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RESUMO

Os carrapatos sdo ectoparasitos de grande importancia médico-veterinaria, principalmente
devido ao fato de transmitirem grande variedade de microrganismos patogénicos. Atualmente,
0 controle destes parasitos é realizado, em sua maior parte, pela aplicagdo de acaricidas
sintéticos. No entanto, o uso prolongado e indiscriminado dessas substancias tem resultado na
selecdo de cepas de carrapatos resistentes. Por esta raz&o, nos ultimos anos, investigagdes sobre
produtos de origem vegetal com atividade carrapaticida, como 0s 0leos essenciais e seus
principios ativos, tém se intensificado. O carvacrol, um monoterpeno fendlico encontrado em
Oleos essenciais de plantas da familia Lamiaceae, apresenta reconhecidos efeitos inseticidas,
acaricidas e repelentes. Sua acetilacdo pode ser realizada na tentativa de se obter um composto
derivado com melhor perfil farmacoldgico e menor toxicidade aos organismos nao-alvo. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade dérmica com doses repetidas do
acetilcarvacrol em ratos Wistar a fim de se investigar os potenciais riscos da sua utilizacdo em
mamiferos. Foram utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos (n=5). Para isto, 2,5 mL do
produto foram aplicados diariamente, pela via cutdnea, em area dorsal previamente
tricotomizada, em diferentes concentragdes (26, 52 e 104uL/mL) durante 21 dias. O grupo
controle foi tratado apenas com o veiculo (DMSO a 5%). Ao final do periodo de tratamento, 0s
animais foram anestesiados e eutanasiados por punc¢do cardiaca e, em seguida, dissecados para
a coleta de amostras de figado e da porcdo da pele onde a substancia foi aplicada. Os ratos
desenvolveram dermatite irritante de contato cumulativa no local de aplicagcdo do produto e
alteracdes microscoépicas significativas nessa regido da pele. Também foi detectada elevacéo
dos niveis séricos de ureia e da transaminase hepatica ALT. As alteracdes histoldgicas
observadas no figado dos animais corroboram com a elevacdo dos niveis séricos da enzima
ALT, que indica danos hepaticos leves e reversiveis. Os resultados sinalizam que a aplicacdo
dérmica do acetilcarvacrol nas condi¢bes experimentais aqui descritas provocaram sinais de
toxicidade local e sistémica.

Palavras-chave: Acaricida. Acetilagdo. Carvacrol. Morfologia. Toxicologia.



ABSTRACT

Ticks are ectoparasites of great medical and veterinary importance, mainly due to the fact that
they transmit a variety of pathogenic microorganisms. Currently, the control of these parasites
is carried out, for the most part, through the application of synthetic acaricides. However, the
prolonged and indiscriminate use of these substances has resulted in the selection of resistant
tick strains. For this reason, in recent years, investigations into products of plant origin, such as
essential oils and their active ingredients with acaricidal activity, have intensified. Carvacrol, a
phenolic monoterpene found in essential oils of plants of the Lamiaceae family, has recognized
insecticidal, acaricidal and repellent effects. Its acetylation is performed as an attempt to obtain
a derivative compound with a better pharmacological profile and less toxicity to non-target
organisms. Thus, the aim of this study was to evaluate the dermal toxicity with repeated doses
of acetylcarvacrol in Wistar rats in order to investigate the potential risks of its use in mammals.
For this, 2,5 mL of the product were applied daily through the skin, in a previously shaved
dorsal area, at different concentrations (26, 52 and 104uL/mL) for 21 days. The control group
was treated with vehicle alone (5% DMSO). At the end of the treatment period, the animals
were anesthetized and euthanized by cardiac puncture and then dissected to collect samples of
the liver and the portion of the skin where the substance was applied. The rats developed
cumulative irritant contact dermatitis at the site of product application and significant
microscopic changes in this region of the skin. Elevated serum levels of urea and hepatic ALT
transaminase were also detected. The histological changes observed in the liver of the animals
corroborate the elevation of the serum levels of the ALT enzyme, which indicates mild and
reversible liver damage. The results indicate that the dermal application of acetylcarvacrol in
the experimental conditions described here provoked signs of local and systemic toxicity.

Keywords: Acaricide. Acetylation. Carvacrol. Morphology. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos sao ectoparasitos hematofagos obrigatorios em pelo menos uma fase de
sua vida e pertencem a Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes e Ordem Ixodida
(BARKER et al., 2004). Em termos de transmissdo de patdgenos, esses animais Sao
considerados o0 segundo maior vetor de doengas aos humanos, ficando atrds apenas dos
mosquitos. As doencas por eles transmitidas tém impacto negativo na saide humana e animal
e na producdo de alimentos em todo o mundo (PAROLA; RAOULT, 2001).

Neste sentido, é fundamental o controle desses parasitos, comumente realizado através
da aplicacdo de acaricidas sintéticos. No entanto, estes produtos provocam danos generalizados
ao atacar tanto organismos alvos quanto ndo alvos, causando efeitos toxicos ou alérgicos nos
vertebrados e podendo até mesmo levar a selecao de populacGes de carrapatos resistentes apos
utilizacdo de longa duracdo, além de ocasionar bioacumulacdo em toda a cadeia alimentar
(FURTADO et al., 2013).

Com um pensamento mais ecoldgico e sustentavel, iniciou-se a busca por produtos nao
convencionais para controlar infestaces de carrapatos. Como o Brasil possui uma grande
diversidade de plantas, os seus derivados vém ganhando espaco no controle populacional destes
animais (ALVES et al., 2012). Oleos essenciais e extratos vegetais se ofertam como
possibilidade esperancosa no controle desses parasitos devido a ampla variedade de espécies de
plantas com propriedade antiparasitaria, grande abundancia e baixo custo (BENELLI et al.,
2016). A utilizacdo de dleos essenciais, isolados ou em combinag¢do com outros métodos, pode
ter um importante papel no controle de patégenos, contribuindo para a reducdo do uso de
pesticidas e, consequentemente, para um menor impacto ao meio ambiente (PEREIRA, 2014).

O carvacrol, um dos principais constituintes presente nos 6leos essenciais de plantas
como Origanum sp. e Thymus sp., tem sido usado em baixas concentracfes como aromatizante
e conservante de alimentos, bem como fragrancia em formulagfes cosméticas (SUNTRES,
2015) Além disso, o carvacrol também demonstrou atividade acaricida significativa, podendo
ser considerado uma opgao promissora para o controle dos carrapatos (COSKUN et al., 2008;
KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013; PEREIRA JUNIOR et al., 2019).

Estudos demonstraram que a acetilacdo do carvacrol aumenta sua atividade biologica
(RAMIREZ et al., 2016), enquanto diminui sua toxicidade para mamiferos (ANDRE et al.,
2016). O acetilcarvacrol apresentou efeito ansiolitico em ratos (PIRES et al., 2013), atividade
bactericida (CACCIATORE et al., 2015), acdo anti-inflamatéria (DAMASCENO et al., 2014),
atividade anti-helmintica (MORAES et al., 2013), dentre outros. Além disso, prejudicou o
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desempenho reprodutivo de carrapatos Rhipicephalus microplus e Rhipicephalus sanguineus
sensu lato (s.l.), provavelmente contribuindo para seu controle em longo prazo (KONIG et al.,
2019, 2020; OLIVEIRA et al., 2020b).

Embora alguns estudos tenham demonstrado os efeitos toxicos do acetilcarvacrol em
vertebrados, nenhum dos experimentos utilizou concentragdes reconhecidamente eficazes do
produto contra carrapatos. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar e determinar a
toxicidade dérmica desse composto por meio de aplicacdo topica com doses repetidas em ratos
Wistar (Rattus norvegicus), empregando-se concentraces de acetilcarvacrol baseadas nos
valores de concentragdo letal previamente definidos in vitro para carrapatos Rhipicephalus
sanguineus s.l. (KONIG et al., 2020).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Carrapatos

Pertencentes ao Reino Animalia, Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe
Arachnida, Subclasse Acari, Ordem Ixodida, Superfamilia Ixodoidea, sdo divididos em trés
familias: Ixodidae (carrapatos duros), Argasidae (carrapatos moles) e Nuttalliellidae
(GUGLIELMONE et al., 2014). Aproximadamente 900 espécies de carrapatos foram descritas
e alguns géneros incluem vérias espécies transmissoras de agentes importantes de doencas
(PFAFFLE et al., 2013).

As espécies de maior interesse veterinario estdo incluidas no grupo dos ixodideos ou
carrapatos duros, assim denominados por possuirem um escudo quitinoso que cobre a parte
dorsal do seu corpo integralmente, no caso dos machos, ou parcialmente, no caso das fémeas,
larvas e ninfas, permitindo assim a dilatacdo do abdémen apdés a alimentagdo (TAYLOR et al.,
2017). O ciclo de vida de todos os carrapatos duros engloba quatro estagios: ovo, larva, ninfa e
adulto. Cada estagio ativo se alimenta apenas uma vez na vida e, ap6s atingir uma massa critica,
as fémeas adultas ingurgitadas se desprendem do hospedeiro e podem realizar a oviposigéo
(SZABO, BECHARA, 1999).

Os carrapatos sao artropodes ectoparasitas hematofagos obrigatorios em pelo menos um
estdgio de vida (SONENSHINE; ROE, 2014). O processo espoliativo ocasionado pela
alimentacdo destes animais interfere no ganho de peso durante a vida do animal vertebrado,
podendo causar anemia (NOGUEIRA et al., 2020). Além disso, a inoculacdo de toxinas na
corrente sanguinea do hospedeiro pode interferir na sintese proteica, resultando em uma
desproporc¢éo proteina-gordura, com prevaléncia desta Ultima (GOMES, 1998). Neurotoxinas
presentes na saliva de varias espécies de carrapatos e inoculadas na corrente sanguinea do
hospedeiro durante o repasto sanguineo bloqueiam a conducéo neuromuscular, induzindo uma
paralisia flacida de carater ascendente que se instala rapidamente (de horas a dias), podendo
ocasionar insuficiéncia cardiaca e até mesmo levar ao ébito (EDLOW; McGILLICUDDY,
2008). Outro dano direto ocasionado pelo processo alimentar dos carrapato ocorre no couro do
animal vertebrado pois, ao se fixar, o parasito introduz um érgdo quitinoso e serrilhado,
denominado hipostdémio, que lesiona a pele, favorecendo o aparecimento de enfermidades
secundarias como as miiases cutaneas e podendo gerar prejuizos no mercado do couro
(GONZALES; SERRA-FREIRE, 1992).
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Além das aces hematdfaga e toxica, 0s carrapatos sdo capazes de transmitir uma maior
variedade de microrganismos patogénicos, como protozoarios, rickettsias, espiroquetas e virus,
quando comparados a qualquer outro grupo de artropodes hemat6fagos em todo o mundo
(DANTAS-TORRES, 2010). Por isso, estdo entre os vetores mais importantes de doencas que
afetam o gado, animais domésticos e seres humanos (JONGEJAN; UILENBERG, 1994). As
principais doencas transmitidas aos seres humanos pelos carrapatos sdo a Febre Maculosa, a
babesiose, a erliquiose e a borreliose (MASSARD & FONSECA, 2004).

Esta extraordinaria capacidade de agirem como vetores de doencgas se deve as seguintes
caracteristicas biologicas: hematofagia em todas as fases do ciclo de vida; fixagao profunda nos
hospedeiros, dificultando sua remocdo; ingurgitamento lento, permitindo o tempo suficiente
para adquirir e inocular patégenos; adaptacdo a diferentes hospedeiros, possibilitando
veiculacdo de patdgenos entre diferentes espécies; longevidade dos estagios no ambiente,
proporcionando tempo para multiplicacdo de patdgenos; transmissao transovariana, gerando
proles com potencial de transmitir e funcionar como eficientes reservatorios de patdgenos;
poucos inimigos naturais; grande esclerotiza¢do, propiciando resisténcia as adversidades
climaticas; e grande potencial bidtico, que possibilita a perpetuacdo da espécie (HARWOOD
& JAMES, 1979). As picadas de carrapatos também podem provocar uma resposta imune
grave, pois sua saliva carrega uma ampla variedade de moléculas farmacologicamente ativas
direcionadas para inibir as defesas do hospedeiro (ALARCON-CHAIDEZ et al.,
2006; NICHOLSON et al., 2019).

