ndo houve alteracbes na massa dos 0rgdos, no peso corporal nem nos
parametros sanguineos e histopatoldgicos (CLEFF et al., 2008). Apos a administragdo do
complexo carvacrol/beta-ciclodextrina por via oral em ratos Wistar, ndo foram encontradas
alteracbes no hemograma, e concluiu-se que o produto ndo causou hepatotoxicidade em
relacdo ao grupo controle, ja que ndo houve alteracdes nos niveis sericos de AST (aspartato
aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase). A complexacdo com beta-ciclodextrina
aumentou a estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade do monoterpeno (RIBEIRO et al.,
2019).

Este trabalho mostra que em toda a massa cefalica, h& uma composi¢do rica em
lipidios, mais suscetivel do que qualquer outro 6rgdo aos produtos da peroxidacéo lipidica, ou
seja, a degradacdo oxidativa dos lipidios pelos radicais livres (COSTA et al.,, 2012). A
estrutura quimica do acetilcarvacrol possui trés hidrogénios benzilicos e trés alfa-hidrogénios
que podem facilmente se ligar a radicais livres e neutraliza-los, conferindo a esse composto a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e promover efeitos antioxidantes no
hipocampo (PIRES et al., 2014).

Todos esses resultados sugerem que o acetilcarvacrol pode prevenir e tratar doencas
neurodegenerativas cujas hipoteses fisiopatoldgicas incluem superproducdo de radicais livres
e deficiéncia de enzimas antioxidantes (PIRES et al., 2014). Efeitos anti-inflamatoérios, como
a inibicdo de histamina, serotonina e prostaglandinas, bem como a reducdo da degranulacdo
de mastocitos, a inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, a redugdo da migracdo de neutrdfilos
e a antinocicepgdo por meio das vias da capsaicina e do glutamato, foram observados ap6s a
administracdo de acetilcarvacrol em ratos (DAMASCENO et al., 2014).
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Esse estudo mostra, que apos trés aplicacdes orais de carvacrol na dose de 810 mg/kg
de peso corporal (0, 24 e 48 horas), ndo foram observadas altera¢Bes histopatolégicas ou
efeitos genotdxicos no estbmago e figado de ratos (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2016).
No entanto, a exposi¢do ao carvacrol causou severa irritacdo cutanea apos aplicacdo dérmica
em coelhos na dose de 2.700 mg/kg, visto que 0 composto permaneceu em contato com a pele
por 24 horas, fixado com gaze nas primeiras 6 horas (MCOMIE et al., 1949). A dose letal
média estimada (DL50) de carvacrol administrado por via intravenosa e intraperitoneal em
camundongos foi de 80 mg/kg de peso corporal e 73,3 mg/kg de peso corporal,
respectivamente (ANDERSEN, 2006).

O extrato vegetal de Chenopodium ambrosioides, que contém carvacrol em sua
composicdo, e o carvacrol isolado foram comparados quanto a toxicidade em células e
organelas de diferentes mamiferos, como rato, camundongo e boi. O carvacrol apresentou
toxicidade significativamente menor do que o 6leo essencial de C. ambrosioides (MONZOTE
et al., 2009). Também ndo houve alteragdes no comportamento de camundongos Swiss
albinos (Mus musculus) submetidos ao teste de toxicidade aguda, nas dosagens de 250, 500,
1000 e 2000 mg/ml de carvacrol, observados por 15 dias (ANDRE et al., 2016).

Comparado ao carvacrol, o acetilcarvacrol apresentou baixa toxicidade aguda em
camundongos. Apds administracdo oral em ratos, o DL10 e DL50 de acetilcarvacrol foram
calculados em 566,7 e 1.544,5 mg/kg, respectivamente, e DL10 = 546,8 e DL50 = 919 mg/kg
para carvacrol (ANDRE et al., 2016).

Foi demonstrado que doses orais Unicas de acetilcarvacrol de até 2.000 mg/kg em
camundongos ndo causaram mortalidade nem sinais de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2020).
No entanto, mortalidade, hipoatividade e fraqueza foram observadas em camundongos
recebendo acetilcarvacrol na dose de 2.000 mg/kg (DL50 = 2.287 mg/Kkg, i.p.) administrado
por via intraperitoneal. A DL50 oral é, portanto, superior a 2.000 mg/kg, 0 que permite sua
inclusdo na categoria 5 de substancias com toxicidade aguda relativamente baixa, segundo o
Sistema Globalmente Harmonizado (GHS, 2007). No mesmo estudo, ndo foram observadas
alteracdes nos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos quando o acetilcarvacrol foi
administrado em diferentes doses. Os parametros hepéaticos (ALT e AST), de funcdo renal
(ureia e creatinina) e metabolicos (glicose, triglicerideos e colesterol total) ndo apresentaram
alteracbes em relagdo ao grupo controle, indicando auséncia de efeitos colaterais como
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2020).
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Em um teste de toxicidade aguda, camundongos Swiss albinos (Mus musculus) fémeas
foram divididos aleatoriamente em nove grupos de tratamento: os grupos G1 a G4 receberam
500, 1.000, 2.000 e 4.000 mg/ml de acetilcarvacrol; os grupos G5 a G8 receberam 250, 500,
1.000 e 2.000 mg/ml de carvacrol; e o grupo G9 recebeu Tween 80 a 1% (grupo controle). Os
tratamentos foram administrados por gavagem esofagica, e 0 composto acetilado demonstrou
ser menos téxico em camundongos, mesmo quando utilizada o dobro da dosagem de
carvacrol, sem alteragdes no comportamento e mortalidade (ANDRE et al., 2016).

Em um experimento de toxicidade subcronica em ratos tratados com acetilcarvacrol
(250 mg/kg/dia por via oral durante 28 dias), as andlises bioquimicas e hematoldgicas
mostraram que os parametros ndao foram significativamente diferentes em relacdo ao grupo
controle. No entanto, foram observadas alteracbes no figado (inchaco dos hepatocitos,
hipertrofia das células de Kupffer e oclus@o das veias porta e centrolobular), nos rins (edema
moderado e vacuolizacdo no epitélio tubular e nas camadas hialinas) e no bago (ectasia e
pigmentos sugestivos de lipofuscina e hemossiderina), além de resposta inflamatdria nesses
trés 6rgdos (ANDRE et al., 2020).

Esses estudos mostram que a administracdo por longos periodos pode causar maior
toxicidade, mesmo em concentracdes mais baixas de acetilcarvacrol. Por esse motivo, €
importante realizar estudos com doses comprovadas para controle de carrapatos. A
dificuldade em encontrar informacdes na literatura para analise e discussdo da toxicidade do
acetilcarvacrol reforca a necessidade de mais pesquisas para subsidiar estudos pré-clinicos e
garantir 0 uso seguro desse composto em humanos e animais ndo humanos (OLIVEIRA et al.,
2020).

2.7.  Producdo de farmacos

O caminho desde a criacdo de uma molécula promissora até sua utilizagdo como
produto de uso comercial é longo, caro e bastante complexo, principalmente nas etapas de
pesquisa basica (selecdo da molécula-alvo) e na fase pré-clinica (uso de animais de
experimentacdo para confirmacdo de eficacia e seguranca/toxicidade molecular) (KNOP;
MARIA, 2016). A metodologia de desenvolvimento de um novo composto inicia-se com a
descoberta ou sintese de uma nova molécula, muitas vezes guiada pelo conhecimento
empirico das caracteristicas terapéuticas ja comprovadas em produtos naturais provenientes

de plantas, insetos, fungos e bactérias (TRIST, 2011).
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A molécula, entdo, € desenvolvida, ou seja, sua estrutura é projetada de acordo com 0s
receptores de regides preestabelecidas, nas quais se deseja o efeito. Apos a identificacdo de
um composto modelo, as moléculas candidatas sdo otimizadas para melhorar sua eficacia,
levando em consideragdo os parametros farmacocinéticos observados (ELEBRING, 2012).

Antes de iniciar os testes toxicolégicos pré-clinicos em células, érgdos, tecidos e
animais, é realizada uma série de ensaios, acompanhada da correspondente caracterizacao dos
dados obtidos, a fim de escolher a molécula que melhor se adapta a finalidade terapéutica para
a qual foi criada, considerando seu mecanismo de agéo e sua seletividade para receptores-alvo
(NASCIUTTI, 2012).

O composto candidato é, entdo, submetido a uma série de testes toxicoldgicos pré-
clinicos para detectar perigos e analisar riscos. A identificacdo do perigo inclui tanto o grau de
gravidade de um novo composto no organismo quanto a possivel reversibilidade ou
irreversibilidade, ou seja, determina-se o tipo e o grau de toxicidade, a relagdo dose-resposta,
e sdo gerados dados sobre a atividade e o efeito da nova substancia quimica na regido-alvo e,
na maioria das vezes, 0 modo de toxicidade. Uma vez concluida a identificacdo do perigo e a
avaliacdo do risco, inicia-se a extrapolacdo das informacGes de animais para ensaios clinicos
(DENNY; STEWART, 2013).

Apesar do forte investimento da industria farmacéutica no desenvolvimento de
medicamentos, o ritmo de lancamento de novos produtos ndo acompanha esse investimento,
pois 99,9% dos compostos estudados sd@o considerados obsoletos ou téxicos antes do inicio
dos ensaios clinicos (DORATO; VODICNIK, 2001).

2.8. Avaliagdo da toxicidade

O potencial toxico de um composto quimico para um organismo depende de varios
fatores, e vale salientar que ndo existem substancias quimicas sem toxicidade. Os principais
fatores que influenciam a toxicidade de um composto quimico sdo: frequéncia da exposicéo,
duracdo da exposicdo e via de administracdo. Existe uma relacdo direta entre a frequéncia e a
duracdo da exposi¢cdo na toxicidade de uma substancia. A toxicidade de uma substancia pode
ser classificada de varias formas: pelo tempo de resposta, que é dividido em agudo,
subcrénico e crbnico; e pela severidade, que pode ser leve, moderada ou severa, sendo a
toxicidade reversivel rapidamente, reversivel a longo prazo ou irreversivel (DUX; STALZER,
1998).
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Para a Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (EPA), hd uma classificacdo de
toxicidade diferente: os niveis de toxicidade — leve, moderada e severa — sdo subdivididos
em toxicidade local aguda, sisttmica aguda, local crénica, sistémica cronica, desconhecida,
imediata e retardada, todos dependendo do local, frequéncia, duracéo e resposta da exposicao
para serem classificados (EPA, 2022).

Um estudo toxicoldgico é uma avaliacdo preliminar e estimada das caracteristicas
toxicas de um composto quimico, com o objetivo de obter informac6es sobre 0s riscos a satde
dos usuérios. O uso de ratos, camundongos e coelhos como modelos experimentais é comum
nesse tipo de pesquisa, devido ao seu pequeno tamanho, potencial reprodutivo, sensibilidade,
menores quantidades de substancia administrada, cepas isogénicas definidas e caracteristicas
fisiologicas conhecidas (VRBANAC et al., 2013). A analise do potencial de toxicidade deve
ser realizada por meio de exames clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos dos animais apds
exposicao as substancias ativas em diferentes intervalos de tempo. A avaliagdo da toxicidade
prediz o risco e reduz a probabilidade de falha de compostos promissores nas fases avangadas
do processo de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco, evitando assim a perda de
recursos materiais e financeiros (ROZZA; PELLIZZON, 2013).

Os testes de toxicidade pré-clinicos sdo uma Otima maneira de analisar 0s potenciais
efeitos nocivos das substancias, pois sdo realizados sob alto controle em relacéo as condicdes
de exposicdo, populacdes expostas e deteccdo dos efeitos da exposi¢do. Com eles, € possivel
manipular modelos experimentais em condi¢cdes pré-determinadas, coletar dados sobre os
mecanismos de acdo da droga, medir tipos de reacdes e identificar seus efeitos no organismo
hospedeiro. Entretanto, existem limitagdes para essas analises, como a incerteza associada a
extrapolacdo de dados de modelos experimentais para individuos que vivem em situacGes
ambientais e estilos de vida ndo controlados, bem como diferencas nas doses aplicadas e na
janela terapéutica (BECK et al., 2001).

O hemograma é a forma mais direta e pratica de estudar os elementos do sangue
periférico. Essas estruturas celulares mudam durante quase todas as doencas (SANDERSON;
PHILIPS, 1981). Essas alteracbes sdo praticamente inespecificas, comuns a diversas
patologias, mas fornecem valiosas informacg6es para diagnésticos sobre o sistema sanguineo e
outros sistemas organicos, aléem de informacg6es sobre progndéstico, resposta ao tratamento e
recuperacdo (DUNCAN; PRASSE, 1982). A maioria das doengas hematologicas pode ser

identificada por anormalidades especificas nos resultados, e muitas vezes o sangue pode
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fornecer valiosas informacfes diagnosticas na identificagdo de condigdes patoldgicas
(GUIMARAES, 1990).

Muitos estudos biol6égicos dependem de algum tipo de andlise bioquimica, na qual
uma determinada molécula é detectada e medida quantitativamente através de um protocolo
ou ensaio especifico (COOPER, 1977). Os testes bioquimicos tém o objetivo de avaliar as
inimeras funces metabdlicas exercidas pelos 6rgdos e tecidos, entregando resultados diretos,
satisfatorios e de facil compreensdo e interpretacdo. Inimeros testes especializados em avaliar
a funcdo de uma variedade de 6rgaos e tecidos podem ser realizados (GAW et al., 2015).