2.2 Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.)

Originario da Africa, Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (Acari: Ixodidae),
também conhecido como carrapato-marrom-do-cdo, € uma espécie com ampla distribuicéo
geogréfica que encontrou no Brasil temperatura e umidade ideais para seu desenvolvimento,
podendo ser encontrado em ambientes rurais e urbanos (LABRUNA, 2004). E um carrapato
heteroxeno que pode parasitar diversos hospedeiros domeésticos e silvestres, inclusive o homem,
embora tenha o cdo como hospedeiro preferencial (FERNANDES et al., 2010). E transmissor
de varios patdgenos aos seus hospedeiros, além de ocasionar desconforto, dor, incbmodo e
prurido pela sua picada (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015). E considerado um dos
carrapatos de maior importancia médico-veterinaria do mundo (PAZ et al., 2008).

Estes carrapatos séo caracterizados por possuirem um ciclo de vida trioxeno (FIGURA

1), ou seja, necessitam de trés hospedeiros para completar seu processo de alimentacédo e


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00618/full#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00618/full#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00618/full#B42
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reproducdo (PEGRAM et al., 1987). As larvas caem do hospedeiro apds a alimenta¢do e mudam
para o estagio de ninfa; as ninfas ndo alimentadas buscam um novo hospedeiro e podem se ligar
ao mesmo ou a um vertebrado diferente, alimentando-se nele e abandonando-o com o objetivo
de fazer a muda para o estagio adulto no ambiente. Os adultos encontram novamente o
hospedeiro, alimentam-se e acasalam-se. As fémeas, ap0s estarem completamente ingurgitadas,
desprendem-se do seu local de fixagdo no hospedeiro e se deslocam para o ambiente, onde
realizam a postura de todos os seus ovos continuamente durante um periodo de varios dias,
morrendo em seguida (OLIVER, 1982).

Figura 1 - Ciclo de vida do carrapato R. sanguineus s.l. e as vias de transmisséo de patdgenos.

(5]

1- Fémeas adultas deixam o hospedeiro apds o ingurgitamento completo para a
realizacdo da oviposicdo. 2- Larvas eclodem dos ovos. 3- As larvas se
alimentam no primeiro hospedeiro do ciclo trioxeno. 4- As larvas fazem a muda
para o estagio de ninfa no ambiente, logo apds deixarem o primeiro hospedeiro.
5- As ninfas infestam o segundo hospedeiro. 6- As ninfas descem para o
ambiente realizarem a muda para o estagio adulto. 7- Os adultos buscam o
terceiro hospedeiro para alimentacédo e acasalamento. 8- O ser humano pode
adquirir patégenos em qualquer fase do ciclo de vida do carrapato.

Fonte: Oliveira et al. (2020b).

Uma Unica fémea de R. sanguineus s.l. pode fazer a postura de 4 mil ovos, em média,

podendo ultrapassar 7 mil ovos dependendo da temperatura, periodo de alimentacdo e tempo
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de oviposicdo (KOCH, 1982). A fémea coloca os ovos, preferencialmente, ao abrigo da luz, em
locais como buracos na parede, frestas e regides de dificil acesso. Esse acaba sendo um dos
fatores que dificulta a exterminacdo deste parasito de uma propriedade. A temperatura 6tima
pode variar de 20 a 30°C, porém sdo animais que se adaptam facilmente a outras temperaturas
(DANTAS-TORRES, 2008). Tanto a larva como a ninfa podem sobreviver no ambiente sem se
alimentar por um longo periodo (DANTAS-TORRES et al., 2010). Em suas fases de larva e
ninfa, esta espécie é capaz de se alimentar com frequéncia em humanos (HARRISON et al.,
1997; MANFREDI et al., 1999). Os carrapatos R. sanguineus s.l. podem causar diversos
problemas nos hospedeiros de forma direta, bem como transmitir uma grande variedade de
microrganismos causadores de diversas doengas (GROVES et al., 1975), como Rickettsia
conorii, Erlichia canis, Hepatozoon canis, Babesia canis (OLIVEIRA et al., 2020b;
OTRANTO et al., 2005) e Borrelia sp. (DANTAS-TORRES et al., 2006; DANTAS-TORRES
et al., 2008), além de estarem possivelmente envolvidos na transmissdo de Leishmania sp.
(COUTINHO et al., 2005) e de R. rickettsii (BARBOSA-SILVA et al., 2017; DURAES et al.,
2021; MOERBECK et al., 2016).

Devido a importancia de se controlar a infestacdo por esses parasitos, nos ultimos anos
houve um avanco no desenvolvimento de novos compostos acaricidas para serem aplicados em
caes e gatos. Dentre os grupamentos quimicos sintéticos mais empregados no controle de
carrapatos em pequenos animais encontram-se 0s carbamatos, os organofosforados, o0s
piretroides, as amidinas, as lactonas macrociclicas e os fenilpirazdis, com modos de acdo e
eficacia distintos (FERNANDES et al.,, 2010). Contudo, o uso indiscriminado desses
compostos, que tem levado ao surgimento de populacdes de carrapatos resistentes, associado a
contaminacdo do meio ambiente e seu potencial de intoxicacdo para a salde de animais e
humanos, fez com que se despertasse o interesse de pesquisadores para o desenvolvimento de
formas de controle distintas (ZAIM; GUILLET, 2002).

2.3 Resisténcia aos acaricidas

A maneira mais tradicional de controle de carrapatos é o uso de acaricidas sintéticos
(DE MENEGHI, 2016; HIGA, et al., 2019), embora também existam outros métodos, como a
vacinacdo, o controle biologico, a rotacdo de pastagens e o uso de produtos de origem vegetal,
por exemplo (RODRIGUEZ-VIVAZ et al., 2014; WASSERMANN et al., 2016;
CONTRERAS et al., 2017).
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Desde que realizada corretamente, a forma de controle de ectoparasitas mais eficaz
ainda é obtida pela utilizagdo de produtos quimicos, tanto em animais para a agropecuéria
guanto em animais domesticos (GOMES et al., 2011). Quando utilizados incorretamente e de
forma indiscriminada, no entanto, estes produtos podem intensificar a selecao de populacGes de
carrapatos resistentes aos diferentes tipos de defensivos agricolas (FREITAS, et al., 2005),
levando a necessidade de maiores doses em intervalos cada vez menores (KLAFKE et al.,
2017), o que pode gerar efeitos toxicos nos animais, plantas e seres humanos, além de
contaminar o meio-ambiente (TSABOULA et al., 2016).

A grande maioria dos acaricidas apresentam acdo neurotdxica, e 0s carrapatos, por sua
vez, podem apresentar alguns mecanismos para burlar/sobreviver & acdo do tratamento quimico,
uma vez que a resisténcia € um fenémeno evolutivo. Sendo assim, o surgimento da resisténcia
pode ocorrer por trés mecanismos principais: detoxificacdo celular/resisténcia metabolica,
insensibilidade no sitio de acdo e diminuicéo da penetracao cuticular da droga (HEMINGWAY
etal., 1998; OAKESHOTT et al., 2003; FFRENCH-CONSTANT et al., 2004).

As mutacBes genéticas ocorrem naturalmente na populacdo. Quando uma classe de
drogas € introduzida pela primeira vez para o tratamento de parasitos, alelos resistentes serdo
raros; no entanto, a medida que a frequéncia dos tratamentos aumenta, a pressao de sele¢éo nos
alelos resistentes aumenta, resultando em um aumento nos individuos resistentes. Devido ao
curto ciclo de vida dos carrapatos e a sua alta fecundidade, a resisténcia pode se espalhar
rapidamente através da populacdo (WOLSTENHOLME et al., 2004).

2.4 Acaricidas de origem vegetal

Devido a resisténcia desenvolvida pelos carrapatos ao longo de décadas de uso dos
acaricidas sintéticos, juntamente com as importantes preocupa¢des ambientais, pesquisas com
foco em acaricidas de origem vegetal séo cada vez mais promissoras e precisam ser encorajadas,
a fim de desenvolver novas substancias mais seguras e ambientalmente sustentaveis para o
controle destes parasitos (BENELLI et al., 2016). Assim, o uso de produtos de origem vegetal
contendo compostos acaricidas tem sido proposto para reduzir o impacto ambiental e
econémico dos compostos sintéticos (CRUZ et al., 2013; BENELLI. 2015; BENELLI et al.,
2016; HABEEB, 2010).

Dentro deste contexto, 0s 0leos essenciais aparecem como uma alternativa atraente. Os

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias voléateis, lipofilicas, geralmente
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odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos volateis, Oleos etéreos ou
esséncias. Essas denominacdes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas,
como, por exemplo, o fato de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente e possuirem aroma agradavel e intenso (BRUNETON, 1995; SIMOES; SPITZER,
1999). Séo considerados misturas complexas e simples ao mesmo tempo: complexas porque
podem conter dezenas ou até mesmo centenas de compostos diferentes, sendo que o composto
majoritario presente dependera da espécie ou variedade, e simples porque predominam 0s
compostos terpénicos e/ou fenilpropandides, com estruturas quimicas inter-relacionadas
(TAPPIN et al., 2004).

Os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos provenientes das flores, brotos, sementes,
cascas, folhas, ervas, madeiras, frutas e raizes de origem botanica. Nos vegetais, eles promovem
a atracdo dos insetos polinizadores, aumentando a efetividade da reproducédo, possuem funcgéo
repelente contra insetos que sejam seus inimigos naturais, protegem o tecido vegetal no ataque
de fungos e bactérias que possam os danificar e inibem a germinacéo de sementes de plantas
parasitas (competidoras) ao seu redor (PINHEIRO, 2003).

Sdo industrialmente extraidos por destilacdo com vapor de agua, mas o método mais
utilizado nos Gltimos anos é a extracao supercritica com didxido de carbono, operando a baixas
temperaturas, garantindo a preservacdo dos compostos essenciais presentes, sendo 0s mesmos
armazenados em recipientes escuros e herméticos para evitar mudangas na sua composi¢ao
(BURT, 2004; GANAN; BRIGNOLE, 2011).

Benelli e Pavela (2018), em seu trabalho de revisao sistematica, observaram que todos
os 6leos testados nos estudos revisados demostraram acdo repelente, independente da espécie e
estagio de desenvolvimento dos carrapatos; constataram ainda que testes de curto prazo
avaliando o efeito repelente indicaram que os 6leos em concentra¢des acima de 1% ja causavam
mais de 70% de repeléncia e que concentracdes superiores a 10% no geral levavam a repeléncia
total.

Nessa perspectiva, bioativos presentes nos 0leos essenciais de vérias plantas tém sido
cogitados para uso no controle de carrapatos, por provocarem modificacfes em diversos 6rgados
internos desses ectoparasitos, prejudicando sua fisiologia, sua alimentacdo e reproducédo
(ANHOLETO et al., 2020; LIMA DE SOUZA et al., 2019; REMEDIO et al., 2015). Plantas
das familias Lamiaceae e Verbenaceae, de acordo com estudos desenvolvidos em laboratorio,
apresentam grande potencial para fornecerem principios ativos com agédo acaricida. Exemplares
de ambas as Familias podem apresentar o0 monoterpeno carvacrol como composto majoritario

em seus Oleos essenciais, que apresenta diversas propriedades comprovadas, dentre elas a
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acaricida (KOC et al., 2013). Bressanin et al. (2020) revisaram o conhecimento atual disponivel
sobre compostos puros extraidos de 6leos essenciais testados no Brasil com potencial atividade
acaricida. Neste estudo, os componentes majoritarios mais evidenciados foram o timol e o
carvacrol.

Entretanto, alguns problemas especificos precisam ser resolvidos, como a alta
volatilidade, baixa solubilidade em &gua e instabilidade quimica dos produtos extraidos de
plantas (GANAN; BRIGNOLE, 2011). Além disso, varios fatores podem influenciar a
composicdo, qualidade e quantidade dos Oleos essenciais produzidos pelas plantas, como o
clima, composicdo do solo, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, ataque de patdgenos, idade da planta e érgdo utilizado
para extracdo (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et al., 2003).