O exame histopatoldgico, por sua vez, € essencialmente uma anélise detalhada de
tecido biolégico sob um microscopio, realizada por um profissional especializado. Essa
andlise é crucial para identificar qualquer anormalidade ou lesdo que possa estar presente no
tecido, seja ela benigna ou maligna. Os histopatologistas séo treinados para interpretar as
alteracdes teciduais e fornecer informacdes precisas sobre a natureza, gravidade e extensédo
de qualquer condicdo patoldgica presente. Essas informagdes sdo fundamentais para o
diagnostico correto e adequado de doencas (KIERSZENBAUM, 2008).

2.9. Anatomia e fisiologia dos 6rgaos

2.9.1. Estdmago

O estbmago do rato é dividido em duas partes: o pré-estdmago, ou porcdo da cardia,
que ndo é glandular; e o corpo, ou porcdo pildrica, que é glandular (Figura 4). O estdmago de
pequenos roedores possui uma por¢do sem glandulas, que € uma extensdo a esquerda do corpo
do animal, a qual parece ndo fazer parte do estbmago e ocupa cerca de trés quintos da area
total. O estbmago glandular (corpo), por sua vez, é dividido em fundo e piloro (ou antro) e se

comunica com o duodeno no anel pilérico (Figura 4) (HORN et al., 2013).
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Figura 4. Esquema do estbmago de rato. O estdbmago do roedor é
dividido em duas regides: estdbmago anterior ndo glandular e estbmago
glandular. O estdmago glandular € subdividido na pequena cérdia,
adjacente a crista limitante; no fundo, onde a mucosa é dobrada em
rugas, que sdo mais proeminentes no rato; e no antro, que possui
mucosa relativamente lisa. A crista limitante é a divisdo visivel e
ligeiramente elevada entre as regifes nao glandular e glandular,
chamada de crista limitante gastrica.

Pylorus Esophagus Forestomach

Duodenum

Antrum

Fundus

Glandular stomach L5 45
Limiting
Cardia ridge
Fonte: TREUTING et al. (2017).

A superficie mucosa do estbmago € marrom-esbranquicada. A fronteira entre o
estbmago anterior e o estdmago glandular é formada por uma estrutura elevada distinta,
denominada crista limitante. No estbmago glandular, o fundo aparece como uma mucosa
rugosa e avermelhada ao longo da curvatura maior, € o piloro (antro), como uma mucosa
relativamente esbranquicada ao longo de sua curvatura menor. A mucosa € mais espessa na
regido do fundo. O sangue é fornecido ao estdmago pelo tronco celiaco, que € o primeiro
ramo da aorta abdominal (GREENE, 1963).

A mucosa do estbmago na regido ndo glandular do rato € coberta por epitélio
escamoso estratificado fortemente cornificado, com cerca de duas a trés camadas de
espessura. A crista limitante forma uma borda elevada, resultado do dobramento na juncdo
entre o epitélio escamoso e o colunar. A superficie mucosa da crista limitante se projeta para

dentro do Iimen, e essa protuberancia é facilmente reconhecida no corte histolégico. A
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mucosa do estdbmago glandular é composta por células colunares que formam numerosas
fossas géstricas, as quais se encontram na ldamina muscular da mucosa e se abrem no limen
(Figura 5). As glandulas fundicas sdo compostas por epitélio foveolar (superficial) e secretam
através das células principais (zimogénicas, pépticas), parietais (oxinticas) e mucosas do
pescoco (acessorias) (JONES et al., 1997).

Figura 5. O corte histolégico da regido fandica do roedor
corresponde a maior por¢do do estbmago glandular. Ele é revestido
por glandulas gastricas simples e ramificadas, que parecem
relativamente retas em corte. As células secretoras de muco,
colunares foveolares (F), revestem a parte superior superficial da
glandula gastrica. As células parietais, claras e eosinofilicas (P),
que secretam acido, ocupam as se¢des intermediarias, enquanto as
células principais, que secretam zimogénio e possuem coloracdo
mais escura (ponta de seta), revestem a regido basal das glandulas
retas simples.

Fonte: TREUTING et al. (2017).

O estdbmago de ratos pode sofrer alteracBes quando exposto a diversas substancias. A
solucdo aquosa de etanol a 50%, por exemplo, foi administrada por via oral em ratos machos
e fémeas, revelando lesdes extensas no epitélio da mucosa, com descamacdo e ruptura das
células superficiais, hemorragia, lesdes necréticas profundas, aumento da migracdo de
leucdcitos, extenso edema, vasodilatacdo e Ulceras géastricas (UNLUCERCI et al., 1999;
SANPINIT et al., 2023).
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O estudo de Motawi et al. (2013), investigou a toxicidade da cisplatina (CP), do 5-
fluorouracil (FU) e da mitomicina C (MMC) no estdbmago de ratos machos Wistar, que
ocasionaram varias alteracbes morfoldgicas. Ratos tratados com CP apresentaram dilatacéo
cistica glandular na regido do fundo, infiltracdo de células inflamatérias, vasos sanguineos
congestionados, e hemorragias foram detectadas na lamina propria da camada mucosa do
estbmago ndo glandular. A regido do fundo apresentou dilatagdo cistica glandular com
extravasamento focal de hemaécias, e no piloro foi observada a descamacédo da mucosa.

Os ratos tratados com FU apresentaram leve dilatacdo cistica glandular na porcao
glandular do fundo, associada a infiltracdo de células inflamatérias na lamina propria do
piloro. Além disso, os ratos tratados com FU exibiram hiperqueratose com proliferacdo no
epitélio estratificado da mucosa do estdmago ndo glandular, associado a dilatagédo cistica
grave com achatamento no epitélio de revestimento e descamacéo de células epiteliais no
Iimen das glandulas fandicas (MOTAWI et al., 2013).

Ratos tratados com MMC, por sua vez, exibiram hiperqueratose na camada mucosa de
revestimento, hiperplasia com espessamento no epitélio estratificado da mucosa de
revestimento no estdbmago anterior, bem como hiperplasia nas células epiteliais que revestem
a camada mucosa do fundo e hiperplasia, juntamente com descamacéo da mucosa no piloro
(MOTAWI et al., 2013).

2.9.2. Intestino Delgado

O intestino delgado dos ratos adultos da linhagem Wistar esta localizado na cavidade
abdominal e é dividido em trés regides. A primeira é o duodeno, a regido mais curta, que
representa uma importante porcdo do intestino delgado, com formato em "C". Seu
comprimento é de aproximadamente 10 cm, até que se une ao jejuno. O jejuno é a regido mais
longa do intestino delgado, com cerca de 140 cm de comprimento, e se estende até o ileo, que
mede cerca de 20 cm e esta unido ao intestino grosso por um esfincter de musculo liso (Figura
6) (DRAKE; VOGL; MITCHEL, 2015; OTTO et al., 2015).
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Figura 6. Esquema de intestino delgado de rato. A maioria
dos anexos mesentéricos nao foram representados. Uma
pequena quantidade de pancreas normalmente esta
firmemente aderida ao duodeno, ao nivel do ducto
pancreatico. As duas regides gastricas sdo reconheciveis

através da serosa gastrica.
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Fonte: TREUTING et al. (2017).

O intestino delgado é responsavel pelas atividades de absorcdo dos nutrientes
ingeridos na alimentacdo, pelo transporte do quimo e pela secrecdo de substancias,
representando a maior parte do trato gastrointestinal. A parede do intestino delgado é
composta por quatro camadas principais. Do centro para fora da circunferéncia do intestino
delgado, essas camadas estdo dispostas na seguinte ordem: mucosa (que consiste nas
vilosidades e glandulas intestinais), submucosa, muscular (uma camada interna e outra
externa) e serosa (Figura 7). Esta Gltima camada costuma ndo ser conservada em estudos
histoldgicos desse 6rgdo (SHA et al., 2006; RANDALL et al., 2011).
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Figura 7. Fotomicrografia de intestino delgado de rato em corte
transversal. A mucosa (M) reveste o limen (L) e consiste em
epitélio (E) sustentado pela lamina prdpria (LP). Abaixo da
mucosa encontra-se a submucosa (SM) e a muscular propria
(MP). A adventicia (A) é a camada externa e é chamada de serosa
(S) nas partes do intestino cobertas por mesotélio. A mucosa é
formada por vilosidades (V) e criptas intermediarias (C).

Fonte: RANDALL et al. (2011).

De forma semelhante ao que ocorre no estdmago, o intestino também pode apresentar
alteracdes quando em contato com produtos tdxicos. Kauser et al. (2023), por exemplo,
administraram o extrato de Artemisia absinthium por gavagem em ratas Wistar, ocasionando
alteracOes na arquitetura intestinal, com infiltrado celular inflamatorio, ulceracdo da mucosa
intestinal, sequida de densos infiltrados inflamatdrios no epitélio intestinal e na lamina propria
(KAUSER et al., 2023).

No estudo de toxicidade, realizado com ratos machos da linhagem Wistar tratados com
extrato de rizoma de Boesenbergia rotunda e com quercetina, a avaliagdo histopatolégica do

intestino delgado revelou inflamagdo ativa indicada pela infiltracdo de neutréfilos
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granuldcitos, ulceracdo de grau 1,0 a 1,5 para Boesenbergia rotunda e ulceracdo de grau 0,33
para quercetina (ROSDIANTO et al., 2020).

2.9.3. Figado

Nos vertebrados, mais especificamente nos mamiferos, o figado é um 6rgdo de grande
complexidade, especialmente quando se estuda a toxicidade de compostos administrados em
diferentes modelos experimentais (AHN; BAKER, 2015). O figado do rato é multilobulado,
assim como em outros mamiferos. Nos ratos, a massa hepética representa aproximadamente
5% do peso corporal total, enquanto em humanos adultos representa 2,5%. Em ratos com peso
entre 250 e 300 g, 0 peso médio do figado é de 13,6 g, e 0 didametro transverso do figado varia
de 7,5 a 8,0 cm. O didmetro supero-inferior € de 3,8 a 4,2 cm, enquanto o didmetro antero-
posterior varia de 2,2 a 2,5 cm (MARTINS; NEUHAUS, 2007). Diferentemente dos
humanos, cées, porcos e camundongos, o rato nao possui vesicula biliar. No entanto, outros
mamiferos, como o cavalo e o veado, também ndo a possuem. As implicacdes funcionais
disso ndo sdo conhecidas. Acredita-se que pequenos ductos biliares intra-hepaticos em ratos
correspondem aos ductos biliares em humanos, e 0s grandes ductos biliares em ratos podem
corresponder aos ductos biliares interlobulares humanos (MANN et al., 1920; TREUTING et
al., 2017).

Este 6rgdo esta estrategicamente localizado em uma posicdo que facilita sua fungédo
metabolizadora, acumulando e neutralizando as substancias absorvidas pelo intestino. O
figado recebe um duplo suprimento sanguineo: aproximadamente 20% de seu fluxo é rico em
oxigénio vindo da artéria hepatica, enquanto o restante € rico em nutrientes, provenientes da
veia porta (TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2013). O sangue arterial e venoso misto se move das
regibes portais para a veia central através de sinusoides, enquanto a bile secretada nos
canaliculos € direcionada para as regides portais por meio de microvilosidades
hepatocelulares especializadas. Corddes ou placas hepaticas compreendem colunas de
hepatocitos que se estendem da regido portal até a veia central. Os espacos entre as placas
contém os sinusoides hepaticos, ou “capilares” do figado. As paredes dos sinusoides sao
minimamente espessas, com fenestracdes e grandes descontinuidades entre as ceélulas
endoteliais. Entre o sinusoide e a célula hepatica esta o espaco pericapilarde Disse, onde o
plasma sanguineo esta em contato direto com os hepatdcitos, permitindo a livre troca de
macromoléculas (TREUTING et al., 2017).
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Os hepatdcitos sdo células epiteliais e também as células mais importantes do figado,
representando aproximadamente dois tercos de seu volume. Entre os corddes de células
hepaticas, existem sinusoides vasculares cobertos por celulas endoteliais fenestradas e
descontinuas, que margeiam o espaco de Disse. Dentro desse espago, além de varias
estruturas de suporte, existem outros tipos de células, como as células de Kupffer e Ito, entre
outras estruturas de suporte (CRAWFORD, 2000).

A arquitetura microscépica do figado em ratos, camundongos e humanos pode ser
descrita no contexto dos "l6bulos hepaticos classicos"”. Sao estruturas poligonais com veias
portais na periferia circundando uma veia central (TREUTING et al., 2017).

Devido ao seu tamanho menor e @ menor quantidade de tecido conjuntivo, algumas
regides portais de roedores podem passar despercebidas em cortes histologicos, especialmente
em camundongos. Em um corte do figado de rato, ocorre a divisdo do I6bulo nas regides
periportal (zona acinar 1), zona mediana (zona acinar 2) e centro-lobular (zona acinar 3), com
base na funcdo enzimatica dos hepatécitos e na oxigenacdo do sangue. Essa divisdo €
equivalente nas trés espécies (ratos, camundongos e humanos) (Figura 8). Embora
frequentemente chamadas de “triades portais”, nas trés espécies as regibes portais
compreendem, na verdade, quatro componentes: arteriolas, vénulas, ductos biliares e vasos
linfaticos (TREUTING et al., 2017).
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Figura 8. Corte histolégico do figado de rato. No lébulo do rato,
multiplas regides portais (P) e veias centrais (C) sdo evidentes na mesma
ampliacdo. Observe a transicdo da coloracdo dos hepatécitos do escuro
para o claro nas regides periportal (1), zona mediana (2) e centrolobular
3) devido ao acﬂmulo de glicogénio.