2.5 Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) ¢ um monoterpeno fendlico com férmula
molecular C10H140, encontrado principalmente em o6leos essenciais de plantas da familia
Lamiaceae. E um dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de plantas Origanum sp. e
Thymus sp., assim como seu isdmero, o timol (SANTORO et al., 2007). Apresenta-se na forma
liquida em temperatura ambiente, coloracdo amarelo claro com densidade igual a 0,975 g/mL,
odor aromatico semelhante ao orégano com coeficiente de particdo n-octonol/agua de 3,52. Seu
ponto de fusdo é de 2°C e seu ponto de ebulicdo varia de 234-236°C (NEVES, 2009). O
carvacrol € lipofilico, apresenta baixa solubilidade em &gua e caracteristica pungente (BASER,
2008).

Os monoterpenos pertencem a um grupo grande e diverso de compostos quimicos
chamados de terpenos e sdo representantes de uma classe de compostos organicos de ocorréncia
natural cuja estrutura quimica (FIGURA 2) consiste em dois isoprenos ligados. Cada isopreno
é formado por cinco &tomos de carbono ligados a oito &tomos de hidrogénio (CsHs) (BAKKALI
etal., 2008).
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Figura 2 - Estrutura quimica do carvacrol.

OH

Fonte: Peixoto-Neves et al. (2010).

O carvacrol, bem com o seu isdbmero, timol, possuem bons perfis toxicoldgicos, causam
baixa irritacdo cutanea quando utilizados em baixas concentracBes. Diante disto, tem-se
aumentado o interesse pela aplicagéo destes compostos como promotores de permeagao cutanea
para facilitar a veiculacdo de farmacos pela via topica (CHANTARSAT, 2009).

A literatura mostra que este monoterpeno € excretado apds 24 horas em grandes
quantidades ou inalterado na urina (SCHELINE, 1991). Foi aprovado pela FDA (Estados
Unidos) para utilizagdo em alimentos e o seu uso foi incluido, pelo Conselho da Europa, na lista
de aromas quimicos que podem ser adicionados aos alimentos em nivel de 2ppm em bebidas,
5ppm em comidas e 25ppm em doces (DE VINCENZI et al., 2004).

Nos ultimos anos, pesquisas significativas demonstraram que o carvacrol possui uma
variedade de propriedades, incluindo antioxidante (JAYAKUMAR, et al., 2012; ARISTATILE
et al.,, 2011; SLAMENOVA et al., 2011), antibacteriana (PEREZ-CONESA et al., 2011;
RIVAS et al., 2010), antifangica (AHMAD et al., 2011; DALLEAU et al., 2008), antitumoral
(ARUNASREE, 2010), hepatoprotetora (CANBEK, et al., 2008), espasmolitica
(BOSKABADY et al., 2011), vasodilatadora (PEIXOTO-NEVES, 2010), anti-inflamatoria
(HOTTA et al., 2010), antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2010) e acaricida (COSKUN et
al., 2008; KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013; PEREIRA JUNIOR et al., 2019; LIMA DE
SOUZA et al., 2019).

O carvacrol demonstrou acdo antiviral contra Herpes Simplex tipo I, com efeito
inibitdrio, possivelmente devido a uma interacdo direta entre 0 composto e a capsula proteica
do virus (LAl et al., 2012). O composto também apresentou agdo antibacteriana, relacionada a
sua estrutura fenolica, possivelmente interferindo na atividade de enzimas da parede celular da
bactéria Staphylococcus aureus, causando diminuicdo do potencial de membrana e
desestabilizacdo das porgdes lipidicas das membranas plasmaticas bacterianas (NOSTRO,

2007), devido ao seu acimulo na membrana citoplasmatica e fuga dos ions potassio, que teria
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como consequéncia uma diminuicdo do pH intracelular e inibi¢do da sintese de ATP, inibindo
0 crescimento bacteriano (POL et al., 2002). Quando testado contra patogenos orais,
demonstrou forte atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos, sendo a maior
efetividade observada contra C. albicans e Streptococcus mutans (BOTELHO et al., 2007).

Em estudo realizado com diferentes cepas de Candida albicans, causadoras da
candidiase, o carvacrol exibiu atividade fungicida devido a sua capacidade de inibir a
biossintese do ergosterol e tornar porosa a membrana plasmatica do fungo (AHMAD et al.,
2011).

Um estudo feito por Canbeck et al. (2008) sugeriu que o carvacrol apresenta efeito
hepatoprotetor em ratos submetidos a isquemia a reperfusdo. Alguns estudos demonstraram
ainda que este monoterpeno possui acdes ansioliticas (MELO et al., 2010) e antidepressivas
(MELO et al.,, 2011) possivelmente através da ativacdo das vias GABAérgicas e
dopaminérgicas, respectivamente. O carvacrol e o timol sdo considerados potenciais farmacos
para a doenca de Alzheimer, devido ao seu efeito inibitorio sobre a acetilcolinesterase (AChE)
(JUKIC et al., 2007; ORHAN et al., 2008).

O carvacrol demonstrou acdo em todos os estagios de desenvolvimento de carrapatos
quando aplicado isoladamente e/ou em associagdo com outros componentes (PANELLA et al.,
2005). Quando diluido em etanol, apresentou um bom desempenho no controle reprodutivo de
R. microplus. Na dosagem de 100% da Concentracdo Letal média - CLso (20,11 mg/mL), o
produto manifestou capacidade de diminuir expressivamente a porcentagem de oviposicao
(61,59% de reducdo na massa de ovos), gerando 61,1% de eficacia. Desta forma, pode afetar
diretamente no ciclo de vida do carrapato-do-boi, reduzindo o numero de individuos das
geragbes futuras (PEREIRA JUNIOR et al., 2019). J4 em larvas ndo ingurgitadas de R.
microplus, as CLso e CLgo do carvacrol foram, respectivamente, 0,83 mg/mL e 2,02 mg/mL e a
mortalidade de 100% dos animais foi obtida na concentracdo de 2,5 mg/mL (NOVATO et al.,
2018). Além disso, Lima de Souza et al. (2019) demonstraram que a concentracdo letal média
deste composto foi de 62,48 uLL/mL (CLso) para fémeas de carrapatos R. sanguineus s.I. semi-

ingurgitadas.
2.6 Acetilcarvacrol
O carvacrol, assim como outros fendis, € mais toxico do que muitos ésteres, e sua

acetilacdo pode ser realizada para a obtencdo de um composto derivado com melhor perfil

farmacologico e menor toxicidade aos organismos ndo-alvo. Assim, sugere-se que este processo
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possa proporcionar caracteristicas de seguranca, bem como aumentar sua eficacia, conferindo
maior estabilidade ao composto pela conversdao da hidroxila fendlica, mais susceptivel a
oxidacdo, em um grupamento éster (DAMASCENO et al., 2014).

Figura 3 - Sintese de acetilcarvacrol.
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Carvacrol Anidrido acético Acetilcarvacrol Acetato de sodio
Rendimento = 66%

Oleo amarelo claro Oleo verde claro Fase aquosa

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2020).

A sintese de acetilcarvacrol (5-isopropil-2-metilfenol acetato) ocorre a partir da reacéo
do carvacrol com anidrido acético e hidréxido de sddio; além do acetilcarvacrol, agua e acetato
de sodio sdo formados na reacdo (FIGURA 3) (SOLOMONS et al., 2016). A adi¢cdo de um
radical acetil na estrutura quimica do carvacrol potencializa suas propriedades lipofilicas
facilitando sua penetracdo na cuticula de parasitos (MORAES et al., 2013). Desta forma,
produtos acetilados tornam-se uma alternativa viavel para o desenvolvimento de novos

farmacos com propriedades antiparasitarias (OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica e estrutura tridimensional do acetilcarvacrol.

X

Fonte: Pires et al. (2014).

A acetilacdo do carvacrol demonstrou aumentar a atividade acaricida em larvas em
jejum de R. microplus (RAMIREZ et al., 2016). Em comparagdo ao carvacrol, a taxa de

mortalidade média das larvas aumentou de 35,85 para 67.83%, quando se empregou 0 COmposto
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acetilado diluido em uma mistura de tricloroetileno e azeite de oliva (RAMIREZ et al., 2013).
Todavia, Novato et al. (2018) demonstraram que o carvacrol apresentou efeito acaricida
superior ao seu derivado acetilado em teste realizado empregando etanol absoluto como
solvente. Vale ressaltar ainda que, ndo surpreendentemente, a utilizacao de solventes diferentes
pode ocasionar resultados diversos dos trivialmente esperados (KARAASLAN et al., 2018).

Um estudo realizado para avaliar o potencial acaricida do acetilcarvacrol e determinar a
eficacia de doses subletais no controle de fémeas de carrapatos R. sanguineus s.I. em jejum, por
meio do Teste de Imersdo de Adultos (AIT), estabeleceu que as concentra¢Ges necessarias para
produzir a morte de 50 e 90% (CLso € CLgo) dos animais expostos foram de 2,8 e 7,2 pL/mL,
respectivamente. Além disso, o0 composto provocou alteragdes morfolégicas consideraveis no
tegumento dos carrapatos, observadas tanto na cuticula quanto no epitélio (OLIVEIRA et al.,
2020b). No entanto, Konig et al. (2020), ao determinarem a CLso ¢ CLoo para fémeas
ingurgitadas de R. sanguineus s.l. expostas ao acetilcarvacrol pelo mesmo método de imerséo,
encontraram os valores de 17,8 e 26,2 pL/mL, respectivamente. Isso indica que sdo necessarias
quantidades mais elevadas dos produtos para que ocorra a morte dos carrapatos apds a ingestdo
de sangue, quando comparados aos carrapatos em jejum. Além disso, o acetilcarvacrol
demonstrou capacidade de alterar morfologicamente os 6rgdos do sistema reprodutor de fémeas
de R. microplus, ocasionando danos aos ovacitos e, assim, inibindo a geracdo de uma nova
prole. Estas alteracGes foram dose-dependentes, com os melhores resultados evidenciados no
grupo que foi exposto a maior concentracdo da droga (4,5uL/mL) (KONIG et al., 2019). Em
comparagdo ao seu composto de origem, o carvacrol, resultados semelhantes foram apenas
encontrados em células germinativas de fémeas de carrapatos R. sanguineus s. l. semi-
ingurgitadas expostas a SOuL/mL (LIMA DE SOUZA et al., 2019).

A acdo repelente do carvacrol e do acetilcarvacrol contra fémeas de R. sanguineus s.1.,
ndo diferiu estatisticamente quando avaliada em diferentes concentracdes dos compostos. Em
relacdo ao controle, contudo, o acetilcarvacrol demonstrou maior efeito repelente com o
aumento da concentracao. Além disso, as glandulas salivares de fémeas de R. sanguineus s.l.
em jejum apresentaram alteracGes dose-dependentes no tamanho e forma dos acinos, bem como
vacuolizagdo citoplasmatica. Essas alteracdes morfologicas podem interferir no processo de
alimentacédo dos carrapatos, o que pode contribuir para o controle desses parasitos (KONIG et
al., 2021).

Quatro espécies diferentes de bactérias (Bacillus polymyxa, Bacillus megatium,
Bradyrhizobium japonicum e Bacillus subtilis) foram expostas ao acetilcarvacrol na

concentracdo de 20,00 mg/mL diluido em acetona, que demonstrou eficacia bioldgica
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antibacteriana, com bioatividade superior & do seu precursor carvacrol (NIKUMBH et al.,
2003). Quando dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,05%, mostrou com pioneirismo
acao anti-helmintica, interferindo na atividade motora e causando mortalidade de 100% em
individuos adultos da espécie Schistosoma mansoni, a partir da concentragdo 10,00ug/mL.
Além disso, demonstrou efeito inibitério na producdo diaria de ovos, com resultado
significativo a partir da concentracgao de 3,125 pg/mL em todo tempo de observacio (MORAES
et al.,, 2013). O acetilcarvacrol, diluido em Tween 80, mostrou atividade biologica
antinematodeos gastrointestinais de ovelhas (Haemonchus contortus). Apesar de terem sido
utilizadas concentracGes maiores que as do carvacrol, foi verificada a inibicdo na converséo
larval, bem como maior mortalidade para larvas a medida que a concentracéo foi elevada. Além
disso, o acetilcarvacrol mostrou ser menos toxico em camundongos N0 Mesmo experimento,
guando comparado com o carvacrol (ANDRE et al., 2016).

Pirez et al. (2013) sugeriram que o acetilcarvacrol apresenta um grande potencial para
ser estudado como uma droga alternativa para o tratamento de transtornos de ansiedade, sem
interferir na atividade psicomotora nas doses utilizadas em ratos. As evidéncias indicam que
provavelmente ele atua no sistema GABAEérgico, mas ndo nos receptores 5-HT1A. Além disso,
sugere-se que doses mais baixas de acetilcarvacrol, em relagcdo ao seu precursor, o carvacrol,
s80 necessarias para atingir o efeito do tipo ansiolitico, aumentando a seguran¢a no uso desse
medicamento (MELO et al., 2010).

O cérebro tem uma estrutura rica em lipideos e é mais vulnerdvel a produtos de
peroxidacdo lipidica do que qualquer outro 6rgdo (COSTA et al., 2012). O acetilcarvacrol em
sua estrutura quimica apresenta trés hidrogénios benzilicos e trés hidrogénios-a que podem se
ligar a radicais livres (FIGURA 4) que conferem a esse composto a propriedade de penetrar na
barreira hematoencefalica e exercer efeitos antioxidantes no hipocampo (PIRES et al., 2014).
Todas essas descobertas sugerem que o acetilcarvacrol tem potencial para prevenir e tratar
doencas neurodegenerativas, que tém em suas hipdteses fisiopatoldgicas uma superproducéo de
radicais livres e deficiéncia em enzimas do estresse oxidativo (PIRES et al., 2014).0
acetilcarvacrol também apresentou efeitos anti-inflamatorios pela inibicdo de histamina,
serotonina e prostaglandina, mediadores inflamatérios e diminuicdo da degranulacdo de
mastocitos, citocinas pro-inflamatdérias e migracdo de neutrdfilos, além de efeitos
antinociceptivos por meio do envolvimento das vias de capsaicina e glutamato (DAMASCENO
etal., 2014).

2.7 Toxicidade do Carvacrol e Acetilcarvacrol
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Ainda que um grande nimero de estudos tenha comprovado a atividade acaricida de
alguns extratos de plantas em laborat6rio, muitos estudos sdo ainda necessarios para permitir o
seu uso nos hospedeiros vertebrados, validando-os como uma estratégia de controle (ARAUJO
et al., 2016). Ao contrario da crenca popular, o uso de plantas medicinais nao € isento de risco,
tendo em vista que além do principio ativo terapéutico, a mesma planta pode conter outras
substancias toxicas (GOODMAN, 2006).

O oleo essencial do Origanum vulgare, que tem o carvacrol como um dos seus
componentes majoritarios, quando administrado por via oral e intra-vaginal em ratas Wistar
pelo periodo de 30 dias, ndo causou efeitos toxicos, levando em conta a auséncia de alteracdes
na massa de 6rgaos, da massa corporal e da auséncia de alteracbes de hemograma (CLEFF et
al., 2008). Ribeiro et al. (2019) através da administragdo oral do complexo carvacrol/B-
ciclodextrina em ratos Wistar, ndo observaram alteracbes no hemograma e concluiram que o
produto ndo causa toxicidade no figado quando comparado ao grupo controle, uma vez que ndo
foram encontradas alteracdes nas atividades séricas de AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina aminotransferase). A complexacdo com B-ciclodextrina aumentou a estabilidade,
solubilidade e biodisponibilidade dos monoterpenos.

Nenhuma alteracdo histopatoldgica ou efeitos genotéxicos no estdbmago e figado de
ratos foram observados em estudo realizado com o carvacrol ap6s trés doses de 810 mg/Kg de
peso corporal (0, 24, 45 h) administradas por gavagem oral (LLANA-RUIZ-CABELLO et al.,
2016). Contudo, a exposi¢do ao carvacrol provocou graves irritacdes na pele de coelhos apds
aplicacdo dérmica na dose de 2.700mg/Kg, permanecendo em contato com a pele durante 24
horas, sendo que nas primeiras 6 horas foi mantido no local com o auxilio de gaze (MCOMIE
et al., 1949). A dose letal média (DLso) estimada de carvacrol administrada por via intravenosa
e intraperitoneal em camundongos foi de 80 e 73,3 mg/Kg de peso corporal, respectivamente
(ANDERSEN, 2006).

Quando comparado com o carvacrol, contudo, o acetilcarvacrol demonstrou menor
toxicidade aguda em camundongos. Ap6s administracdo em dose Unica por gavagem esofagica
em ratos, a DLio e a DLso do acetilcarvacrol foram calculadas em 566,7 e 1.544,5 mg/Kg,
respectivamente, e para o carvacrol foram DL.o = 546,8 ¢ DLso = 919 mg/Kg (ANDRE et al.,
2016).

Resultados obtidos por Oliveira et al. (2020a) mostraram que doses de até 2.000mg/Kg
de acetilcarvacrol administradas por via oral, dose Unica, em camundongos ndao provocaram
mortalidade ou sinais de toxicidade. Apesar disso, mortalidade, hipoatividade e astenia foram

observados em camundongos que receberam o acetilcarvacrol na dose de 2.000 mg/Kg (LDso =
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2.287 mg/Kg, i.p.) pela administracdo intraperitoneal. A LDso oral, portanto, € superior a 2.000
mg/Kg, 0 que permite sua insergdo na categoria 5 de substancias com toxicidade aguda
relativamente baixa no Globally Harmonized System (GHS, 2007). Nesse mesmo estudo, apos
a administracdo de diferentes doses de acetilcarvacrol, ndo foram observadas mudancas nos
pardmetros hematol6gicos e bioguimicos séricos. Variagcbes nos indicadores de alteracéo
hepatica (ALT e AST) e fungdo renal (ureia e creatinina), bem como indicadores metabolicos
(glicose, triglicérides e colesterol total) ndo indicaram toxicidade em relagdo ao grupo controle,
sugerindo auséncia de efeitos adversos como hepatotoxicidade e nefrotoxidade (OLIVEIRA et
al., 2020a).

No teste de toxicidade subcronica em ratos submetidos ao tratamento com
acetilcarvacrol (250mg/kg administrados diariamente por gavagem durante 28 dias), 0sS
resultados das analises bioquimicas e hematoldgicas demonstraram que 0s parametros nao
diferiram significativamente em relagdo ao grupo controle. Entretanto, foram observadas
alteracOes hepaticas (edema nos hepatdcitos, hiperplasia das células de Kupffer e congestdo das
veias porta e centrolobular), renais (edema moderado e vacuolizacdo isomérica do epitélio
tubular e cilindros hialinos) e no baco (ectasia e pigmentos sugestivos de lipofuscina e
hemossiderina), além de resposta inflamatdria nestes trés 6rgdos. Todas estas alteracGes
entretanto, foram consideradas reversiveis (ANDRE et al., 2020).

Estes estudos demonstram que as aplicacfes a longo prazo tendem a gerar maior
toxicidade mesmo em menores concentracfes de acetilcarvacrol, mas torna indispensavel a
realizacdo de estudos com o uso de doses comprovadamente eficazes contra carrapatos. A
dificuldade em se encontrar dados na literatura para avaliar e discutir sobre a toxicidade do
acetilcarvacrol reforca a necessidade desse tipo de estudo para fornecer suporte para ensaios
ndo clinicos a fim de garantir o uso seguro desse composto em humanos e animais (OLIVEIRA
et al., 2020a).

2.8 Processos de desenvolvimento de um novo farmaco

A trajetdria desde a descoberta de uma molécula promissora até a sua aplicacdo como
produto farmacéutico € longa, onerosa e bastante complexa, principalmente na fase da pesquisa
basica (escolha da molécula-alvo) e na pré-clinica (testes em animais para verificacdo da
eficdcia e seguranca/toxicidade da molécula) (KNOP; MARIA, 2016). O processo de
desenvolvimento de um novo farmaco comeca pela descoberta ou sintese de uma nova

molécula, muitas vezes impulsionada pelo conhecimento empirico das propriedades
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terapéuticas de produtos de origem natural provenientes de plantas, insetos, fungos e bacteérias,
que possuem as propriedades terapéuticas pretendidas (TRIST, 2011).

Em seguida, procede-se ao planejamento da molécula, ou seja, a estrutura da molécula
é delineada em funcéo dos receptores dos locais alvos onde se deseja que ela atue. Apos a
identificacdo do composto protétipo, efetua-se a otimizacéo das moléculas candidatas de modo
a potencializar a sua eficacia, atendendo aos parametros farmacocinéticos observados
(ELEBRING, 2012).

Antes de se iniciar 0s ensaios toxicologicos pré-clinicos é realizada uma série de testes
em células, 6rgdos, tecidos e animais e a respectiva caracterizacdo dos dados obtidos com a
finalidade de selecionar a molécula que melhor se adapta ao objetivo terapéutico para o qual
foi desenhada levando-se em consideracao o seu mecanismo de a¢do e sua seletividade para 0s
receptores alvo (NASCIUTTI, 2012).

Posteriormente, o composto candidato é submetido a uma bateria de ensaios
toxicologicos pré-clinicos a fim de se identificar os perigos e avaliar os riscos. A identificagdo
dos perigos abarca o grau de severidade do novo composto no organismo bem como o potencial
de reversibilidade e irreversibilidade, ou seja, determina o tipo e o grau de toxicidade, estabelece
a relacdo dose-resposta, fornece informacao sobre a funcdo da nova entidade quimica (NCE)
no 6rgdo alvo e, na maioria das vezes, o modo de toxicidade. Finalizada a identificacdo dos
perigos e avaliacdo dos riscos, inicia-se a extrapolacdo dos dados para 0s animais a que se
direciona para a realizacdo dos ensaios clinicos (DENNY; STEWART, 2013).

As pesquisas e testes realizados em animais devem obter 0 maximo de informacdes
possiveis utilizando o minimo de animais. Esta iniciativa levou ao desenvolvimento do conceito
dos 3 R’s (PEREIRA et al., 1998): “replacement” (substituicdo), que prevé a utilizacdo de
qualquer método cientifico alternativo a utilizacdo de vertebrados vivos conscientes;
“reduction” (reducdo), em que se procura reduzir, substancialmente, a quantidade de animais a
ser usada, quando ndo se pode eliminar completamente sua utilizacdo em experimentos; e
“refinament” (refinamento), quando s&o utilizadas de medidas que possam melhorar o0 bem estar
do animal e minimizar o sofrimento a que estdo sujeitos durante os experimentos.

Apesar do grande investimento feito pela industria farmacéutica no desenvolvimento de
farmacos, a taxa de langamento de novos produtos ndo se verifica na mesma proporgédo uma
vez que 99,9% dos compostos estudados revelam-se obsoletos antes de se iniciar 0s ensaios
clinicos, quer seja por exibirem toxicidade ou por falta de eficacia (DORATO; VODICNIK,
2001).
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2.9 Métodos de analise em toxicidade

O estudo toxicoldgico é uma avaliacdo estimada e preliminar das propriedades toxicas
de uma substancia teste com a finalidade de fornecer informacGes acerca dos riscos para a saude
dos usuérios. Neste tipo de estudo é comum a utilizagdo de cobaias, sendo 0s ratos,
camundongos e coelhos as espécies mais utilizadas devido ao seu pequeno porte, sensibilidade,
menores quantidades da substancia a serem administradas, linhagens isogénicas definidas e
caracteristicas fisioldgicas bem conhecidas (VRBANAC et al., 2013). A avaliacdo do potencial
toxico deve ser realizada por meio de exames clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos de
animais ap0s exposi¢do a principios ativos, em diferentes intervalos de tempo. A analise
toxicoldgica antecipa o risco e reduz a probabilidade de os compostos promissores falharem em
fases avancadas do processo de pesquisa e desenvolvimento do novo farmaco, evitando-se
assim a perda de recursos materiais e econdmicos (ROZZA; PELLIZZON, 2013).