Abbasi-Oshagahi et al. (2019) avaliaram os efeitos de nanoparticulas de didxido de
titinio no figado de ratos Wistar machos. Os resultados dos exames histopatoldgicos
mostraram degeneracdo das células hepaticas, necrose, congestdo dos sinusoides, infiltracéo
linfocitica, necrose e deposicdo acentuada de coldgeno de maneira dose-dependente. Esses
resultados indicam que, apds a administracdo de dioxido de titanio, foram observadas
alteracdes histopatologicas no figado apds 30 dias (ABBASI-OSHAGHI et al., 2019).

A toxicidade do p6 das raizes da planta Asarum heterotropoides var. foi testada em
152 ratos machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley, ap6s administracdo por via oral. Os
resultados mostraram nddulos hepaticos em um rato macho e uma fémea. Linfonodos
mesentéricos aumentados foram observados em trés ratos machos e uma fémea. Cistos e
nodulos no figado foram observados apenas em uma rata. O peso relativo do figado aumentou
significativamente nos machos, e 0s pesos absoluto e relativo do figado aumentaram
significativamente nas fémeas, todos em concentragdes diferentes de A. heterotropoides var.
(GU et al., 2023).
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2.9.4. Pancreas

O péncreas em humanos, cdes e gatos é uma glandula bem distinta e definida,
enquanto em ratos e camundongos € um o6rgdo bastante difuso, localizado no mesentério
dorsal e lobulado, podendo ser diferenciado do tecido adiposo adjacente por sua cor mais
escura e consisténcia firme. Numerosos ductos excretores se fundem em dois a oito ductos

grandes, que desembocam no ducto biliar comum (Figura 9) (BIVIN et al., 1979).

Figura 9. Imagem esquematica dos segmentos do pancreas. Divisao segmentar do pancreas de rato: |I.
Segmento Esplénico; Il. Segmento Gastrico; I1l. Segmento Duodenal; V. Segmento Parabiliar.

Pancreatobiliary § ¢ Bile Duct

FJcoooc O

|  Splenic
Superior Mesenteric Il Gastric
Vein
1l Duodenal
IV Parabiliary

Fonte: EULALIOI et al., (2016).

Os 4acinos pancreaticos representam as células terminais diferenciadas dessa massa
ductular (Figura 10). Superficialmente, eles parecem muito semelhantes em todas as especies.
Os acinos sdo revestidos por células centroacinares, que sdo, na verdade, as extremidades
distais dos ductos intercalados, que conectam os acinos aos ductos intralobulares, isto €,
ductos que correm dentro dos lébulos pancreaticos. Estes, por sua vez, desembocam em
ductos interlobulares, ou seja, ductos que correm entre os l6bulos. Em ratos, camundongos e
hamsters, os ductos interlobulares desembocam em um ducto biliar/pancredtico comum
(MANN et al., 1920; TAKAHASHI et al., 1977).
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Figura 10. Corte histologico do pancreas de rato. A maioria das ilhotas nos
roedores estd localizada em espacos interlobulares e sdo frequentemente
periductais ou perivasculares. Nesta figura, o ducto interlobular contém
material secretor rosa, e a artéria esta preenchida com globulos vermelhos.

Em humanos e em muitas outras espécies, as ilhotas pancreaticas sdo geralmente de
localizagdo intralobular e sdo drenadas por numerosos vasos portais insulo-acinares, que
conduzem o sangue das ilhotas a rede capilar lobular. Em contraste, nos ratos, um
consideravel numero de ilhotas estd localizado interlobularmente, de onde elas drenam
diretamente para as veias. Em resumo, a anatomia ductal do rato difere daquela do ser
humano mais do que a de qualquer outra espécie de animal de laboratério (MURAKAMI et
al., 1993).

No péncreas, por ser um 6rgdo menos definido anatomicamente, especialmente em
ratos, as alteracbes morfologicas apds exposi¢do a produtos toXicos ocorrem com a mesma
frequéncia. Entretanto, em ratos tratados por via intraperitoneal com acetato de chumbo, a
avaliagdo microscopica do péncreas revelou que os &cinos estavam alterados, enquanto
variacOes degenerativas e necrdticas, bem como o encolhimento das ilhotas de Langerhans,
também foram observadas nos grupos tratados (WARDANI et al., 2019).

Ja no estudo de Fujiwara et al. (2023), o tratamento de ratos com maltol de zinco

durante 4 semanas, por via oral, desencadeou atrofia acinar grave, com diminui¢cdo dos
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granulos e limen dilatado, bem como aumento no ndmero de células mitéticas. Quase todos
os acinos foram perdidos e substituidos por estruturas semelhantes a ductos. Os &cinos
afetados ocasionalmente continham menos granulos no citoplasma e um Ilumen dilatado.
Infiltracdo de celulas mononucleares e aumento de tecido fibroso também foram observados

no estroma que envolve o &cino atrofiado (FUJIWARA et al., 2023).

2.9.5. Coracéo

O coracdo dos ratos possui algumas caracteristicas anatdbmicas muito semelhantes as
de outros mamiferos, incluindo a forma triangular piramidal. Essa estrutura é bastante
eficiente para bombear o sangue atraves do sistema circulatorio desses pequenos roedores. A
divisdo do coracdo em duas metades, separadas por um septo, € uma caracteristica comum em
muitos mamiferos, incluindo os ratos, e € fundamental para garantir que o sangue oxigenado e
0 ndo oxigenado ndo se misturem (COVELLI, 1999).

Tanto em roedores quanto em humanos, o coracao reside no mediastino e é dividido
em quatro camaras: os atrios esquerdo e direito, que sdo separados pelo septo interatrial, e 0s
ventriculos esquerdo e direito, que sdo separados pelo septo interventricular (Figura 11). O
aspecto ventral do coracdo do roedor corresponde ao aspecto esternocostal do coragédo
humano, enquanto o aspecto dorsal do coracdo do roedor corresponde aproximadamente ao

aspecto diafragmatico do coragdo humano (TREUTING et al., 2017).
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Figurall. Imagem esquematica do coracdo de rato. Este coragdo
de roedor foi dividido ao meio para revelar as cdmaras internas.
Devido ao pequeno tamanho, € dificil examinar estruturas, como

valvulas, ou medir grosseiramente a espessura da parede.
Ao

Fonte: TREUTING et al., (2017).

A maioria das caracteristicas anteriores € melhor visualizada quando os cardiomiécitos
sdo examinados em corte longitudinal, isto é, orientados de ponta a ponta, paralelamente ao
plano de corte. Invariavelmente, em alguns campos microscépicos, 0s cardiomiocitos serdo
seccionados transversalmente (Figura 12). Nesta visdo, as estrias e 0s discos intercalares sdo
imperceptiveis, mas o intersticio cardiaco e os tipos de células ndo miocitos sdo melhor
revelados. Semelhante a estrutura analoga do musculo esquelético, o endomisio € uma rede de

colageno que envolve as fibras musculares individuais.
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Figura 12. Cortes histolégicos do coracdo de rato. Miocardio ventricular esquerdo do roedor em
ampliacdo baixa 10x (A) e 40x alta (B). A maior parte da &rea é ocupada pelo grande citoplasma
eosinofilico dos cardiomidcitos. Nessas fotomicrografias, a maioria dos cardiomidcitos esta orientada
longitudinalmente, e as estrias transversais fracas sdo evidentes em grande aumento em B. Os ndcleos
dos cardiomidcitos sdo grandes, ovais ou retangulares e contém cromatina granular, com um ou dois
nucléolos. Entre os cardiomidcitos, existe um delicado intersticio contendo fibroblastos e capilares
revestidos por células endoteliais. Os fibroblastos e as celulas endoteliais parecem semelhantes: ambos
tém citoplasma escasso e nucleos pequenos, ovais, planos e densamente basofilicos. Os eritrocitos
estdo presentes nos capilares.
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Como os outros 6rgédos, o coracdo ndo esta livre dos efeitos toxicos ocasionados por
substancias quimicas. Os efeitos da toxicidade cardiaca cronica induzida por doxorrubicina
foram demonstrados em ratos Wistar, e houve alteracGes significativas no grupo tratado,
incluindo vacuolizacdo citoplasmatica, edema intersticial, degeneracdo hialina e necrose.
Além disso, a doxorrubicina parece ter efeitos adversos significativos no tecido cardiaco de
ratos, ou seja, hemorragias extensas, acimulo de células inflamatdrias agudas, estruturas
vasculares lesionadas, alteragcdes necroticas nos ndcleos dos cardiomidcitos e fibrose cardiaca
leve (RAZMARAII, N. et al., 2016).

Estudo com oitenta ratos Wistar machos avaliou o efeito da toxicidade das
nanoparticulas de éxido de zinco no coragdo. Os resultados mostraram alteracdes no tecido
cardiaco, com algumas lesGes, como necrose, hiperemia e degeneracdo vacuolar, apos 0 uso
de diferentes doses de nanoparticulas de 6xido de zinco (MOSHREFI, A. H. et al., 2021).
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2.9.6. Pulmao

Os pulmdes dos mamiferos possuem uma estrutura altamente ramificada para garantir
a eficiéncia na troca de gases. Os bronquios e bronquiolos fornecem o caminho para o ar
chegar aos alvéolos, onde ocorre a troca gasosa entre o oxigénio inspirado e o dioxido de
carbono produzido pelo metabolismo celular. Essa estrutura complexa aumenta
significativamente a area de superficie disponivel para a troca gasosa, facilitando a absorcéo
de oxigénio e a eliminacdo de didxido de carbono (GASPAROTTO et al., 2011).

Anatomicamente, os pulmdes dos ratos, assim como em muitos outros mamiferos, sdo
divididos em lobos. No caso dos ratos e outros roedores pequenos, como hamesters e gerbils, 0
pulméo direito é geralmente maior que o esquerdo, devido a posi¢do ocupada pelo coracdo na
cavidade toracica. O coracgdo tende a ocupar mais espaco no lado esquerdo, deixando menos
espaco para o pulmao esquerdo se desenvolver completamente (COVELLI, 1999).

Embora haja variagBes estruturais entre os sistemas respiratorios de diferentes
espécies, os mamiferos compartilham muitas semelhancas na estrutura anatdmica de seus
pulmdes, e em modelos experimentais, como 0s ratos, as estruturas pulmonares sdo muito
semelhantes as do pulmao humano (Figura 13) (GOMES et al., 2000; SMITH et al., 2009;
SUDY et al., 2019).
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Figura 13. Imagem esquemaética dos pulmdes de rato.
Em roedores, o pulméo direito consiste em quatro
lobos: cranial, médio, caudal e acessério. O pulméo
esquerdo possui apenas um lobo.

Fonte: TREUTING et al., (2017).

A estrutura histologica do bronquiolo respiratorio dos ratos se assemelha a do
bronquiolo terminal, exceto por alvéolos ocasionais na parede do bronquiolo respiratorio
(Figura 14). A parede do ducto alveolar é formada por alvéolos e feixes esparsos de musculo
liso que atravessam a fina parede do ducto alveolar e se condensam em torno das aberturas
dos alvéolos, criando uma estrutura semelhante a um esfincter. Em contraste, 0s sacos
alveolares possuem uma parede formada completamente por septos alveolares (TREUTING
etal., 2017).
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Figura 14. Corte histolégico do pulmédo de rato. Os ratos possuem
bronquiolo terminal, onde em seguida o ar normalmente flui
sequencialmente dos bronquiolos respiratérios (TB) para os ductos
alveolares :

s~

Fonte: TREUTING etal., (2017)

Para investigar os efeitos da toxicidade no pulmao induzida por cadmio, ratos Wistar
machos adultos receberam diariamente, por via intraperitoneal, 3 mg/kg desse produto. No
grupo tratado com cadmio, foi observado acimulo de tecido conjuntivo e fibroblastos no
espaco alveolar, espessamento da parede alveolar, destruicdo extensa e grave dos alvéolos,
aparecimento de grandes espagos, acumulo de fibroblastos e fibras colagenas em algumas
areas do pulméo, além de sangramento intrapulmonar (DASHTBANEI; KESHTMAND,
2023).

Em outro estudo, quarenta e oito ratos Wistar machos adultos foram submetidos a
toxicidade pulmonar induzida pela ciclofosfamida. Os pulmdes apresentaram lesdo alveolar
acentuada, na forma de numerosos alvéolos colapsados, com septos interalveolares e paredes
bronquicas gravemente espessados. Além disso, apresentavam forte infiltrado inflamatério e
infiltracGes de células gordurosas, com parede espessada nos vasos sanguineos pulmonares
(ALSEMEH et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos toxicos da administracdo oral com
doses repetidas de acetilcarvacrol em ratos Wistar, com base nos valores de concentragéo letal
previamente definidos in vitro para carrapatos Rhipicephalus sanguineus, por meio de
analises hematoldgicas, bioquimicas e histopatoldgicas.

3.2.  Objetivos especificos

- Caracterizarr a contagem de glébulos brancos e globulos vermelhos, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
hemoglobina corpuscular média e contagem de plaquetas, a fim de verificar variacdes nos
indices de referéncia desses elementos celulares;

- Estabelecer possiveis variacdes nas concentracGes de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), em relacdo aos indices de referéncia;

- Descrever a morfologia do estémago, figado, intestino delgado, pancreas, coracédo e
pulmdo por meio de analises morfométricas e morfoldgicas, a fim de identificar possiveis

danos a esses 6rgaos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de estudo

O desenvolvimento do trabalho foi realizado utilizando o0s equipamentos e

laboratérios, Biologia Parasitaria (PETI BIOPAR) disponiveis nas dependéncias do

Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) e do Departamento de Medicina (DM) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA, Lavras/MG, Brasil).
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4.2.  Acetilacéo do carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol, formula molecular CioH140) foi adquirido da
empresa Merck (Darmstadt, Alemanha) com 99% de pureza, e 0 processo de acetilagdo foi
realizado de acordo com a metodologia de Konig et al. (2019). Para isso, 5 mL de carvacrol
foram adicionados a um baldo volumétrico contendo 25 mL de solucdo de hidroxido de sédio
a 10%, a temperatura ambiente. Em seguida, 5,5 mL de anidrido acético foram adicionados ao
frasco sob refrigeracdo. A mistura foi mantida sob agitacdo por 15 minutos, e 0 6leo obtido
foi separado da solucdo e caracterizado de acordo com seu ponto de fusdo e por
espectroscopia de infravermelho (SOLOMONS et al., 2016; KONIG et al., 2019), em
espectrémetro IR Affinity-1 Shimadzu, operando na faixa espectral de 4000-400 cm™. A
auséncia de uma banda larga intensa entre 3000 e 4000 cm™! foi utilizada como indicativo da
auséncia de fenol residual no reagente. Além disso, a presenca de uma banda intensa a 1753

cm! foi utilizada como confirmacéo da estrutura do éster carbonilico.

4.3. Animais

Foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus) adultos da linhagem Wistar (20 fémeas
adultas), com aproximadamente 9 semanas de idade e peso variando entre 200 e 300 g,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os animais foram
identificados e acondicionados em grupos de no maximo 5 individuos em caixas de
polipropileno medindo 40x34x17cm por pelo menos 5 dias antes do inicio do estudo, para
permitir aclimatacdo as condi¢bes laboratoriais. Os ratos foram mantidos em temperatura
ambiente (22 + 3°C, umidade relativa de 50-60%), com luz artificial e fotoperiodo de 12/12 h
(claro/escuro), recebendo &gua e racdo ad libitum. (OECD, 1981, 2008).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA) (Protocolo 002/2021 de
26/04/2021).
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4.4. Delineamento experimental

4.4.1. Toxicidade oral com dose repetida

Os procedimentos para determinacdo da toxicidade oral do acetilcarvacrol em ratos
foram baseados na Guideline 407 da OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) (OECD, 1995) e nos experimentos desenvolvidos por Barros et al. (2014) e
André et al. (2019).

Antes do inicio dos procedimentos experimentais, os ratos foram pesados e divididos
em 4 grupos (n = 5 animais por grupo). Os tratamentos foram realizados por meio da
administracdo de uma dose Unica diaria de acetilcarvacrol, diluido em 6leo de milho (volume
de 1,0 mL/kg por animal), por gavagem, utilizando-se uma cénula esofagica, durante 28 dias.
As doses foram administradas sempre no mesmo horario do dia.

Em experimento in vitro, no qual carrapatos Rhipicephalus sanguineus foram imersos
em solucBes contendo acetilcarvacrol, Konig et al. (2020) determinaram estatisticamente que
a concentracdo de 26 pL/mL ¢ suficiente para gerar mortalidade em 90% dos individuos
(CL90). Com base nesse valor, foram definidas as doses utilizadas no presente trabalho. O
grupo Tratamento 1 (T1) recebeu diariamente 26 pL de acetilcarvacrol (1 x CL90) diluido em
1 mL de 6leo de milho; o grupo Tratamento 2 (T2) foi tratado com 52 uL de acetilcarvacrol (2
x CL90) diluido em 1 mL de 6leo de milho; e o grupo Tratamento 3 (T3) foi tratado com 104
uL de acetilcarvacrol (4 x CL90) diluido em 1 mL de 6leo de milho. O grupo Controle (C)
recebeu apenas o veiculo (1,0 mL de 6leo de milho/dia).

O acetilcarvacrol foi diluido imediatamente antes de sua administracdo. Os animais
foram observados diariamente, sempre no mesmo horario, para deteccdo de sinais de
toxicidade sistémica, irritacdo, morbidade e mortalidade. Ao final do experimento, os ratos
sobreviventes foram novamente pesados e mantidos em jejum por 12 horas. ApoOs esse
periodo, foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (90 mg/kg), diluidas em
solucdo de cloreto de sddio a 0,9%, aplicadas por via intraperitoneal. Posteriormente, foram
eutanasiados pelo método de exsanguinacdo por puncao cardiaca, para a coleta do material
biolégico. Durante 0 experimento, animais com sinais graves de toxicidade ou moribundos

foram retirados e eutanasiados assim gque observados, a fim de evitar sofrimento excessivo.
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De acordo com o Plano de Gestdo de Residuos da UFLA, as carcacas e outros residuos
bioldgicos gerados por esse processo foram colocados em saco plastico branco e descartados
adequadamente como residuo bioldgico.

4.4.2. Pontos finais humanitarios (“endpoints™)

Os animais foram monitorados individualmente pelo menos uma vez nos primeiros
trinta minutos, imediatamente ap6s a administracdo das doses, com especial atencdo as
primeiras quatro horas ap6s o tratamento. Essas observacdes possibilitaram a documentacdo
de quaisquer anormalidades, incluindo informacdes sobre o inicio, a duracdo e a gravidade
dos sinais, que serviram como indicadores para a necessidade de eutanasia, conforme a
gravidade da condicdo, a identificacdo de dor e sofrimento, o progndstico e a possivel perda
de dados relevantes (OCDE, 2000).

Os pontos finais humanitarios, que indicam a necessidade de encerrar o experimento
antecipadamente para minimizar ou evitar dor e sofrimento, seguiram as diretrizes da OCDE
(2000) e de Stokes (2002). Os sinais clinicos utilizados como indicadores de condicéo
moribunda ou morte iminente incluiram: dificuldade de locomocdo, problemas para se
alimentar ou beber &gua, anorexia prolongada, perda de peso excessiva, desidratacdo severa,
hemorragia significativa, auséncia de respostas voluntarias a estimulos externos, dificuldade
respiratoria, incapacidade de se manter em pe, convulsdes, automutilacéo, diarreia persistente,
variacgdes significativas na temperatura corporal, presenca de tumores e indicios de faléncia de
orgaos especificos (OCDE, 2000; STOKES, 2002).

A necessidade de eutanasia antes do término do experimento foi avaliada com base
nos seguintes sinais clinicos: anormalidades na vocalizacdo, comportamento agressivo,
alteracbes posturais, reacdes a manipulacdo, traumas autoinduzidos, Ulceras ou feridas
abertas, dificuldades respiratdrias, fraturas, relutdncia em se mover, aparéncia externa

anormal, rapida perda de peso e sangramentos significativos (OCDE, 2000; STOKES, 2002).
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4.5. Material bioldgico

4.5.1. Anélises hematoldgicas e bioquimicas

Amostras de 4 mL de sangue foram coletadas em tubos contendo EDTA (K3EDTA
Biocon®) para a realizacdo das analises hematoldgicas. O material foi homogeneizado
manualmente e os seguintes parametros hematoldgicos foram determinados em um analisador
hematol6gico ABX Micros 60 (Horiba): contagem de leucdécitos, contagem de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina
corpuscular, hemoglobina corpuscular média e contagem de plaquetas.

Para as analises bioquimicas, 4 mL de sangue foram coletados em tubos secos Vactube
e centrifugados em centrifuga Excelsa Baby 2, modelo 206-R, (Fanem®), por 10 minutos, a
4000 rotagdes por minuto. Em seguida, foi coletada a parte sobrenadante (soro), que foi
utilizada para a determinagdo das concentragdes de aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). As quantificacbes foram realizadas utilizando kits Gold
Analisa Diagnostica Ltda®. A analise de AST e ALT foi realizada pelo método cinético
continuo em ultravioleta. Em todas as analises, foram rigorosamente seguidos os protocolos
dos manuais dos fabricantes. As amostras foram colocadas em microtubos tipo Eppendorf de
1,5 mL com o uso de uma pipeta multicanal modelo Transferpette®-8 de 20-200 uL, da
marca BRAND®. Em seguida, foram colocadas em banho-maria a 37°C, por 2 minutos, para
todos os procedimentos. Depois, as amostras foram analisadas no espectrofotémetro UV (com
leitura entre 500 e 540 nm), modelo EPOCH, da marca BioTek®, equipado com cubeta

termostatizada para o procedimento cinético.

4.5.2. Avaliacdo histopatologica

Amostras de estbmago, intestino delgado (duodeno), figado, pancreas, coracdo e
pulmdo foram clivadas e imediatamente imersas em solucdo fixadora de formaldeido a 4%
por 72 horas. As amostras foram, entdo, transferidas para uma solucdo de tampéo fosfato de
sodio (pH 7,2) por 24 horas e, em seguida, desidratadas em uma série gradativa de alcool
etilico (70%, 80%, 90% e 95%, por 20 minutos cada), diafanizadas em xilol, embebidas e
incluidas em parafina histoldgica. Os blocos foram seccionados em micrétomo Lupetec

MRPO9 na espessura de 4 pm de espessura e as laminas foram submetidas a coloragcdo com



54

hematoxilina-eosina, para a observacdo das caracteristicas gerais dos tecidos. As laminas
foram montadas em balsamo do Canada, examinadas e fotografadas em microscépio de luz

convencional modelo DM500 da marca Leica®, equipado com cdmera modelo ICC50W.

45.21. Anélise morfométrica

As analises morfométricas foram realizadas em software Image J (NIH, versdo 1.53k).
Todos os animais em todos os grupos foram avaliados.

Nas amostras de estdbmago, foram avaliadas a espessura da mucosa gastrica, da
submucosa e da camada muscular externa. As medidas de espessura foram realizadas em 10
seccdes histologicas em imagens com aumento de 400x. resultando em valores médios de

espessura da mucosa, submucosa e muscular para cada individuo, em todos 0s grupos.

Na analise das camadas da parede intestinal, foram avaliadas as seguintes variaveis:
comprimento e espessura dos vilos, profundidade das criptas intestinais e espessura da
submucosa. Para todas as medidas, foram utilizadas 10 sec¢fes histologicas selecionadas
aleatoriamente em imagens com aumento de 400x, para cada individuo, em todos 0s grupos.
Os valores utilizados na anélise estatistica foram a média das medidas obtidas nas diferentes

seccOes, para cada individuo.

Foram avaliadas as seguintes variaveis para o tecido hepético: area e perimetro dos
nucleos e dos hepatocitos, densidade numeérica de hepatdcitos no tecido e a porcentagem de
tecido ocupada por sinusoides hepaticos. Para as medidas de area e o perimetro, 50 ndcleos e
50 hepatocitos foram selecionados aleatoriamente em imagens com aumento de 400x para
cada individuo, em todos os grupos. Apenas células com nucleo e limites celulares visiveis
foram incluidas, resultando em valores médios de area celular e nuclear por individuo. A
densidade numeérica de hepatdcitos (Nhep) no tecido foi determinada contando-se 0 numero
de hepatocitos presentes em 10 regides de area conhecida (6000 um?) para cada individuo, em
todos os grupos, resultando no nimero de hepatdcitos por um? por meio da seguinte formula:
Nhep = Zhep/TA, em que Zhep € 0 numero de hepatocitos identificados no plano focal e TA é
a area de teste total. A porcentagem de tecido ocupada por sinusoides hepaticos foi medida
em 5 imagens com aumento de 400x para cada individuo, em todos os grupos. Em cada

imagem, um grid de 713 pontos foi aplicado, e os pontos de intersec¢do situados sobre os



55

sinusoides foram contados. A porcentagem foi calculada a partir da razdo entre o nimero de
pontos localizados sobre os sinusoides (Psin) e o total de pontos da imagem (Ptotal), de
acordo com a férmula: %sin = (Psin/Ptotal) x 100. Imagens que continham vasos de maior
calibre ou artefatos de técnica foram excluidas da analise.

A porcentagem de tecido ocupada por sinusoides hepaticos foi medida em 5 imagens
com aumento de 400x para cada individuo, em todos o0s grupos. Em cada imagem, um grid de
713 pontos foi aplicado, e os pontos de interseccdo situados sobre os sinusoides foram
contados. A porcentagem foi calculada a partir da razdo entre o nimero de pontos localizados
sobre os sinusoides (Psin) e o total de pontos da imagem (Ptotal), de acordo com a férmula:
%sin = (Psin/Ptotal) x 100. Imagens que continham vasos de maior calibre ou artefatos de

técnica foram excluidas da analise.

Na avaliacdo do tecido pancreatico, foram consideradas as seguintes variaveis: area
das ilhotas de Langerhans, nimero de ilhotas de Langerhans e area dos &cinos. Para mensurar
a area das ilhotas de Langerhans, 5 ilhotas foram mensuradas aleatoriamente por individuo em
imagens com aumento de 400x, resultando em um valor médio de area por individuo. A
estimativa de namero de ilhotas presentes em cada rato foi realizada em cinco imagens,
selecionadas aleatoriamente, com aumento de 400x e area de 70,6 x 10%um? cada, para cada
individuo em todos os grupos. O valor final considerado foi o nimero de ilhotas presentes em
cada em uma area total de 353 x 10°um?2. Para mensurar a area dos acinos, 50 acinos foram
selecionados aleatoriamente em imagens com aumento de 400x para cada individuo, em todos
0s grupos. Apenasacinos contendo células com nucleo e limites celulares visiveis foram
incluidas na avaliagdo, resultando em um valor médio de area do &cino para cada individuo,

em cada grupo.