Os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos constituem um excelente meio para avaliar 0s
possiveis efeitos tdxicos dos compostos, uma vez que sdo conduzidos sob um elevado grau de
controle no que se refere as condi¢cdes de exposicdo, a populacdo exposta e a deteccdo dos
efeitos decorrentes da exposicdo. Por meio deles, é possivel dispor de modelos animais
manipulados sob condigdes previamente determinadas, coletar informacdes sobre os
mecanismos de acdo do farmaco, medir os tipos de respostas e reconhecer os seus efeitos sobre
0 hospedeiro. No entanto, estes ensaios apresentam limitagdes como a incerteza associada a
extrapolacdo dos dados obtidos em modelos animais para os individuos alvos que vivem em
condigdes ambientais e estilo de vida ndo controlaveis, além de haver diferencas entre as doses
administradas e a janela terapéutica (BECK et al., 2001).

O hemograma constitui 0 meio mais direto e pratico de se estudar os elementos figurados
do sangue periférico. Estes elementos celulares sofrem alterac6es no decurso de, praticamente,
todas as enfermidades (SANDERSON; PHILIPS, 1981). Efetivamente, estas alteragcdes séo
inespecificas, comuns a um grande numero de patologias, mas fornecem informacoes
diagnosticas valiosas sobre o sistema hematoldgico e outros sistemas organicos, prognostico,
resposta ao tratamento e recuperacdo (DUNCAN; PRASSE, 1982). A maioria dos disturbios
hematologicos podem ser identificados por anormalidades especificas desses resultados, sendo
que na identificacdo de estados patoldgicos, o sangue muitas vezes pode fornecer informacoes
diagnosticas valiosas (GUIMARAES, 1990).

O dano ao figado, como consequéncia de uma desintoxicacdo incessante, € muitas vezes

refletido por um surto de enzimas hepéaticas (GIANNINI et al., 2005). Muitos processos
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patologicos que afetam o figado, muitas vezes induzidos por agentes exdgenos quimicos,
incluindo farmacos, podem causar elevacBes proporcionalmente distintas nas enzimas
hepéticas, uma vez que ha variacdo na distribuicdo de cada enzima especifica nos lobulos
(SHARON; CENTER, 1995). As transaminases sdo importantes indicadores de lesdes nas
células hepéticas (AL-HABORI et al., 2002) e estdo amplamente distribuidas nos tecidos: a
aspartato aminotransferase (AST), enzima encontrada nas mitocéndrias das células do figado,
estd presente também em outros tecidos como o coracdo, musculo esquelético, rins, cérebro,
pancreas e, portanto, € muito menos especifica de lesdo hepatica do que a alanina
aminotransferase (ALT), que existe primariamente no figado. A ALT é encontrada no
citoplasma dos hepatocitos e, juntamente com a AST, sdo consideradas marcadores
bioquimicos de disfuncdo hepética, podendo fornecer uma avaliacdo quantitativa do grau de
danos sofridos pelos hepatdcitos. 1sso porque ha liberacdo de ambas as enzimas para o plasma
em uma les&o hepatica, o que eleva seus niveis séricos (MILLER; GONCALVES, 1999). Um
aumento muito evidente nos niveis de ALT, por exemplo, sugere uma hepatite aguda, enquanto
aumentos mais brandos podem sugerir doenca hepatocelular crénica, cirrose, neoplasia ou
hepatopatia por parasitas (TENNANT, 1997).

O sistema renal é o principal sistema de excrecdo das drogas, sendo o rim o 6rgdo mais
importante. A excrec¢do renal de uma substancia depende da sua lipossolubilidade, taxa de
infiltragdo glomerular, pH do filtrado, secrecéo tubular ativa e reabsorgéo tubular ativa. Altas
concentracdes de um determinado composto na luz dos tdbulos renais podem desencadear
respostas inflamatdrias e comprometer a funcéo de filtracdo glomerular (POTTER; PERRY,
2005). A ureia, o produto final do metabolismo proteico, é excretada pelos rins. Os niveis
sanguineos dessa substancia constituem uma indicacdo da funcdo renal e podem servir como
indice da taxa de filtracdo glomerular (SCHOSSLER et al., 2001). A quantidade de creatinina
presente nos rins é mais constante, sendo, teoricamente, a mais indicada para verificar a funcao
renal, embora ndo seja reabsorvida nos tabulos renais como a ureia (STEVEN; SCOTT, 2002).
Ambas as substancias sdo produzidas constantemente pelo organismo e séo eliminadas pelos
rins. Deste modo, a sua concentracdo mantém-se sempre estavel; se 0s rins passam a nao
funcionar bem, elas comegam a acumular no sangue (DELANAYE et al., 2014). A elevacéo
nos niveis plasmaticos de ureia e creatinina fornece indicios de sobrecarga renal, insuficiéncia
renal aguda ou, ainda, de aumento no catabolismo proteico (ADEBAYO et al., 2003), enquanto
a reducdo desses niveis fornecem indicios de uma diminuicdo do catabolismo proteico ou uma
melhora da funcéo renal (DANTAS et al., 2006).
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2.10 O Figado

O figado € um ¢érgdo do corpo humano que possui um peso médio de 1500g,
representando 2,5 a 4,5% da massa corporal total. E um 6rgdo muito complexo que realiza
varias fungbes vitais (TEIXEIRA; TEIXEIRA, 2013). Em mamiferos, constitui uma
preocupacdo excepcional para o estudo sobre a toxicidade de compostos administrados em
varios modelos experimentais (AHN; BAKER, 2015). Este 6rgao encontra-se em uma posi¢ao
estratégica para metabolizar, acumular e neutralizar as substancias absorvidas pelo intestino,
recebendo um suprimento sanguineo duplo: cerca de 20% do seu fluxo € rico em Oz e provém
da artéria hepatica, enquanto o restante é rico em nutrientes e provém da veia porta (TEIXEIRA,
TEIXEIRA, 2013). Nos sinusoides dos l6bulos hepaticos, o sangue que chega pelos ramos da
veia porta e o que flui por dentro da artéria hepéatica se misturam. Esse sangue, agora misturado
nos sinusoides, segue para a veia central do l6bulo hepético, e, de onde segue pelas veias
coletoras e pelas veias hepéticas até a veia cava inferior (FIGURA 5) (ROSS; PAWLINA,
2012).

Os hepatocitos sdo celulas epiteliais e as mais importantes do figado, constituindo cerca
de 2/3 da sua massa. Entre os corddes dos hepatocitos estdo os sinusoides vasculares revestidos
por células endoteliais fenestradas e descontinuas que demarcam o espaco de Disse, no interior
do qual existem outros tipos de células, como as células de Kupffer e células de Ito, além de
varias estruturas de suporte (CRAWFORD, 2000).

Figura 5 — Representacdo esquematica da histologia hepatica.
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Os hepatécitos tém forma poliédrica, com um ou dois ndcleos centrais, nucléolos
evidentes e tém a funcdo de armazenar glicose, principalmente na forma de glicogénio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), além de realizarem a captacao, processamento e secrecao
de diversas substancias, sdo responsaveis pela sintese da maior parte das proteinas presentes no
plasma sanguineo (albumina, fibrinogénio, protrombina e as globulinas), pela formacédo e
excrecdo de bile, pela conversdo de importantes hormonios e vitaminas em formas mais ativas,
pela regulacdo do metabolismo de nutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos), pelo
armazenamento de vitaminas e ferro e pela degradacédo de medicamentos, toxinas e de proteinas
estranhas ao corpo (ROSS; PAWLINA, 2012).

Histologicamente, o figado est4 organizado em l6bulos (FIGURA 6) com as areas
portais na periferia e as veias centrolobulares no centro de cada Iébulo. Neles os hepatdcitos se
anastomosam e delimitam os capilares sinusoides. Uma veia centrolobular ou vénula hepatica
terminal, como seu proprio nome indica, localizada no centro do l6bulo, coleta o sangue
misturado dos sinusoides. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 6 — Arquitetura hepatica microscopica evidenciando a zonas metabdlicas hepaticas (1,2
e 3). VHT: vénula hepatica terminal, AH: artéria hepatica, DB: ducto biliar, \VP: veia porta.

Lél?ulo

Acino

/

7
bz

Fonte: Cotran et al. (2000).

2.11 APele
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A pele recobre toda a superficie do corpo, constituindo-se como o seu maior 6rgéo, tanto
em peso (aproximadamente 16% do peso corporal) quanto em &rea. Apresenta inimeras
funcBes: protege o organismo contra perda de agua e atrito; recebe informacdes do meio
ambiente e as envia para 0 sistema nervoso central através de suas terminacdes nervosas
sensitivas; colabora no controle da temperatura corporal por meio dos vasos sanguineos,
glandulas e tecido adiposo; participa da excrecdo de varias substancias e da termorregulacéo,
pela acdo das glandulas sudoriparas; protegem contra os raios ultravioleta; sintetizam a vitamina
D; e impedem a invasdo de microrganismos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; YOUNG et
al., 2007).

A pele, ou cutis, é a base estrutural do sistema tegumentar e a sua constituicao
fundamental tecidual em mamiferos tetrapodes é similar a da cutis humana. Apesar de ambas
serem estruturadas pela epiderme e derme repousando sobre a tela subcutanea (hipoderme),
existem diferengas entre 0s homens e os animas, entre individuos da mesma espécie e entre as
diferentes regides do corpo (MEYER et al, 1978). Nos animais ocorre maior abundancia de
pelos, formando uma pelagem comum e uniforme, sendo que a epiderme dos mamiferos
peludos é mais fina do que a de humanos (AFFOLTER; MORE, 1994).

Figura 7 - Estrutura da pele.
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E dividida em duas camadas, a epiderme e a derme (FIGURA 7), ambas firmemente

unidas entre si. A epiderme é a camada mais externa da pele, e € composta por quatro linhagens
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de células: os queratindcitos, os melandcitos, as células de Langerhans e as células de Merkel
(MOORE; PERSAUD, 2000; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A epiderme organiza-se em cinco camadas (FIGURA 8) e, a medida que as mais
superficiais sdo eliminadas, as mais profundas sdo restauradas pelo processo de mitose. A
camada germinativa (estrato basal) é a mais profunda e repousa sobre a membrana basal, sendo
considerada o ponto de separacdo dermo-epidérmico; nela, as células estdo dispostas em uma
unica fileira e possuem forma cubica ou cilindrica (BAL, 1996). Por haver intensa proliferacdo
celular no estrato basal, ele é rico em células tronco e é normal que sejam observadas células
em mitose e células em apoptose (SCOTT et al. 2001). Células em apoptose séo vistas na
microscopia de luz como células isoladas com citoplasma eosinofilico e brilhante e com nucleo
fragmentado ou picnético (URMACHER, 1997). A camada espinhosa apresenta filamentos de
queratina e desmossomos, que apresentam papel importante na manutencao da coesao entre as
células da epiderme e na resisténcia ao atrito, sendo formadas por células cubdides ou
ligeiramente achatadas, ligadas entre si por pontes intracelulares. Nesse estrato estdo
localizadas as células de Langerhans que funcionam como apresentadoras de antigeno na pele
(HARGIS; GINN, 2007). A camada granulosa é formada por uma ou varias camadas de células
romboides ou pavimentosas que estdo carregadas de granulos de querato-hialina; o material
lipidico produzido por estas células contribui para formar uma barreira contra a penetracdo de
substancias e impermedavel a 4gua, impedindo a desidratacdo do organismo. O estrato granuloso
ndo esta presente em todos os cortes histoldgicos da pele com pelos (GRAU; WALTER, 1975).
Na camada llcida, composta por uma delgada camada de células achatadas, os ndcleos e as
organelas das células foram digeridos por enzimas dos lisossomos. Por fim, a camada cdrnea
apresenta espessura variavel e é constituida por células mortas, queratinizadas e anucleadas -
o0s cornedcitos. O citoplasma dessas células apresenta-se repleto de queratina (BANKS, 1992;
FRANDSON, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O estrato cdrneo corresponde a principal barreira fisica da pele e, por isso, para que uma
substancia permeie a pele, a difusdo através deste estrato € um passo limitante. Inversamente,
este mesmo estrato corneo € também a principal barreira para a difusdo da agua para fora do
corpo (PROW et al., 2011).
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Fonte: Junqueira; Carneiro (2017).