No tecido cardiaco, foram avaliadas a porcentagem do 6rgéo ocupada por intersticio e
o didmetro dos cardiomidcitos. A porcentagem do 6rgao ocupada por intersticio foi avaliada a
partir da insercdo de um grid com 234 pontos em 10 imagens para cada individuo, no aumento
de 400x. Foram contabilizados apenas os pontos situados sobre as regifes de intersticio, e a
porcentagem final foi calculada a partir da razdo entre o nimero de pontos sobre o intersticio
(Pint) e o total de pontos da imagem (Ptotal), conforme a equacgdo: %int = (Pint/Ptotal) x
100.Além disso, na morfometria cardiaca, foi medido o diametro de 50 cardiomidcitos por

individuo, tragando-se uma reta perpendicular ao comprimento da célula, na altura do nucleo.
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Para o tecido pulmonar, foram avaliadas: a porcentagem do tecido ocupada por septos
alveolares, porcentagem do tecido ocupada por células e densidade numérica de alvéolos no
tecido. A porcentagem do tecido ocupada por septos alveolares foi avaliada por meio da
ferramenta "Threshold", sendo mensuradas 10 imagens por individuo, com aumento de 400x.

A porcentagem do tecido ocupada por células foi medida a partir da insercdo de um
grid com 352 pontos de intersec¢cdo em 10 imagens por individuo, em aumento de 400x.
Foram contabilizados apenas os pontos situados sobre as células pulmonares e a porcentagem
final foi calculada a partir da razdo entre 0 numero de pontos sobre as células pulmonares
(Pcel) e o total de pontos da imagem (Ptotal), conforme a equacdo: %cel = (Pcel/Ptotal) x 100.
A densidade do numero de alvéolos pulmonares (Nalv), por sua vez, foi obtida por meio da
contagem do niimero de alvéolos presentes em 10 regides de area conhecida (70,6 x 10%) para
cada individuo, em todos 0s grupos, resultando no numero de alvéolos por mm2 por meio da
formula: Nalv = Zalv/TA, em que XZalv é o numero de alvéolos identificados no plano focal e

TA é a area de teste total.

45.2.2. Analise semiquantitativa

As alteracOes estruturais mais relevantes observadas no estbmago, intestino, figado,
pancreas, coracdo e pulméo de ratos expostos a substancias toxicas foram obtidas a partir de
dados disponiveis na literatura, e listadas nas Tabelas 1-4. Para cada alteracdo, foi atribuido
um fator de importancia (w), variando de 1 a 3, definido pelos pesquisadores do presente
estudo conforme sua relevancia no desenvolvimento e na sobrevivéncia das células e tecidos
afetados: (1) baixa importancia, quando a lesdo afeta minimamente a funcédo e viabilidade da
célula ou tecido avaliado; (2) importancia moderada, agressores a alteracdo leva a perda
parcial de funcdo; e (3) alta importancia, quando a lesdo é irreversivel, resultando na perda
total da funcdo celular ou tecidual.

Ap0ds andlise histopatoldgica, as alteracdes morfologicas visualizadas em ratos tratados
com acetilcarvacrol foram classificadas em escores (a), variando de 0 a 5, dependendo da
extensdo do dano no tecido. A classificagdo em escores se baseou na estimativa da
porcentagem de tecido afetada pela alteracéo, sendo o valor minimo (0) indicativo de auséncia
de lesdo, e o valor maximo (5) correspondente a ocorréncia muito frequente, com mais de
80% do tecido afetado. A multiplicacdo do fator de importancia (w) pelo escore (a) permitiu a

obtencdo do indice de cada alteracdo (INDEXalt = w x a). Para cada individuo, o indice
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individual (INDEXind) foi obtido a partir da soma dos indices de todas as alteragdes
observadas, conforme a formula: INDEXind = X (w x a) (Marinho et al. 2014).

Os dados hematoldgicos, bioquimicos, morfolégicos e morfométricos foram avaliados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. As variaveis com distribui¢cdo normal foram
comparadas estatisticamente por meio do teste de ANOVA one way seguido de teste post hoc
de Tukey, e os valores sem distribuicdo normal foram comparados por meio do teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste post hoc de Dunn (a = 0,05; Graph Pad Prism 8, v.8.4.3).

Tabela 1. Principais alteracbes encontradas no estomago de ratos expostos a substancias
quimicas e seus respectivos fatores de importancia (w).

Alterag0es Fator de Referéncias
morfoldgicas importéancia
(W)

Descamacao epitelial 2 (Unlugergi, et al., 1999, Motawi, et al., 2013,
Ostovaneh, et al., 2023)

Ruptura das células 2 (Unlugergi, et al., 1999, Gu, et al., 2023, Hamza, et al.,

mucosas 2023, Sanpinit, et al., 2023)

Hemorragia 3 (Unlucergi, et al., 1999, Motawi, et al., 2013,
Ostovaneh, et al., 2023)

Necrose 3 (Unlugergi, et al., 1999, Hamza, et al., 2023)

Infiltracdo inflamatdria 2 (Motawi, et al., 2013, Rosdianto, et al., 2020, Gu, et al.,
2023, Hamza, et al., 2023, Ostovaneh, et al., 2023,
Sanpinit, et al., 2023)

Edema 1 (Motawi, et al., 2013, Sanpinit, et al., 2023)

Vasodilatagdo 1 (Sanpinit, et al., 2023)

Ulceracéo 3 (Hamza, et al., 2023, Ostovaneh, et al., 2023, Sanpinit,
et al., 2023)

Hiperqueratinizacao na 2 (Motawi, et al., 2013, Li, et al., 2022).

mucosa

Dilatacdo glandular 1 (Motawi, et al., 2013, Gu, et al., 2023).

gastrica

Vasos sanguineos 1 (Motawi, et al., 2013, Ismail; EI-Meligy, 2022).

congestionados

Hiperplasia nas células 1 (Motawi, et al., 2013, Li, et al., 2022, Gu, et al., 2023).

epiteliais

Apoptose 3 (Li, et al., 2022).

Glandulas gastricas 3 (Ismail; EI-Meligy, 2022)

destruidas

Vacuolizacéo 2 (Ismail; EI-Meligy, 2022)

citoplasmética
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Tabela 2. Principais alteragdes encontradas no intestino delgado de ratos expostos a
substancias quimicas e seus respectivos fatores de importancia (w).

Alterag0es Fator de Referéncias
morfoldgicas importéancia
(W)

Descamacao epitelial 2 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Ahlawat, et al., 2021,
Ruan, et al., 2023)

Ruptura das células 3 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Dashtbanei; Keshtmand,

mucosas 2023)

Hemorragia 3 (Dashtbanei; Keshtmand, 2023)

Necrose 3 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Dashtbanei; Keshtmand,
2023)

Infiltracdo inflamatéria 2 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Rosdianto, et al., 2020,
Ahlawat, et al., 2021, Pogozhykh, et al., 2021,
Dashtbanei; Keshtmand, 2023, Kauser, et al., 2023,
Ruan, et al., 2023)

Descamacao epitelial 2 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Maheshwari, et al.,
2023)

Hipertrofia das 1 (Alam, et al., 2023)

vilosidades

Ulceracéo 3 (Dashtbanei; Keshtmand, 2023, Kauser, et al., 2023)

Displasia 3 (Mariotti, et al., 2022).

Hiperemia 1 (Dashtbanei; Keshtmand, 2023)

Reducdo de criptas 3 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Ahlawat, et al., 2021)

Reducdo de vilosidades 3 (Ahlawat, et al., 2021, Pogozhykh, et al., 2021)

Apoptose 3 (Alam, et al., 2023).

Encurtamento das 1 (Abbasi-Oshaghi, et al., 2019, Ahlawat, et al., 2021,

vilosidades Alam, et al., 2023, Dashtbanei; Keshtmand, 2023, Ruan,
et al., 2023)
(Abbasi-Oshaghi, et al., 2019)

Edema 1
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Tabela 3. Principais alteracfes observadas no figado de ratos expostos a substancias quimicas
e seus respectivos fatores de importancia (w).

AlteracBes morfoldgicas

Fator de
importancia (w)

Referéncias

Desorganizacao dos
cordBes hepaticos
Aumento do espaco
intersticial

Nucleos dos hepatdcitos
irregulares

Nucleos dos hepatdcitos
picnéticos

Nucleos dos hepatocitos
com marginacéao da
cromatina

Vacuolizacéao
citoplasmatica

Granulagdo citoplasmatica

nos hepatocitos
Necrose

Apoptose
Hipertrofia

Hiperplasia

Aumento do nimero de
células de Kupffer
Vasos sanguineos
congestionados

Fibrose nas veias portais

Células apresentando
mitose atipica
Dilatagdo dos sinusoides

2

1

2

(Suntres et al. 2015, Bakir et al. 2015, Cunha et al,
2017)
(Cunha et al. 2009, Cunha et al. 2017)

(Bakir et al. 2015, Cunha et al. 2017, Hassan et al.
2021)

(Bakir et al. 2015, Cunha et al. 2017, Hassan et al.
2021)

(Cunha et al. 2017)

(Bakir et al. 2015, Cunha et al. 2017, Kartheek and
David 2018, Hassan et al. 2021)
(Cunha et al. 2017)

(Cunha et al. 2009, Bakir et al. 2015, Kartheek and
David 2018, Mohseni et al 2019, Han et al. 2019)
(Cunha et al. 2017)

(Engelman et al. 2001, Cunha et al. 2017, Kartheek and
David 2018)

(Bakir et al. 2015, Cunha et al. 2017, Mohseni et
al.2019, Andre et al. 2020)

(Bakir et al. 2015, Cunha et al. 2017, Mohseni et al.
2019, Andre et al. 2020)

(Cunha et al. 2017, Kartheek and David 2018, Mohseni
et al 2019, Andre et al. 2020)

(Cunha et al. 2009, Bakir et al. 2015, Mohseni et al
2019)

(Llana-Ruiz-Cabelloet al. 2016)

(Cunha et al. 2009, Bakir et al. 2015, Kartheek and
David 2018, Mohseni et al 2019)
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Tabela 4. Principais alteracbes encontradas no pancreas de ratos expostos a substancias
quimicas e seus respectivos fatores de importancia (w).

AlteragBes morfolégicas Fator  deReferéncias
importéancia
(w)
1

Acinos alterados (Wardani, et al., 2019, Zhu, et al., 2021, Fujiwara, et al.,

Redugdo do tamanho dal
ilhota de Langerhans
Necrose 3

Degeneragéo do3
tecidopancreatico

Aumento da granulagdol
citoplasmatica

Dilatacdo do ldmen dosl
acinos

Mitose atipica dos acinos 3
Infiltracdoinflamatdria 2

Fibrose no estroma 3
Vacuolizacdo citoplasmatica2

Reducdo do namero de2
ilhotas de Langerhans
Infiltrac8olipidica
Nucleos picnoticos
Redugdo de células
Edema

P NWN

2023, Sakr; Rashad, 2023)
(Wardani, et al., 2019, Abulehia, et al., 2023)

(Wardani, et al., 2019, lvanovic, et al., 2021, Zhu, et al.,
2021)

(Wardani, et al., 2019, Karabulut; Barlas, 2022, Pefia-
corona, et al., 2023, Sakr; Rashad, 2023)

(Fujiwara, et al., 2023)

(Fujiwara, et al., 2023)

(Fujiwara, et al., 2023)

(Mustofa, et al., 2020, Zhu, et al., 2021, Fujiwara, et al.,
2023, Zou, et al., 2023)

(Zhu, et al., 2021, Fujiwara, et al., 2023)

(Karabulut; Barlas, 2022, Pefia-corona, et al., 2023,
Sakr; Rashad, 2023, Zou, et al., 2023)

(Pefa-corona, et al., 2023, Sakr; Rashad, 2023, Zou, et
al., 2023)

(Pefa-corona, et al., 2023)

(Zhu, et al., 2021, Sakr; Rashad, 2023)

(Sakr; Rashad, 2023, Zou, et al., 2023)

(Zhu, et al., 2021, Zou, et al., 2023)
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo comportamental

A aplicagdo oral de acetilcarvacrol em ratos, com doses repetidas durante 28 dias e em
diferentes concentragcdes, ndo provocou mortalidade. Entretanto, a utilizacdo da sonda
esofagica para a administracdo da substancia fez com que os animais ficassem mais agitados,
inquietos e agressivos imediatamente apds a aplicacdo do produto. Em cerca de 6 dias, 0s

animais j& ndo apresentavam sinais de irritabilidade ou agressividade.

Além disso, apds o primeiro dia de experimentacdo, 0s animais apresentaram fezes
levemente pastosas, um efeito que durou por 4 dias e foi observado tanto no grupo controle
quanto nos grupos de tratamento, afetando todos os individuos. Apos esses 4 dias, as fezes

dos animais retornaram a consisténcia normal.

O peso corporal médio dos ratos esta descrito na Tabela 5, e as variagcbes semanais no

peso corporal médio estdo representadas no Grafico 1.

Tabela 5. Média + desvio padrédo do peso corporal (g) de ratos Wistar ao longo dos 28 dias de
experimento.
Grupo Experimento

Inicio Dia 14 Dia 28

C (DMSO5%) 2116 +6,10° 219,6 +6,42% 247,20 +4,08°

T1(6uL/mL) 211, +561° 2246+6,06° 246,20 4,91°

T2 (52puL/mL) 216,2+4,60% 231,20+4,76% 247,80 +5,06%

T3 (104uL/mL)  217,2+4,32% 231,20+1,92*® 246,80 £ 5,062

Médias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way
seguida de teste post-hoc de Tukey; o= 0,05). Legendas: (C) Grupo Controle; (T1) Grupo Tratamento
1; (T2) Grupo Tratamento 2; (T3) Grupo Tratamento 3.



62

Gréfico 1. Variacdo do peso corporal médio (g) de ratos Wistar ao longo do tratamento.

Peso corporal médio (em gramas)
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250,00
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== =@=T]1 T2 =—=@=T3

Legendas:(C) Grupo Controle; (T1) Grupo Tratamento 1; (T2) Grupo Tratamento 2; (T3) Grupo
Tratamento 3.

5.2.  Analise Hematolodgica

Apds 28 dias de aplicacdo diaria de acetilcarvacrol por via oral, a analise do
eritrograma ndo revelou diferenca estatistica nos parametros de hemaécias, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), amplitude de distribuicdo dos globulos

vermelhos (RDW) e plaquetas, conforme os dados listados na Tabela 6.

Os valores de hemoglobina corpuscular média (HCM) diferiram entre o grupo T1 e 0s
grupos T2 e T3. Quanto aos valores de concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), o grupo controle e o grupo T1 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, mas

diferiram estatisticamente dos grupos T2 e T3.
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Tabela 6. Eritrograma de ratos Wistar albinos ap6s 28 dias de aplicacdo oral do
acetilcarvacrol em diferentes concentragoes.

Eritrograma Grupos p-valor
Controle T1 (26pL/mL) T2 (52pL/mL) T3 (104pL/mL)

Hemécias (m/mm3) 6,71 +0,33" 6,67 + 0,35 6,40 £ 0,32 6,48 + 0,56 0,584
Hemoglobina (g/dL) 13,20 +0,73* 12,86 +0,41° 13,42 + 0,63 13,44 + 0,84 0,543
Hematocrito (%) 37,72 £ 1,59 36,10 + 0,89° 35,86 + 1,45% 35,34 + 2,49° 0,265
VCM (fL) 56,20 + 0,89 54,15 + 1,58 55,98 + 0,96* 54,50 + 1,50 0,107
HCM (pg) 19,66 +0,31% 19,29 +0,68° 20,96 + 0,78 20,75 +£0,77° 0,006
CHCM (%) 35,00 + 0,99 35,82 £ 0,70 37,42 +0,96" 38,06 +0,85" 0,0002
RDW (%) 12,80 + 0,46° 12,72 +0,56° 12,90 +0,51° 13,20 + 0,372 0,444
Plaquetas (mil/mm3)  929,2 +69,48* 726,2 +139,10° 1070,6 + 230,45 1002,8 + 290,56° 0,140

Meédias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way
seguida de teste post-hoc de Tukey; o = 0,05). (CHCM) Concentracdo de hemoglobina corpuscular
média; (fL) Fitolitro; (g/dL) Grama por decilitro; (HCM) Hemoglobina corpuscular média; (pg)
Picograma; (RDW) Amplitude de distribuicdo de globulos vermelhos; (VCM) Volume corpuscular
médio.

Na analise do leucograma, ndo houve diferenca estatistica na quantidade de leucécitos
e na porcentagem de segmentados, linfocitos e mondcitos entre o grupo controle e 0s grupos

T1, T2 e T3, conforme os dados listados na Tabela 7.

Tabela 7. Leucograma de ratos Wistar albinos ap6s 28 dias de aplicacdo oral do
acetilcarvacrol em diferentes concentracgoes.

Leucograma Grupos p-valor
Controle T1 (26puL/mL) T2 (52uL/mL) T3 (104puL/mL)
Leucdcitos (mil/mm3) 5,92 +1,93 4,34 +1,49° 54+1721° 5,52 +2,07° 0,523
Segmentados (%) 17,83 £0,97° 7,97 £0,47° 8,81 £ 0,25% 15,38 £ 0,72° 0,082
Linfécitos (%) 40,58 + 1,08% 34,96 £1,08% 44,73+1,19° 39,69 +1,34% 0,637
Monadcitos (%) 7,10 £ 3,26° 3,62 £ 5,69% 2,84 £2,71° 1,22 +2,73* 0,128

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way
seguida de teste post-hoc de Tukey; o= 0,05).
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5.3.  Analise Bioquimica

Apos 28 dias de aplicacdo diaria de acetilcarvacrol por via oral, a andlise bioquimica
ndo revelou diferenca estatistica nos parametros das enzimas hepéticas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), conforme listado na Tabela 8.

Tabela 8. Concentracdo de AST (U/L) e ALT (U/L) em ratos Wistar albinos apds 28 dias de
experimento.
Exames Grupos p-
bioquimicos valor

Controle T1 (26pL/mL) T2 (52pL/mL) T3 (104pL/mL)

AST (U/L) 86,64 +23,62% 93,31 £30,34° 118,48 £68,65° 139,24 +61,32* 0,417
ALT (U/L) 45,39 £ 10,47 60,23 £9,04° 55,87 +9,84° 77,17 £27,36% 0,413

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way
seguida de teste post-hoc de Tukey; o = 0,05). (AST) Aspartato aminotransferase; (ALT) Alanina
aminotransferase; (U/L) Unidade por litro.

5.4. Avaliacdo Histopatoldgica

5.4.1. Estébmago

No grupo controle (Figura 15 - A, B), ndo foram observadas alteracGes nas camadas
internas do estdmago. Na mucosa, revestida por um epitélio colunar simples apoiado sobre
uma lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo, foram observadas numerosas fossetas e
criptas gastricas e a camada muscular da mucosa, constituida por musculatura lisa. No
epitélio, as células mucosas superficiais apresentaram coloracéo palida, assim como as células
mucosas do colo. Entre estas, as células parietais se coraram fortemente em rosa pela eosina, e
as células zimogénicas foram observadas ao final das criptas. Logo abaixo da mucosa, foi
possivel observar acamada submucosa, composta por tecido conjuntivo denso e apoiada sobre

uma musculatura lisa fortemente corada pela eosina.

No grupo tratado com a maior concentracdo de acetilcarvacrol (T3), foi observada leve
descamacéo epitelial em quatro animais (p = 0,047). Esta alteracdo também foi visualizada

nos grupos T1 e T2, porém em menor nimero de individuos, e sem diferenca estatistica em
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relacdo ao grupo controle. Ademais, hipertrofia das células mucosas superficiais (p = 0,068) e
dilatacdo das glandulas géstricas (p = 0,183) também foram identificadas, em 3 animais cada
no grupo T3, em pequena extensdo do tecido (p = 0,183). Também ndo foram observadas
diferengas estatisticas em relacdo a estes dois parametros na comparacdo entre 0 grupo
controle e os grupos T1 (p = 0,183) e T2 (p = 0,183. Leve congestdo de vasos sanguineos foi
observada em 1 animal no grupo T1 (Figura 15 — C). Devido a estas alteragdes, houve
diferenga significativa entre os INDEXind dos grupos controle e T3, embora ndo tenham sido

observadas diferengas entre os demais grupos (Tabela 9).

A anéalise morfométrica ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos com relacdo a espessura da mucosa, da submucosa e da muscular externa, conforme

dados discriminados na Tabela 10 e observados no Grafico 3.
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Figura 15. Fotomicrografias da mucosa do estdmago de ratos Wistar submetidos ao teste de
toxicidade oral com dose repetida de acetilcarvacrol, durante 28 dias, coradas com
hematoxilina-eosina.
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Legenda: (A, B) Grupo Controle; (C, D) Tratamento 1; (E, F) Tratamento 2; (G, H) Tratamento 3.
(CMS) Células mocosas superficiais;(CVS) Congestdo dos vasos sanguineos; (DE)Descamacdo

epitelial; (DGG) Dilatagdo das glandulas géstricas;(GG) Glandulas gastricas.
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Tabela 9. Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices individuais (INDEXind) observados no estdmago de
ratos submetidos ao teste de toxicidade oral do acetilcarvacrol com dose repetida.

INDEXalt (w x a)
Alteracao morfoldgica Fator de importancia (w) C1 T1 T2 T3 p-valor
Descamagdo epitelial 2 0,00 +0,00* 0,40 +0,89* 1,20 +1,10* 1,60+0,89" 0,031
Hipertrofia das células mucosas superficiais 1 0,00 £0,00* 0,20 +0,45* 0,00 +0,00* 0,60 +0,55* 0,068
Dilatacdo das glandulas gastricas 1 0,00 +0,00*° 0,60 +0,55* 0,40 +£0,55* 0,80+0,84* 0,183
Congestdo dos vasos sanguineos 1 0,00 +0,00* 0,20 £0,45* 0,00 £0,00*° 0,00 +0,00* 0,391
INDEXind ¥ (w x a) 0,00 +0,00* 1,40+ 1,14 160+1,52® 3,00+1,22° 0,017

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-wayseguida de teste post-hoc de Tukey; a = 0,05).

Tabela 10. Medidas da espessura da mucosa (um), espessura da submucosa (um) e espessura da camada muscular externa (um) em ratos
submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de acetilcarvacrol.

Parametros Grupos
C T1 T2 T3 p-valor
Espessura da mucosa 430,82 + 98,512 493,30 + 36,812 503,05 + 68,462 478,63 + 54,30° 0,709
Espessura da submucosa 19,97 +1643,46* 16,30 + 3693,40*° 15,66 + 4745,19° 16,54 + 2290,76*° 0,219
Espessura da muscular 89,46 + 28949,62° 87,33 +10839,83* 105,12 + 9899,80° 88,14 + 13152,98* 0,308
Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey; a = 0,05).
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Gréfico 2. Descamacao epitelial, hipertrofia das células mucosas superficiais, dilatacdo das glandulas gastricas, congestédo dos vasos sanguineos e dos
indices individuais (INDEXind) observados no estbmago de ratos submetidos ao teste de toxicidade oral do acetilcarvacrol com dose repetida.
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Grafico 3. Espessura da mucosa (um?), espessura da submucosa (um?) e espessura da
muscular externa (um?) em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de
acetilcarvacrol.
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5.4.2. Intestino Delgado (duodeno)

No grupo controle, o duodeno apresentou caracteristicas de normalidade condizentes
com a literatura. No epitélio simples colunar da mucosa, sustentado pela lamina prépria foram
observadas células caliciformes fracamente coradas e células absortivas, com coloracdo
acidofila. Abaixo da mucosa, a submucosa corou fracamente em rosa e continha, em seu
interior, as glandulas de Brunner, de coloracdo palida. Em seguida, uma camada muscular
externa fortemente corada pela eosina, e uma serosa, com colora¢do mais fraca, puderam ser
visualizadas (Figura 16 - A). Nos grupos tratados, nenhuma alteracdo foi identificada ap6s

andlise histopatoldgica.

Em relacdo a avaliagdo morfométrica, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos com relacdo aos seguintes parametros: comprimento e espessura
das vilosidades, profundidade das criptas intestinais e espessura da submucosa, conforme

dados discriminados na Tabela 11 e observados no Grafico 4.

Figura 16. Fotomicrografias do intestino delgado de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol
pelo teste de toxicidade oral com dose repetida, durante 28 dias, coradas com hematoxilina-
eosina.

Legenda: (A) Grupo Controle; (B) Tratamento 1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3. (CI) Criptas
intermedidrias; (M) mucosa; (MS) muscular; (SM) submucosa; (V) vilo.
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Tabela 11. Medidas do comprimento do vilo (um), espessura do vilo(um) e profundidade da cripta (um) e espessura da submucosa (pm)em

ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de acetilcarvacrol.

Pardmetros Grupos

C T1 T2 T3
Comprimento do vilo 383,38 + 36,022 389,49 + 40,396° 381,61 + 29,892 413,42 + 42,342
Espessura do vilo 67,30 + 10303,59° 75,66 + 14992,23% 85,10 £ 11103,59° 80,67 + 8948,30%
Profundidade da cripta 156,82 £ 24472,73* 126,78 £ 19402,59° 132,47 +23093,86*° 159,74 + 11765,63%

Espessura da submucosa 27,31 +5183,902 20,00 + 4879,32? 24.09 +7458,862

37,29 +5334,30°

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey; a = 0,05).
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Gréfico 4. Comprimento do vilo, espessura do vilo, profundidade da cripta e espessura da
submucosa em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de
acetilcarvacrol.
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5.4.3. Figado

No grupo controle, observou-se a presenca de hepatocitos com formato cubico e
citoplasma corado em rosa pela eosina, contendo um ou dois nucleos arredondados com
cromatina dispersa e nucléolos integros, ambos corados em roxo pela hematoxilina. Entre as
células hepéticas, uma rede anastomosada de capilares sinusoides, que convergem para a veia
central e sdo revestidos por células endoteliais pavimentosas, foi visualizada. Entre os l6bulos
hepéticos foram localizados os ramos da veia porta hepatica e da artéria hepatica, bem como
os ductos biliares (Figura 17 - A, B). Em trés animais, leve vacuolizacdo citoplasmatica
localizada foi identificada, além de discreta dilatagdo do Iimen do sinusoide, também em trés
animais. Vacuolizagdo (p = 0,061) e dilatacdo do sinusoide (p = 0,376) também foram
encontradas nos grupos de tratamento, sem diferencas em relacdo ao grupo controle, contudo
(Figura 17 — C - H). Na analise semiquantitativa, estas alteragdes ndo resultaram em
diferencas estatisticas significativas quanto ao INDEXind entre os grupos de tratamento e o

grupo controle (Tabela 12).