A derme é uma camada espessa de tecido conjuntivo de origem mesodérmica, que se
estende da epiderme até o tecido subcutaneo e esta separada da epiderme pela membrana basal.
Apresenta funcdo protetora e de sustentacdo, sendo o local onde se formam as glandulas
sebaceas e foliculos pilosos. A derme € dividida em duas camadas, a papilar (ou superficial) e
a reticular (ou profunda). A camada papilar é constituida principalmente de tecido conjuntivo
frouxo que forma as papilas dérmicas. A camada reticular € mais espessa e constituida por
tecido conjuntivo denso. A células predominantes na derme sdo os fibroblastos, macréfagos,
mastocitos. Outras células esparsamente presentes incluem linfocitos e plasmaocitos que, junto
com as células de Langerhans, formam o tecido linfoide associado a pele (HARGIS; GINN,
2007). Fornece também uma base firme para a epiderme e para 0s anexos cutaneos. Possui
fibras coldgenas que proporcionam resisténcia a tensdo e fibras elasticas que Ihe conferem
flexibilidade. Nesta camada localizam-se o0s anexos da pele, vasos sanguineos, vasos linfaticos
e nervos (BANKS, 1992; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade dérmica do acetilcarvacrol em ratos da linhagem Wistar, apos
aplicacdo topica do produto em doses repetidas, por meio de analises hematoldgicas,

bioquimicas e histopatoldgicas.

3.2 Objetivos especificos

a) Realizar andlise dos valores de contagem de glébulos brancos e glébulos
vermelhos), hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular medio, concentragdo
média de hemoglobina corpuscular, hemoglobina corpuscular média, e contagem de
plaquetas, a fim de verificar variacdes dos indices de referéncia desses elementos
celulares;

b) Investigar os seguintes parametros bioquimicos: aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), creatinina e ureia, verificando assim ocorréncia de
variacGes em relacdo aos indices de referéncia;

c) Avaliar a morfologia do figado e da por¢édo da pele em que foi aplicado o produto,
por meio de analises morfométricas e semiquantitativas, a fim de identificar

possiveis prejuizos a esses 6rgaos.
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RESUMO

O carvacrol € um monoterpeno fenolico encontrado em 06leos essenciais de plantas da familia
Lamiaceae e que desponta como uma alternativa de acaricida de origem vegetal. Sua acetilacéo
foi proposta a fim de se obter um composto derivado com melhor perfil farmacolégico e menor
toxicidade aos organismos ndo-alvo. O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do
acetilcarvacrol na pele e no figado de ratos Wistar apos exposicdo dérmica com doses repetidas
durante 21 dias. Foram utilizados 20 ratos distribuidos em 4 grupos com 5 animais cada. Trés
grupos receberam o tratamento com diferentes concentraces da substéncia (26, 52 e 104
uL/mL) e um grupo (controle) recebeu apenas o veiculo de diluigdo (DMSO a 5%). O composto
foi aplicado, diariamente, em area da pele tricotomizada e mantido no local por meio de uma
gaze fixada com atadura de crepom e esparadrapo. Os ratos desenvolveram dermatite irritante
de contato cumulativa no local de aplicacdo do produto e alteragdes microscépicas
significativas nessa regido da pele. Também foi detectada elevacéo dos niveis séricos de ureia
e da transaminase hepatica ALT. As alterac6es histoldgicas observadas no figado dos animais
corroboram com a elevacéo dos niveis séricos da enzima ALT, que indica danos hepaticos leves
e reversiveis. Os resultados sinalizam que a aplicacdo dérmica do acetilcarvacrol nas condi¢Bes

experimentais aqui descritas provocaram sinais de toxicidade local e sistémica.

Palavras-chave: Acaricida. Acetilacdo. Carvacrol. Morfologia. Toxicologia.
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ABSTRACT

Carvacrol is a phenolic monoterpene found in essential oils of plants of the Lamiaceae family
and which emerges as an alternative acaricide of plant origin. Its acetylation was proposed in
order to obtain a derivative compound with a better pharmacological profile and less toxicity to
non-target organisms. The present study aimed to verify the effect of acetylcarvacrol in Wistar
rats after dermal exposure with repeated doses for 21 days. Twenty rats were divided into 4
groups with 5 animals each. Three groups received treatment with different concentrations of
the substance (26, 52, 104 uL/mL) and one group (control) received only the dilution vehicle
(5% DMSO). The substance was applied daily through the skin, in a previously shaved dorsal
area and kept in place by of the use of a gauze fixed with a crepe bandage and tape. The rats
developed cumulative irritant contact dermatitis at the site of product application and significant
microscopic changes in this region of the skin. Elevated serum levels of urea and hepatic ALT
transaminase were also detected. The histological changes observed in the liver of the animals
corroborate the elevation of the serum levels of the ALT enzyme, which indicates mild and
reversible liver damage. The results indicate that the dermal application of acetylcarvacrol in

the experimental conditions described here provoked signs of local and systemic toxicity.

Keywords: Acaricide. Acetylation. Carvacrol. Morphology. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

De origem africana, o Rhipicephalus sanguineus é popularmente conhecido como
carrapato-do-cdo, tendo sido introduzido no continente americano juntamente com 0s cées
domeésticos oriundos da colonizagdo europeia (GUGLIELMONE et al., 2003). Durante o
processo de alimentacdo, além da espoliacdo e injuria causadas nos hospedeiros, 0s carrapatos
sdo ainda potenciais transmissores de patdgenos como protozoarios, virus e bactérias, causando
varias doencas (KAUFMAN et al, 2010; CONTRERAS et al., 2016; BARBOSA-SILVA et al.,
2017; COSTA et al., 2017).

Devido a importancia de se controlar a infestagdo por esses parasitos, nos Gltimos anos
houve um avanco no desenvolvimento de novos compostos acaricidas para serem aplicados em
cdes e gatos. Dentre 0s grupamentos quimicos sintéticos mais empregados no controle de
carrapatos em pequenos animais encontram-se 0s carbamatos, os organofosforados, o0s
piretréides, as amidinas, as lactonas macrociclicas e os fenilpirazois, com modos de acdo e
eficacia distintos (FERNANDES et al.,, 2010). Contudo, o uso indiscriminado desses
compostos, que tem levado ao surgimento de populacdes de carrapatos resistentes, associado a
contaminacdo do meio ambiente e seu potencial de intoxicacdo para a saude de animais e
humanos, fez com que se despertasse o interesse de pesquisadores para o desenvolvimento de
formas de controle distintas (ZAIM; GUILLET, 2002).

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) ¢ um monoterpeno fendlico com férmula
molecular C10H140, encontrado principalmente em 6leos essenciais de plantas da familia
Lamiaceae (SANTORO et al., 2007). E um dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais
de plantas Origanum sp. e Thymus sp. e tem sido usado em baixas concentraces como
aromatizante e conservante de alimentos, bem como fragrancia em formulacGes cosméticas
(SUNTRES, 2015). Além disso, o carvacrol também demonstrou atividade acaricida
significativa, podendo ser considerado uma opg¢do promissora para o controle dos carrapatos
(COSKUN et al., 2008; KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013; PEREIRA JUNIOR et al., 2019).
A acetilacdo do carvacrol foi realizada na tentativa de se obter um composto derivado com
melhor perfil farmacologico e menor toxicidade aos organismos ndo-alvo. Sugere-se que este
processo possa proporcionar caracteristicas de seguranca, bem como aumentar sua eficacia,
conferindo maior estabilidade ao composto pela conversdo da hidroxila fendlica, mais
susceptivel & oxidacdo, em um grupamento éster (DAMASCENO et al., 2014).Em carrapatos,

por exemplo, o uso de acetilcarvacrol ja demonstrou elevada eficacia, além de afetar
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diretamente os orgdos internos de carrapatos R. sanguineus e Rhipicephalus microplus
(GONCALVES et al., 2019, 2021; KONIG et al., 2019, 2020, 2021; OLIVEIRA et al., 2020)

Ainda que um grande nimero de estudos tenha comprovado a atividade acaricida de
alguns extratos e derivados de plantas em laboratorio, muitos estudos sdo ainda necessarios para
permitir o seu uso nos hospedeiros vertebrados, validando-os como uma estratégia de controle
(ARAUJO et al., 2016). Ao contrario da crenca popular, o uso de plantas medicinais néo é
isento de risco, tendo em vista que além do principio ativo terapéutico, a mesma planta pode
conter outras substancias toxicas (GOODMAN, 2006). A exposi¢do ao carvacrol provocou
graves irritacdes na pele de coelhos apds aplicacdo dérmica na dose de 2.700mg/Kg (MCOMIE
et al., 1949). Quando comparado com o carvacrol, o acetilcarvacrol demonstrou menor
toxicidade aguda em camundongos. Ap6s administracdo em dose Unica por gavagem esofagica
em ratos, a DLio € a DLso do acetilcarvacrol foram calculadas em 566,7 e 1.544,5 mg/Kg,
respectivamente, e para o carvacrol foram DLio = 546,8 ¢ DLso = 919 mg/Kg (ANDRE et al.,
2016). A dificuldade em se encontrar dados na literatura para avaliar e discutir sobre a
toxicidade do acetilcarvacrol reforca a necessidade desse tipo de estudo para fornecer suporte
para ensaios nao clinicos, a fim de garantir o uso seguro desse composto em humanos e animais
(OLIVEIRA et al., 2020a).

Diante desse cenario e sob a perspectiva de num futuro proximo o acetilcarvacrol poder
ser utilizado como uma estratégia eficiente, segura e ambientalmente sustentavel no controle
de carrapatos, o presente estudo teve como objetivo avaliar e determinar a toxicidade dérmica
com dose repetida desse composto em ratos Wistar (Rattus norvegicus), empregando-se
concentragOes de acetilcarvacrol baseadas nos valores de concentragdo letal previamente
definidos in vitro para carrapatos Rhipicephalus sanguineus s.l. (KONIG et al., 2020) por meio

de analise semiquantitativa e morfométrica utilizando-se técnicas histologicas e histoquimicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Acetilagéo do carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol, féormula molecular Ci0H140) foi adquirido da
empresa Merck (Darmstadt, Alemanha) com 99% de pureza e acetilado de acordo com
metodologia proposta por Konig et al. (2019). Para isso, em um baldo volumétrico contendo
25mL de solugdo de hidroxido de sédio a 10% foram adicionados 5mL de carvacrol, em
temperatura ambiente. Posteriormente, 55mL de anidrido acético foram acrescentados ao
frasco sob refrigeracdo. Apo6s agitacdo por 15 minutos, o 6leo obtido foi separado da solugdo e
caracterizado por espectroscopia de infravermelho e de acordo com seu ponto de fusdo
(SOLOMONS et al., 2016; KONIG et al., 2019), em espectrometro IR affinity-1 Shimadzu,
funcionando em faixa espectral de 4000-400 cm-1. A auséncia de fenol residual do reagente foi
determinada pela auséncia de banda larga intensa entre 3000 a 4000 cm-1. Além disso, a
confirmacéo da estrutura do éster carbonilico foi realizada a partir da detec¢do de uma banda

intensa a 1753 cm-1.

2.2 Animais

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).

Foram utilizadas 20 ratas adultas, da linhagem Wistar (Ratus norvegicus albinos), com
aproximadamente 9 semanas de idade e pesando entre 160-230 g, procedentes do Biotério
Central da UFLA. Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno medindo
40x34x17cm, mantidas em estante ventilada, sob temperatura de 22 + 3°C, umidade relativa
50-60%, em sala contendo exaustor, com luz artificial e fotoperiodo de 12/12h (claro/escuro),
recebendo agua e racdo ad libitum. Os ratos foram identificados através de marcagdo na cauda
e mantidos nas gaiolas por 15 dias antes do inicio dos tratamentos, para permitir sua aclimatagédo
as condigdes laboratoriais (OCDE, 1981, 1995).

2.3 Delineamento experimental
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2.3.1 Toxicidade dérmica com dose repetida

Os estudos de toxicidade de doses repetidas tém como objetivo caracterizar o perfil
toxicoldgico da substancia pela administracdo continua por um periodo especifico. A partir
deles € possivel a obtencdo de informacdes sobre os efeitos toxicos, identificacdo de 6rgaos
alvos, efeitos na fisiologia do animal, alteracdes hematoldgicas, bioquimicas, andtomo e
histopatoldgicas, aléem de informacdes sobre a indicacdo do NOEL (Nivel sem efeito
observado) e NOAEL (Nivel sem efeitos adversos observados).