A analise morfométrica ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos com relacdo a area do nucleo, densidade de hepatdcitos, porcentagem de nucleos
alterados e porcentagem do tecido ocupada por sinusoides hepaticos, conforme dados

discriminados na Tabela 13 e observados no Gréfico 6.
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Figura 17. Fotomicrografias do figado de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste
de toxicidade oral com dose repetida, durante 28 dias, coradas com hematoxilina-eosina.

Legenda: (A, B) Grupo Controle; (C, D) Tratamento 1; E, F) Tratamento 2; G, H) Tratamento 3.
(DS) Dilatagdo do lamen do sinusoide; (EP) Espago porta; (H) Hepatdcito; (S) sinusoide; (VC)
Vacuolizacdo citoplasmatica.
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Tabela 12. Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices individuais (INDEXind) observados no figado de
ratos submetidos ao teste de toxicidade oral do acetilcarvacrol com dose repetida.

INDEXalt (w x a)
Alteragdo morfolégica (w) C1 T1 T2 T3 p-valor
Vacuolizacdo citoplasmatica 2 120+1,10* 1,20+1,10*° 0,80 +1,79% 2,00 +1,10° 0,061
Dilatagéo do Iimen do sinusdide 1 120 +1,30° 1,60 +0,55" 1,20 +1,10° 0,60 +0,89° /0
INDEXindX (w X ) 2,40 £1,52° 2,80 +1,30° 2,00+2,83* 460+1,95 0208

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey; a.= 0,05).
Fonte: Do autor (2024).

Tabela 13. Medidas da area do ntcleo (um) e densidade dos hepatdcitos para cada (x 10°%/um?), porcentagem de nicleos de hepatocitos
alterados (%) e porcentagem de sinusoides presentes no tecido (%) em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de

acetilcarvacrol.

Parametros Grupos

C T1 T2 T3 p-valor
Area do Nucleo 30,91 +4301,99° 29,18 +4592,33% 30,81 +4024,03* 31,10 +4020,81* 0,789
Densidade de hepatdcitos 40,50 £12,07? 38,40 £9,84° 40,20 £8,29? 27,60 +5,77°2 0,105
% de nucleos alterados 0,00 +0,00? 0,00 + 0,00 ? 0,00 £0,00? 0,00 +£0,00? -
% de Sinusdide 0,35+0,23% 0,42 +0,16° 0,29 +0,24% 0,24 +0,18*% 0,434

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey; a.= 0,05).
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Graéfico 5. Vacuolizagdo citoplasmatica, dilatacdo do Iimen do sinuséide e dos indices individuais
(INDEXind) observados no figado de ratos submetidos ao teste de toxicidade oral do
acetilcarvacrol com dose repetida.
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Gréafico 6. Area do nucleo (um?), densidade de hepatdcitos (x 10°%/um?) e porcentagem de
sinusoides no tecido (%) em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com
dose repetida de acetilcarvacrol.
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5.4.4. Pancreas

No grupo controle, o pancreas apresentou morfologia condizente com a literatura.
Foram observados &cinos com células serosas contendo nucleos arredondados localizados na
regido basal, corada em roxo pela hematoxilina. A regido apical destas células, por sua vez,
corou em rosa pela eosina. As ilhotas pancreéticas foram coradas levemente em lilas e seus
nucleos foram corados em roxo pela hematoxilina (Figura 18 - A-D).

A anélise semiquantitativa ndo revelou alteracbes em nenhum dos parametros
histoldgicos, em todos os animais do grupo controle, T1, T2 e T3 (Figura 18 - A, B, C e D).

Figura 18. Fotomicrografias do pancreas de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo
teste de toxicidade oral com dose repetida, durante 28 dias, coradas com hematoxilina-eosina.

L . e S . ! :
Legenda: (A) Grupo Controle; (B) Tratamento 1; (C) Tratamento 2 (D) Tratamento 3. (AP) Acinos

pacreatiocos; (IL)ilhota de Langerhans.
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Né&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com relacéo a area da ilhota de Langerhans, ao nimero de ilhotas e a

area do acino, conforme dados discriminados na Tabela 14 e no Gréfico 7.

Tabela 14. Medidas da area da ilhota(um?), média do nimero de ilhotas por imagem (70,6 x 10°um?) e area do &cino (Um?) em ratos

submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de acetilcarvacrol.

Parametros Grupos

C T1 T2 T3 p-valor
Area da ilhota 4665,39 + 2453,79° 3961,83 + 747,65 4587,78 + 1396,64° 4081,46 + 1057,33% 0,853
NGmero de ilhotas 1,52 +0,48? 1,56 +0,43? 1,36 +0,38°? 1,60 +0,28? 0,795
Area do acino 240,41 + 26646,30° 220,68 + 60038,70° 223,71 + 26889,31% 205,62 + 31083,30% 0,578

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey; a = 0,05).
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Gréfico 7. Area da ilhota(um?), média do ndmero de ilhotas por imagem (70,6 x 10%um?) e
area do &cino (um?) em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de

acetilcarvacrol.
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5.4.5. Coracéo

No grupo controle, foram observados cardiomidcitos com coloragdo fortemente
acidéfila e nacleos centrais corados de forma intensa pela hematoxilina, em corte
predominantemente longitudinal, com didmetros homogéneos e entremeados por escasso
intersticio (Figura 19 - A, B). Nos tratamentos, foram observados espacos intersticiais
levemente aumentados, sem diferencas significativas entre os grupos (p = 0,498) (Figura 19 -
C, H). Nos grupos T1 e T2, leve congestdo foi observada nos capilares sanguineos, tambéem
sem diferencas entre os grupos (p = 0,549) (Figura 19 - F). Tambem ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos em relagdo ao INDEXind (p = 0,239) (Figura 19 - A,
H).



Figura 19. Fotomicrografias do coracdo de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo
teste de toxicidade oral com dose repetida, durante 28 dias, coradas com hematoxilina-eosina.

‘A im * B

o

Legena: (A, B) Grup Conrole; (C, D) Tratamento 1; (E, F) Tratamento 2; (G, H) Tratamento
3. (C) Citoplasma do cardiomidcito; (CAP) Capilar sanguineo; (EI) Espaco Intersticial;(N)
Ndcleo do cardiomidcito.
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Tabela 15. Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices individuais (INDEXind) observados no coracdo de
individuos expostos ao acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade oral com dose repetida.

INDEXalt (w x a)
Alteracdo morfoldgica Fator de importéncia (w) C1 T1 T2 T3 p-valor
Aumento do intersticio 1 0,00 +0,00* 0,40+0,55% 0,20 +0,45°% 0,20+0,45% 0,498
Congestdo de vasos sanguineos 1 0,00+0,00* 0,20+0,45% 0,20 +0,45° 0,00+0,00° 0,549
INDEXindX (w x a) 0,00+0,00*° 0,60+0,55° 0,40 +0,89° 0,20+0,45° 0,239

Valores seguidos por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente entre si (ANOVA oneway seguido de teste post-hoc de Dunn, p < 0.05).
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A andlise morfométrica ndo identificou diferencas na porcentagem de intersticio
ocupando o o6rgédo (p = 0,1557). No entanto, observou-se diferenca estatistica significativa no
didmetro dos cardiomidcitos, que apresentou um aumento progressivo nos trés grupos de
tratamento, em relacdo ao grupo controle (p = 0,0001), conforme dados discriminados na
Tabela 16 e observados no Gréfico 9.

Tabela 16. Didmetro dos cardiomidcitos (x 10%um) e porcentagem do tecido ocupada pelo
intersticio (%) no coragdo de individuos expostos ao acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade
oral com dose repetida.

Parametros do Coracao Grupos

C T1 T2 T3 p-valor
Diametro dos cardiomidcitos 9.17 +0.63* 10.94 +0.13"° 12.58 +0.95° 12.72 +1.05° 0,0001
% Intersticio 23.53 +5.57% 23.29 +4.07° 22.32 +1.92° 27.92+219* 0,1557

Valores seguidos por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente entre si (ANOVA
oneway seguido de teste post-hoc de Dunn, p < 0.05).
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Gréfico 8. Aumento do intersticio, congestdo de vasos sanguineos e dos indices individuais
(INDEXind) observados no coragdo em ratos submetidos ao teste de toxicidade
oral com dose repetida de acetilcarvacrol.
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Gréfico 9. Porcentagem do 6rgao ocupada por intersticio (%) e o didmetro dos cardiomiocitos
(x 10%um) em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de
acetilcarvacrol.
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5.4.6. Pulmao

No grupo controle, observaram-se ductos alveolares, alvéolos e sacos alveolares com
morfologia normal. Os espacos alveolares apresentaram didmetros variados, e 0S septos
interalveolares eram compostos por pneumdcitos, macréfagos alveolares e capilares
sanguineos contendo hemécias. Os nucleos de todas as células analisadas foram corados de
maneira intensa e homogénea com hematoxilina, enquanto o citoplasma apresentou coloracéo
leve e homogénea pela eosina. As heméacias foram coradas intensamente com eosina,
apresentando coloracdo avermelhada (Figura 20 - A, B). Septos interalveolares com
espessamento leve foram observados (Figura 20 - C, D). Também foram identificados
agregados linfoides em alguns individuos (Figura 20 - E, H).

Na analise semiquantitativa, ndao foram identificadas diferencas quanto ao
espessamento do septo alveolar (p = 0,513), congestdo de vasos sanguineos (p = 0,130),
presenca de agregados linfoides (p = 0,191), infiltrados inflamatérios (p = 0,549) e de
hematicas intralveolares (p = 0,096) entre o grupo controle e demais tratamentos. Os grupos

também néo diferiram quanto ao INDEXind (p = 0,268).
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Figura 20. Fotomicrografias do pulmdo de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo
teste de toxicidade oral com dose repetida, durante 28 dias, coradas com hematoxilina-eosina.
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Legenda: (A, B) Grupo Controle; (C, D) Tratamento 1; (E, F) Tratamento 2; (G, H) Tratamento 3.
(AL) Agregado Linfoide; (BQL) Bronquiolo; (EA) Espago Alveolar; (SI) Septo Interalveolar.
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Tabela 17. Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices individuais (INDEXind) observados no pulméo de
individuos expostos ao acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade oral com dose repetida.

INDEXalt (w x a)

N L. Fator de importancia (w)
Alteracdo morfologica C1 T1 T2 T3

p-valor
0,40 £ 0,55* 0,60 £0,55* 0,20 +0,45% 0,20 +0,45* 0,513
0,60 +0,55* 0,60 +0,55* 0,20 +£0,45* 0,00 +£0,00* 0,130
0,80 +£1,10* 0,00 £0,00* 0,00 +0,00* 0,80 +1,10*° 0,191
Infiltrado inflamatorio 0,00 £ 0,00* 0,40 £0,89* 0,40 £0,89% 0,00 +0,00° 0,549
Hemacias intra-alveolares 0,00 £ 0,00* 0,80 +1,10° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00° 0,096
INDEXindX (w x a) 1,80 +1,30° 2,40+1,82° 0,80+1,10* 1,00+1,41* 0,268

Valores seguidos por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente entre si (ANOVA oneway seguido de teste post-hoc de Dunn, p < 0.05).

Espessamento dos septos
Congestdo de vasos sanguineos
Agregados linfoides

Y e
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A andlise morfométrica também ndo revelou diferencas estatisticas quanto a
porcentagem de septos alveolares (p = 0,278) e de células (p = 0,899), e densidade numérica de
alvéolos pulmonares (p = 0,152), conforme dados discriminados na Tabela 18 e observados no
Gréfico 11.

Tabela 18. Porcentagem do tecido ocupado por septos alveolares (%), porcentagem do tecido
ocupada por células (%) e densidade do nimero de alvéolos (por mm?2) no pulmio de
individuos expostos ao acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade oral com dose repetida.

Parametros do Pulmao Grupos

C T1 T2 T3 p-valor
% Septos alveolares 4531 £3.99° 48.91+582° 4297 +4.15 4589 +4.27° 0,278
% Células 20.98+525° 20.34+4.18° 19.84+183% 18.63+3.78 0,899

Densidade de alvéolos 241,34 + 59.75% 252.15 + 68.77% 188.59 + 27.04* 190.17 + 45.31* 0,152

Valores seguidos por letras diferentes em cada coluna diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-
way seguido de teste post-hoc de Dunn, p < 0.05).
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Gréfico 10. Espessamento dos septos, congestdo de vasos sanguineos, agregados linfoides, infiltrado inflamatdrio, hemacias intra-alveolarese
dos indices individuais (INDEXind) observados no pulmdo em ratos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida de
acetilcarvacrol.
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Gréfico 11. Porcentagem do tecido ocupada pelos septos alveolares, a porcentagem ocupada
por células e a densidade dos alvéolos no tecido em ratos submetidos ao teste de

toxicidade oral com dose repetida de acetilcarvacrol.
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6. DISCUSSAO

A atividade acaricida do acetilcarvacrol ja foi demonstrada contra varias espécies de
carrapatos e em diferentes estdgios de vida. Este principio ativo foi responsavel pela
mortalidade de larvas e adultos de Rhipicephalus microplus e, no estagio adulto, ocasionou
tanto a reducdo da oviposicdo quanto o bloqueio da eclosdo das larvas (RAMIREZ et al.,
2016; NOVATO et al., 2018). Em fémeas ingurgitadas de R. sanguineus s.l., também se
observou atividade acaricida, refletida tanto na mortalidade quanto na reducédo da oviposicéo e
na ecloséo de larvas (OLIVEIRA et al., 2020; KONIG et al., 2020). Apesar dessas evidéncias,
é importante que seus efeitos toxicos, quando aplicado diretamente no hospedeiro ndo-alvo,
sejam investigados, permitindo inferir sobre a seguranca da sua aplicacdo em animais
infestados naturalmente, ou seja, no hospedeiro especifico para cada espéecie de carrapato.