Os procedimentos para determinacéo da toxicidade dérmica do acetilcarvacrol em ratos
foram baseados no Guideline 410 da OCDE (Organizagdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico) (OCDE, 1981) e no experimento desenvolvido por Cunha et al.
(2017).

Um dia antes do inicio dos procedimentos experimentais, os ratos foram submetidos a
tricotomia de 10-20% do dorso utilizando-se tosador elétrico. Os animais foram pesados e
divididos, aleatoriamente, em 4 grupos (n = 5 animais por grupo). As solucBes de
acetilcarvacrol foram diluidas em DMSO a 5% (veiculo) e foi aplicado em cada animal,
diariamente, o volume de 2,5mL em trés diferentes concentracées (26, 52 e 104 ul/mL). Essas
concentracdes foram baseadas no trabalho de Konig et al. (2020) em que carrapatos R.
sanguineus s.I. foram imersos em solucBes contendo acetilcarvacrol e determinou-se,
estatisticamente, que a concentragdo de 26 uL/mL ¢é suficiente para gerar a mortalidade em 90%
desses parasitos (CLs). As aplicagdes se seguiram da seguinte forma: grupo Tratamento 1
recebeu a concentragdo de 26uL/mL (1 x CLso); 0 grupo Tratamento 2 foi tratado com solucgéo
a 52ul/mL (2 x CLo); ¢ o grupo Tratamento 3 foi exposto a 104pL/mL (4 x CLs). O grupo

Controle recebeu apenas aplicacdo do veiculo (2,5mL de DMSO a 5%/dia).
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Figura 1 - Solucdes com diferentes concentracdes de acetilcarvacrol diluido em DMSO a
5%.

Legendas: (A) 26uL/mL; (B) 52uL/mL; (C) 104pL/mL.
Fonte: Do autor (2021).

Cada grupo de animais, no momento de receber o tratamento, era deslocado para a sala
de procedimentos para a execugdo do protocolo experimental.

Os tratamentos foram realizados por meio de aplicacdo do acetilcarvacrol e do veiculo
de diluicio (DMSOQO) sobre a area tricotomizada, com o auxilio de pipeta volumétrica
descartavel. Em seguida, a regido foi coberta com gaze e protegida usando atadura de crepom
fixada por esparadrapo impermeavel. Os produtos foram administrados uma vez ao dia e sempre

no mesmo horario, durante 21 dias.
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Figura 2 - Animal ap6s aplicacdo do produto; o local da aplicacédo foi envolvido com gaze e
esparadrapo, para evitar o acesso do animal a pele tratada.

Fonte: Do autor (2021).

Ap06s o tratamento os animais foram observados, sempre no mesmo horério, para
deteccdo de sinais de irritacdo, toxicidade sistémica, morbidade e mortalidade. A pesagem dos
animais foi realizada semanalmente.

Ao final dos 21 dias de tratamento, os animais foram novamente pesados e mantidos em
jejum de 12h. Apoés este periodo, foram anestesiados com solucdo de xilazina (10mg/kg) e
cetamina (90mg/kg) diluidas em solucdo de cloreto de sodio 0,9%, aplicada por via
intraperitoneal para que fosse realizada a eutanasia por exsanguinagdo por pungdo cardiaca e
coletadas as amostras de sangue. Todos 0s animais foram dissecados para coleta dos 6rgaos. Os
6rgdos foram examinados macroscopicamente em busca de alteracBes e em seguida foi
realizada a resseccao.

A carcaga e demais residuos biologicos oriundos deste processo foram acondicionados

em saco plastico branco e descartados conforme o Plano de Gestdo de Residuos da UFLA.

2.3.2 Pontos finais humanitarios (“endpoints™)

Logo apds a aplicacdo das doses, os animais foram observados individualmente pelo
menos uma vez durante os primeiros trinta minutos, com atencdo especial as primeiras quatro
horas pos-tratamento. Estas observagdes permitem a documentacdo de quaisquer condicBes

anormais, incluindo dados como inicio da ocorréncia, duragdo e severidade, servindo como
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indicativo de necessidade de eutanasia, de acordo com a severidade da condi¢do, a identificacdo
de dor e distresse, o progndstico e a perda potencial de dados importantes (OCDE, 2000).

Os pontos finais humanitarios (“endpoints”), que indicam a necessidade de finalizacao
do experimento antes do previsto, de forma a minimizar ou evitar dor e distresse, seguiram as
orientacOes fornecidas pela OCDE (2000) e por Stokes (2002). Os seguintes sinais clinicos
foram utilizados como indicativos de condi¢do moribunda ou morte iminente: deambulacéo
prejudicada, dificuldade de se alimentar ou beber &gua, anorexia prolongada, perda de peso
excessiva, desidratacdo severa, perda de sangue significativa, auséncia de respostas voluntarias
a estimulos externos, dificuldade de respiracéo, incapacidade de permanecer em pé, convulsdes,
automutilacédo, diarreia prolongada, alteracdes significativas na temperatura corporal, tumores
e evidéncias que sugiram faléncia de algum 6rgéo especifico (OCDE, 2000; STOKES, 2002).
A necessidade de eutanasia antes do final do experimento foi avaliada de acordo com os
seguintes sinais clinicos: anormalidades na vocalizacdo, agressividade, alteragdes posturais,
reacdo & manipulagdo, traumas autoinduzidos, ulceragbes ou feridas abertas, dificuldades
respiratorias, fraturas, relutdncia em se mover, aparéncia externa anormal, rapida perda de peso
e sangramentos significativos (OCDE, 2000; STOKES, 2002).

2.4 Material bioldgico

2.4.1 Analises hematoldgicas e bioquimicas

As amostras de sangue foram coletadas em tubos com e sem anticoagulante, mantidas
sob refrigeracdo em uma faixa de temperatura de 2 a 6°C e processadas em, no maximo, 2 horas.

O sangue coletado para a realizacdo do hemograma foi acondicionado em tubos com
EDTA (anticoagulante) K3EDTA (Vacuette®) respeitando o volume de sangue descrito no
tubo (4mL). O sangue foi homogeneizado cuidadosamente com o anticoagulante através de leve
agitacdo do tubo. Os hemogramas foram realizados obtendo-se os valores de WBC (contagem
de glébulos brancos), RBC (contagem de glébulos vermelhos), HCB (hemoglobina), HCT
(hematdcrito), VCM (volume corpuscular meédio), CHCM (concentragdo média de
hemoglobina corpuscular), HCM (hemoglobina corpuscular media), PLT (contagem de
plaquetas) através do analisador automatico de células hematoldgicas Siemens Healthcare
Diagnostics/Bayer.

As amostras utilizadas para a determinacdo dos parametros bioquimicos (aspartato

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina e ureia) foram
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armazenadas em tubos CAT Serum Sep Clot Activador (Vacuette®) sem anticoagulante, que
foram centrifugados a 3500rpm por 15 minutos para a separacdo do soro e do codgulo. As
quantificacbes foram realizadas atraves de kits colorimétricos da Bioclin® (teste cinético
colorimétrico para a determinacao da creatinina, metodologia cinética para as transaminases e

reagente enzimatico para ureia).

2.4.2 Avaliacao morfoldgica e morfométrica

Para avaliacdo histopatologica, 0s materiais coletados foram seccionados e
imediatamente imersos em solugdo fixadora de formaldeido a 4% por 72h. As amostras foram,
entdo, transferidas para solucdo de tampéo fosfato de sédio (pH 7,2) por 24h e, em seguida,
desidratadas em série gradativa de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%, por 20 minutos cada),
embebidas e incluidas em parafina. Os blocos foram seccionados em micrétomo Lupetec
MRPO09 para a obtengdo de cortes com espessura de 3um e distribuidos em [aminas de vidro.
As seccdes de figado e de pele foram, entdo, submetidas a técnica de hematoxilina-eosina (H-
E), para a observacdo das caracteristicas gerais do tecido (JUNQUEIRA, 1983). As laminas de
pele foram também submetidas a coloracdo de Picrosirius, para a observacdo das fibras
colagenas presentes no tecido, em vermelho (JUNQUEIRA, 1983).

2.5 Analise dos resultados

As laminas foram examinadas e fotografadas por meio de sistema de captura e analise
de imagens, composto por microscépico de luz trinocular Leica DM500 equipado com camera
ICC50W.

A partir das fotomicrografias obtidas, realizou-se a andlise semiquantitativa das
alteracdes morfoldgicas observadas no figado e na pele, permitindo a comparacdo das
alterac6es morfoldgicas observadas nos diferentes individuos por meio de anélise estatistica.
Para isso, foi estabelecido um protocolo de avaliacéo baseado no trabalho conduzido por Bernet
et al., 1999 e modificado por Marinho et al. (2014). Este sistema de anélise podera servir como
referéncia para futuras analises morfoldgicas desses 6rgdos de ratos expostos a produtos
potencialmente toxicos, podendo ser readequado para outros 6rgaos, outras metodologias e
inclusive outras espécies de vertebrados.

As principais modificagdes estruturais que podem ser observadas no figado e na pele de

ratos expostos a produtos toxicos foram sumarizadas em tabela, a partir das informacoes
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disponiveis na literatura. Cada alteracdo recebeu um fator de importéncia (w), variando de 1 a
3, definido previamente pelos pesquisadores participantes do projeto, de acordo com sua
relevancia no desenvolvimento e sobrevivéncia das células e tecidos em questdo: (1)
importancia minima, quando a lesdo é facilmente reversivel apés a interrupcao da exposicao ao
agente quimico; (2) importancia moderada, quando na maioria dos casos a lesdo pode ser
reversivel, apds a neutralizagdo do agente agressor; (3) importancia elevada, quando a lesdo é
irreversivel, levando a perda parcial ou total da funcdo da célula ou do tecido. As alteragdes
morfologicas foram, entdo, classificadas em escores (a), que podem variar de 0 a 5, dependendo
do grau de extensdo da alteragdo no tecido, sendo (0) nenhuma ocorréncia e (5) ocorréncia
muito frequente. Multiplicando-se o fator de importancia pelo escore, obteve-se o indice de
cada alteracdo (INDEXalt = w x a). O indice total de cada individuo foi calculado pela soma
dos indices de cada alteracdo observada, de acordo com a seguinte formula: INDEXind = X (w
X a).

A anélise morfométrica foi realizada em software Image J (NIH). RegiGes com possiveis
lesbes em que foram observados nucleos sobrepostos ou células degeneradas foram
desconsideradas. Nas laminas do figado, as seguintes medidas foram avaliadas: area e o
perimetro do ndcleo e dos hepatdcitos, densidade de hepatdcitos no tecido, porcentagem de
nacleos dos hepatdcitos alterados no tecido e a porcentagem do tecido ocupada por sinusoides
hepaticos. Nucleos apresentando forma irregular e mais fortemente corados com hematoxilina
foram considerados alterados. Para as medidas de area e perimetro, 50 nicleos e 50 hepatdcitos
foram avaliados de forma randomizada em imagens em aumento de 400x para cada individuo,
em todos os grupos (Figura 3). Apenas células com nudcleo e limite celular visiveis foram
consideradas. A razao entre a area do nucleo e a area do hepatocito (R = area do nlcleo/area do
hepatdcito) também foi calculada para cada individuo, em 50 células. A densidade de
hepatocitos no tecido foi calculada a partir da contagem do nimero de hepatocitos em 20 regides
de area conhecida (600012, para cada individuo em todos os grupos, possibilitando a obtencéo
do valor do nimero de hepatdcitos por um? (Figura 4). A porcentagem de nicleos alterados no
tecido foi mensurada em 5 imagens no aumento de 400x, por individuo por grupo. Foi
contabilizado o numero de nucleos alterados (irregulares, hipercorados ou picnéticos) e o
numero de total de ndcleos da imagem, para a obtencdo dos valores de porcentagem, de acordo
com a seguinte formula: %Nalt = (Nalterados/Ntotal) x 100. A porcentagem do tecido ocupada
por capilares sinusoides foi mensurada em 5 imagens no aumento de 400x para cada individuo,
em todos os grupos. Em cada imagem, foi estabelecido um grid de 713 pontos, e 0s pontos de

interseccdo que se localizavam sobre os sinusoides foram contabilizados. A porcentagem foi
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obtida a partir do nimero de pontos sobre os sinusoides (Psin) e 0 nimero total de pontos de
cada imagem (Ptotal), conforme a seguinte formula: %sin = (Psin/Ptotal) x 100. Nesta andlise,
foram desconsideradas imagens em que foram observados vasos de calibre maior ou artefatos
de técnica. A partir dos indices individuais, foram obtidos os valores de média e desvio padrdo
para cada grupo.