No presente estudo, a avaliagdo comportamental de ratos submetidos a aplicacao oral
de acetilcarvacrol, com doses repetidas durante 28 dias, ndo revelou efeitos clinicos
significativos e o produto ndo ocasionou a morte de nenhum animal. A presenca de fezes
pastosas, contudo, pode estar correlacionada a adaptacdo dos animais a dieta rica em lipidios,
em virtude do uso de 6leo de milho como veiculo. André et al (2016) também ndo observaram
nenhuma morte no teste de toxicidade aguda em camundongos albinos suicos fémeas que
receberam acetilcarvacrol por gavagem esofagica durante 15 dias (ANDRE et al., 2016).

Do inicio do experimento até o dia da eutanasia, ndo houve diferenca estatistica nas
médias de peso corporal dos ratos entre o grupo controle e os grupos T1, T2 e T3. Os animais
apresentaram aumento de peso constante em todos os grupos ao longo do experimento,
seguindo o padrdo normal de crescimento dos animais criados em biotério. Além disso, o peso
corporal médio destes ratos encontrava-se dentro do esperado para a mesma faixa etaria
(NERY et al., 2011). Apds exposicdo de ratos Wistar ao 6leo essencial de Cinnamomum
tamala diluido em 6leo de milho, administrado por gavagem em doses repetidas, todos os
grupos avaliados também apresentaram aumento de peso corporal no decorrer do experimento
(NAJNIN, et al., 2019), de forma semelhante ao presente estudo.

A andlise hematoldgica é a forma mais comum e facil de estudar determinadas
alteracdes especificas e inespecificas, e muitas patologias podem ser identificadas a partir dos
resultados obtidos no hemograma (SANDERSON; PHILIPS, 1981; GUIMARAES, 1990).
Neste estudo, ndo houve diferenca estatistica na quantidade de hemacias, concentracdo de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, amplitude de distribuigdo dos globulos

vermelhos, leucécitos, segmentados, linfocitos e mondcitos. Também ndo houve diferenca
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estatistica para os mesmos parametros em ratos Wistar expostos ao 6leo essencial e ao extrato
de C. tamala em acetato de etila, administrados por via oral durante 90 dias (MABEKU et al.,
2007; NAJNIN, et al., 2019). A exposicdo subcrdnica de ratos ao tratamento com
acetilcarvacrol nanoencapsulado, administrado diariamente por gavagem durante 28 dias,
também ndo resultou em diferencas significativas nos mesmos parametros (ANDRE et al.,
2020).

Houve diferenca estatistica na comparacdo com o grupo controle, em relagdo a
hemoglobina corpuscular média e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Essa
diferenca estatistica, contudo, ndo tem significancia bioldgica, pois os resultados do presente
estudo estdo dentro dos limites de referéncia para animais de laboratoério de diferentes regiGes
(DINIZ et al., 1999; CARVALHO et al., 2009; MELO et al., 2012; LIMA et al., 2014),
mesmo que haja alguma variagdo nestes valores. O acetilcarvacrol, mesmo quando aplicado
em camundongos por via oral e também por via intraperitoneal, ndo foi capaz de alterar a
hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular media, em
comparagdo com o grupo controle (OLIVEIRA et al., 2020).

Exames bioquimicos podem revelar danos ocorridos em nivel celular, causados por
agentes toxicos que afetam varios orgaos, alterando suas funcgdes fisioldgicas ou até mesmo
estruturais. Esses testes entregam resultados diretos, satisfatorios e de facil compreenséo e
interpretacdo (TESHOME et al., 2008; GAW et al., 2015). Neste trabalho, ndo houve
diferenca estatistica significativa na concentracdo das enzimas hepéticas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), embora seja possivel notar leve
tendéncia de aumento dos valores de ambas as enzimas, conforme se elevou a concentracao
do produto.

As principais alteracdes histopatoldgicas observadas no estdmago de ratos tratados
com acetilcarvacrol foram a descamacdo epitelial, a hipertrofia das células mucosas
superficiais e a dilatacdo das glandulas gastricas. Devido a acdo toxica do produto neste
6rgdo, houve diferenca estatistica significativa no INDEXind obtido para o grupo T3, quando
comparado ao grupo controle. A administracdo de etanol por via oral em diferentes doses em
ratos também foi responsavel pelas mesmas alteracdes (UNLUCERCI et al.,, 1999;
OSTOVANEH et al., 2023; SANPINIT et al., 2023). No entanto, vale salientar que, nos
estudos mencionados anteriormente, esses achados ocorreram em grau muito mais acentuado,
afetando maior extensdo do tecido estomacal em todos os animais tratados. Por outro lado, no
presente estudo, essas alteragdes foram observadas em regides limitadas da mucosa

estomacal, em apenas 2 individuos e principalmente nas concentracdes mais elevadas do
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produto. Em contrapartida, o dleo essencial de Thymus fontanesii, cujo principio ativo
majoritério é o carvacrol, molécula estruturalmente semelhante ao acetilcarvacrol, apresentou
acdo cicatrizante e gastroprotetora em lesdes gastricas induzidas por etanol. O carvacrol
isolado, por sua vez, demonstrou agdo protetora apds carcinogénese gastrica induzida por N-
metil-N’'-nitro-N-nitrosoguanidina em ratos e camundongos (OLIVEIRA et al., 2012; MOUHI
et al., 2017; GUNES-BAYIR et al., 2022).

Ratos expostos oralmente a diferentes concentracdes de extratos de plantas como
Artemisia absinthium e Boesen bergia rotunda apresentaram alteracdes em toda a arquitetura
intestinal, como ulceracdo da mucosa, densos infiltrados inflamatdrios, degeneracdo e
corrosdo (ROSDIANTO et al., 2020; KAUSER et al., 2023). No presente estudo, contudo,
nenhuma alteragdo foi observada no duodeno. Em um estudo em que o carvacrol foi
administrado oralmente em diferentes doses em ratos e porcos, demonstrou-se que sua
absorcédo ocorre principalmente no estbmago e no intestino (SCHRODER; VOLLMER, 1932;
MICHIELS et al., 2008; WANG et al., 2009). Considerando-se que as alteracdes
provenientes da administracdo de acetilcarvacrol tenham sido observadas principalmente na
mucosa estomacal, e levando-se em conta que o acetilcarvacrol seja absorvido de forma
semelhante ao carvacrol, pode-se supor que grande parte do produto tenha sido absorvida no
estdmago, diminuindo sua disponibilidade no intestino delgado e, portanto, minimizando seus
efeitos toxicos neste local.

Cunha et al. (2017), em estudo realizado com fémeas de camundongos expostas ao
timol, isbmero do carvacrol, demonstraram importantes alteracdes histolégicas no figado,
como vacuolizacdo citoplasmatica e dilatacdo de vasos sanguineos. Além disso, a exposicao
subcrénica de ratos Wistar ao acetilcarvacrol (250 mg/kg), administrado diariamente por
gavagem durante 28 dias, resultou em alteracGes hepaticas, como inchago dos hepatdcitos,
hiperplasia das células de Kupffer, congestdo das veias porta e centro lobular, e presenca de
células inflamatdrias nos animais tratados (ANDRE et al., 2020). Estes resultados contrastam
com os do presente estudo, em que apenas leves alteracBes hepaticas foram identificadas,
como vacuolizacdo citoplasmatica dos hepatocitos e dilatacdo dos sinusoides, mesmo apos a
exposicdo a quantidades significativamente maiores de acetilcarvacrol. Em contrapartida, um
estudo com camundongos, utilizando o extrato etandlico de Thymbra spicata, que possui 0
carvacrol como seu principal constituinte, demonstrou atividade hepatoprotetora, indicando
que esses extratos possuem algum valor medicinal potencial (AKKOL et al., 2009). As
alteracbes hepaticas verificadas no presente estudo, no entanto, podem ser consideradas

reversiveis, uma vez que as células sofreram alteracdes funcionais e morfoldgicas, mas
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mantiveram-se vivas, podendo se recuperar assim que o estimulo nocivo for suspenso (JUNG;
YIM, 2017). Os resultados das analises bioquimicas para as enzimas hepaticas ALT e AST,
mencionados anteriormente, corroboram os resultados das analises semiquantitativa e
morfométrica para o figado.

Apos a exposicdo a produtos toxicos, o pancreas pode sofrer alteragdes morfologicas
com a mesma frequéncia do que os demais 6rgdos (WARDANI et al., 2019). Stojanovic et al.
(2019) aplicaram oralmente 10, 100 e 500 mg/kg de carvacrol dissolvido em azeite de oliva
em ratos Wistar. Em doses mais altas (500 mg/kg), o uso de carvacrol foi responsavel pela
ocorréncia de edema pancredtico e infiltrados inflamatérios. A dose mais baixa deste produto,
contudo, foi capaz de prevenir o aumento na infiltracdo de células inflamatérias induzido pela
L-arginina (STOJANOVIC et al., 2019). No presente estudo, a exposi¢do ao acetilcarvacrol
ndo foi capaz de ocasionar quaisquer alteracbes morfologicas em nenhum dos ratos tratados
com acetilcarvacrol por via oral, indicando que o processo de acetilacdo do carvacrol pode
conferir melhor atividade quando comparado com o carvacrol. Entretanto, Bakir et al. (2016)
e Kili¢ et al. (2016) trataram ratos com pancreatite aguda com carvacrol, e as alteracdes
histopatoldgicas observadas no tecido pancreatico foram aliviadas, permitindo a sugestdo de
que o carvacrol possa ser um novo candidato a farmaco seguro e potente para o tratamento da
pancreatite aguda (BAKIR et al., 2016; KILIC et al., 2016).

Na avaliacdo morfoldgica do coracdo, ndo houve aumento do intersticio e congestao
de capilares sanguineos. Também néo foi identificada a presenca de infiltrados inflamatérios.
A auséncia de infiltrados inflamatorios junto as alteracdes morfoldgicas sugere que a
toxicidade do acetilcarvacrol no coracdo pode decorrer de um mecanismo de acdo direto,
independente do sistema imunologico (GOUDA et al., 2018). Por sua vez, a analise
morfométrica cardiaca ndo indicou diferencas significativas entre os grupos com relacdo a
porcentagem do 6rgdo ocupada pelo intersticio, mas indicou um aumento significativo no
didmetro dos cardiomidcitos nos animais tratados com acetilcarvacrol. Possivel explicacédo
para essa hipertrofia esta na atividade anticolinesterasica do acetilcarvacrol (COSTA-JUNIOR
et al., 2016). A exposicdo ao composto pode levar ao acumulo de acetilcolina e a
superestimulacdo dos receptores colinérgicos que, no coracgdo, estdo associados a reducdo da
frequéncia cardiaca. Para manter o débito cardiaco, 0 organismo compensaria aumentando o
volume sistélico, o que eleva a demanda funcional dos cardiomidcitos, culminando em sua
hipertrofia (JANKOWSKA, 2017).

Estudos que investigaram a toxicidade pulmonar em ratos expostos a desoxirrubicina,

ao extrato metandlico de sementes de Tetracarpidium conophorum e a fumaca de 6leo de
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cozinha (Owumi et al., 2021; Oriakhi et al., 2019; Deng et al., 2021) demonstraram a
ocorréncia de alteracbes como espessamento dos septos interalveolares, congestdo de
capilares sanguineos e infiltracdo inflamatéria. No presente estudo, entretanto, essas
alteracOes afetaram um ndmero limitado de individuos, em uma éarea reduzida dos 6rgéaos
avaliados. Mesmo assim, as analises morfolégicas e morfométricas pulmonares nao
identificaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

A avaliacdo toxicoldgica comparativa entre carvacrol, acetilcarvacrol e um pesticida a
base de fipronil em células sanguineas humanas mostrou que a acetilagdo do carvacrol reduziu
sua toxicidade para essas células. De fato, o acetilcarvacrol foi menos toxico para eritrécitos e
leucdcitos em comparagdo com outros produtos quimicos (KONIG et al., 2022). Além disso,
o acetil-timol, um isémero do acetilcarvacrol, foi testado em camundongos, e observou-se
uma reducdo na toxicidade do produto acetilado ao compara-lo com o seu composto de
origem, o timol. No ensaio de citotoxicidade em macrdfagos, o timol reduziu a sobrevivéncia
celular para 36,5%, enquanto o acetil-timol ndo demonstrou toxicidade para essas células
(MORAIS et al., 2014). Esses resultados destacam mais uma vez as vantagens do processo de
acetilacédo de substancias naturais.

Considerando seu potencial no controle de carrapatos, sugere-se que a aplicacdo de
acetilcarvacrol, em associagcdo com outros produtos quimicos que atuem de forma sinérgica,
possa potencializar seus resultados e reduzir seus efeitos tdxicos no organismo dos

hospedeiros.

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, embora leves alteraces tenham de fato sido observadas
em ratos expostos ao acetilcarvacrol por via oral, sua extensdo ndo foi grande o suficiente
para ocasionar danos permanentes ou irreversiveis. Entre as alteracfes estatisticamente
significativas encontradas e as hipéteses levantadas, € indispensavel enfatizar a proporcéo das
alteracdes e a significancia estatistica dos dados obtidos. As concentracdes equivalentes aos
tratamentos 1 e 2 ndo produziram efeitos adversos relevantes, podendo ser consideradas

seguras para uso, tendo em vista, especificamente, 0s parametros aqui analisados.
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