Figura 3 - Lamina de figado de rato Wistar (aumento: 400x) pertencente ao Grupo Controle e
corada com H-E, apds ser submetida a ferramenta “Polygon selections” do software Image J,
para a obtencdo da medida da area do hepatdcito.

3

Fonte: Do autor (2022).

Figura 4 - Lamina de figado de rato Wistar (aumento: 400x) pertencente ao Grupo Controle e
corada com H-E, apos ser submetida a ferramenta “Grid Type” e “Cell Counter” do software
Image J, para a obtencdo da densidade de hepatdcitos no tecido.

€
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Fonte: Do autor (2022).

Em relacdo a morfometria da pele, foram mensurados os seguintes pardmetros: a
densidade de células epiteliais na epiderme e de células do tecido conjuntivo na derme, a
espessura da epiderme e a porcentagem de fibras colagenas presentes na derme. Para a medida
da densidade de células epidérmicas, a area ocupada pela epiderme foi determinada em 10
imagens no aumento de 400x por individuo, em cada grupo. O numero de células epiteliais foi
contabilizado, de forma a se obter o niimero de células por pm? (Figura 5). Na derme, 0 mesmo
procedimento foi adotado para a contagem de células do tecido conjuntivo. A espessura da
epiderme foi mensurada, para cada individuo, em 10 imagens no aumento de 400x e foi definida
como a distancia entre a membrana basal e a superficie apical da camada cornea. Foram
realizadas 3 medidas para cada imagem, no centro e préximo as extremidades direita e esquerda
da epiderme na fotomicrografia. O valor de espessura para cada imagem correspondeu a média

entre as trés regiGes mensuradas.

Figura 5 - Lamina da pele de rato Wistar (aumento: 400x) pertencente ao Grupo Controle e
corada com H-E, apds ser submetida a ferramenta “Cell Counter” do software Image J para a
obtencdo dos valores de densidade de células na epiderme.

Fonte: Do autor (2022).

A porcentagem de fibras colagenas no tecido foi realizada nas Iaminas submetidas a
coloracdo de Picrosirius, avaliadas no Image J a partir da ferramenta Threshold. As &reas
selecionadas para essa mensuragdo corresponderam apenas a derme papilar, ndo apresentando

nenhuma outra porcdo da pele, como epiderme e hipoderme e sem a presenca de foliculos
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pilosos, conforme demonstrado na Figura 6. Foram avaliadas 10 imagens por individuo, para

cada grupo.

Figura 6 - Ldmina da pele de rato Wistar (400x) pertencente ao Grupo T3 corada com
Picrosirius (A) e apds ser submetida a ferramenta Threshold do Image J (B), para a analise da
porcentagem de fibras colagenas presentes na derme.

-

Fonte: Do autor (2022).

Os dados hematoldgicos, bioquimicos, morfoldgicos e morfométricos foram avaliados
estatisticamente por meio do teste de ANOVA one way seguido de teste post hoc de Tukey (o =
0,05; GraphPad Prism v.7.00).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo clinica e comportamental

A aplicacdo dérmica com dose repetida de acetilcarvacrol em ratos por 21 dias em
diferentes concentracBes ndo provocou mortalidade. No entanto, os animais dos grupos de
tratamento manifestaram sinais clinicos evidentes de toxicidade na pele, como irritagdo dérmica
local, dor ao toque e dermatite. As lesdes na pele foram evidenciadas a partir do terceiro dia de
aplicacdo e se seguiu por formacdo de crostas amarelas. A aplicacdo diéaria provocava a
descamacéo da pele e formacéo de novas feridas e, posteriormente, novas crostas (Figura 7).
Ocorreram escoriacGes e exsudacdo associadas a lesdo de pele que era intensificada pelo
traumatismo autoinfligido em decorréncia do intenso prurido que, em alguns casos, resultava

na remocé&o da gaze protetora.

Figura 7 - Aspecto da pele dos animais no 5° dia apds o inicio do tratamento. (A) Grupo
Controle (DMSO 5%); (B) Grupo T1; (C) Grupo T2; (D) Grupo T3.

Fonte: Do autor (2021).

Verificou-se a inibicdo do crescimento de pelo no local de aplicacdo do produto
(alopecia) e alteracdo de seu aspecto nas regides adjacentes a area tricotomizada, em virtude do
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escorrimento do produto. O grau de irritagdo foi dose-dependente, e embora todos os individuos
pertencentes aos grupos de tratamento tenham exibido sinais de irritagdo grave pela
manifestacdo de eritema, edema e lesdo na pele, os grupos tratados com as maiores
concentracdes (T2 e T3) demonstraram um aspecto de maior severidade (Figura 8).

Figura 8 - Aspecto da pele dos animais ao final do experimento. (A) Grupo Controle (DMSO
5%); (B) Grupo T1; (C) Grupo T2; (D) Grupo T3.

Fonte: Do autor (2021).

Mudancas no padrdo de comportamento dos animais foram observadas diariamente. O
estresse e a dor aguda fizeram com que 0s animais que receberam o tratamento vocalizassem
com guinchos agudos e ficassem mais agitados, inquietos e agressivos imediatamente apds a
aplicacdo da substancia. Apresentaram intenso prurido, tentando rasgar a gaze e o esparadrapo
com as unhas e com os dentes, 0 que ndo foi observado nos animais do grupo controle.

O peso corporal médio dos ratos esta descriminado na Tabela 1 e as variagfes semanais
no peso corporal médio esta representado no Grafico 1. Ndo foram observadas diferencas na
alteracdo do peso corporal médio dos animais pertencentes aos grupos controle e de tratamento
(p<0,05).
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Tabela 1 - Média + desvio padrdo do peso corporal (g) de ratos Wistar ao longo dos 21 dias de
experimento.

Grupo Experimento
Inicio 12 Semana 2% Semana 3% Semana

C (DMSO 5%) 183,20+13,27* 194,20+13,91* 206,60+15,72° 216,40+14,67°

T1 (26pL/mL) 217,00+9,05% 222,80+12,23* 234,20+7,59*  245,80+15,842

T2 (52uL/mL) 202,20+9,62¢  207,80+9,36* 218,40+10,78*  228,40+9,39*

T3 (104uL/mL) 194,80+6,83*  203,60+9,55* 215,60+11,03* 225,80+13,59?
Meédias seguidas de letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way
seguida de teste post-hoc de Tukey; a = 0,05). Legendas: (C) Grupo Controle; (T1) Grupo Tratamento

1; (T2) Grupo Tratamento 2; (T3) Grupo Tratamento 3.
Fonte: Do autor (2022).

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

Peso corporal médio (em gramas)

300

250

200 ————— -

150
100

50

Inicio 12 22 32

Legendas: (C) Grupo Controle; (T1) Grupo Tratamento 1; (T2) Grupo Tratamento 2; (T3)
Grupo Tratamento 3.
Fonte: Do autor (2022).

3.2 Analises Hematoldgica e Bioquimica

Apols 21 dias de aplicacdo dérmica diaria do acetilcarvacrol, ndo houve diferenca
estatistica nos parametros hematoldgicos (eritrograma e leucograma) entre os grupos, conforme

dados listados nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2 - Eritrograma de ratos Wistar albinos apds 21 dias de exposi¢do topica ao

acetilcarvacrol em diferentes concentragdes.

Eritrograma

Hemacias (milh6es/mmg)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito (%)

VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (%)

RDW (%)

Eritroblastos (%)

Grupos
Controle T1(26uL/mL) T2 (52uL/mL) T3 (104pL/mL)
7,29 £ 0,942 7,86 £ 0,212 7,16 £ 0,342 7,82 £ 0,222
13,82+1,82¢ 15,60+ 0,40° 14,44 +0,37° 15,43 £ 0,51°
38,70 +4,50* 42,53+0,85* 40,02 £0,97° 42,96 + 1,242
53,17 +0,78* 54,10+ 0,40* 55,90 + 1,86° 51,43 + 6,092
18,97 £0,09* 19,83+0,05*° 20,26 £0,72° 19,73 £ 0,11°
35,70+ 0,62 36,70 £0,20*° 36,20+ 0,18? 35,90 + 0,36%
12,10+1,54* 1290+0,70* 12,60 £ 0,85° 11,90 £ 0,522
0,00 0:00a 0,002 0,00

p-valor

0.249
0.123
0.132
0.236
0.197
0.132
0.599

Meédias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si (ANOVA one-way

seguida de teste post-hoc de Tukey; a.= 0,05). (VCM) Volume corpuscular médio; (HCM)

Hemoglobina corpuscular média; (CHCM) Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; (RDW)
Amplitude de distribuicao de glébulos vermelhos; (g/dL) Grama por decilitro; (fL) Fitolitro; (pg)

Picograma.

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 3 - Leucograma de ratos Wistar albinos ap6s 21 dias de exposicdo tdpica ao
acetilcarvacrol em diferentes concentracdes.

Leucograma

Leucadcitos (mil/mm3)
Bastonetes (%)
Segmentados (%)
Linfdcitos (%)
Linfécitos atipicos (%)
Mondcitos (%)
Eosinofilos (%)
Basofilos (%)

Grupos
Controle T1(26pL/mL) T2 (52uL/mL) T3 (104pL/mL)
3,52 £0,50% 4,23 +£0,15% 3,66 +0,90° 4,63 £1,75°
0,00° 0,00° 0,00® 0,00®
15,50 £8,90* 19,00 + 4,35° 16,80 £ 7,152 24,00 + 13,74°
82,25+£9,70* 79,33 £ 3,212 81,60 + 7,63? 72,33 £ 14,84%
0,00° 0,00® 0,00® 0.002
1,75 + 1,50° 1,66 +1,15° 1,20 + 0,44° 2,33+1,15°
0,50 +1,00% 0,00 +0,00% 0,40 = 0,50? 1,33+ 1,152
0,00° 0,00° 0,00® 0,00®

p-valor
0.431

0.627
0.532

0.572
0.261

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).
Fonte: Do autor (2022).

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos, ap6s a analise estatistica, foi verificada

elevacdo nos niveis plasmaticos de ureia e da enzima hepatica alanina aminotransferase (ALT)

nos animais do grupo tratado com a maior concentracdo (T3), em relacdo aos animais do grupo

controle. Os demais indices analisados apresentaram-se dentro dos padrdes de normalidade (p

< 0,05), conforme listado na Tabela 4.



72

Tabela 4 - Quantidade de plaquetas (mil/mm?3), ureia (mg/dL), creatinina (mg/dL), AST (U/L)

e ALT (U/L) em ratos Wistar albinos ap6s 21 dias de experimento.

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

Plaquetas 923,50 £ 93,20* 1049,00 + 121,20* 977,20+ 177,90* 972,30+ 46,70*  0.669
(mil/mm3)
Ureia (mg/dL) 49,40 £ 5,322 55,80 + 4,082° 58,40 * 7,20*P 59,80 + 4,20P 0.033
Creatinina (mg/dL) 0,30 £ 0,072 0,30 £ 0,00° 0,30 £ 0,00? 0,28 £ 0,042 0.835
AST (U/L) 150,40 + 22,30* 167,60 + 32,00 168,40 + 5,10° 168,40 + 5,10°  0.205
ALT (U/L) 57,80 + 10,30* 56,40 + 4,50° 62,60 + 16,20*° 83,20+17,20°  0.018

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). (AST) Aspartato aminitransferase; (ALT) Alanina
aminotransferase; (U/L) Unidade por litro.
Fonte: Do autor (2022).

3.3 Figado

3.3.1 Avaliacao Morfologica

- Grupo Controle (DMSO 5%o)

No grupo controle, os resultados obtidos demonstraram que as caracteristicas

histolégicas do 6rgdo mantiveram-se preservadas (Figura 9A-B), uma vez que os hepatdcitos

apresentaram-se distribuidos em corddes regulares e com morfologia integra, ou seja, 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. Em

todos os individuos desse grupo foi possivel notar uma pequena parcela de hepatdcitos com

nacleo irregular. O figado estd organizado em l6bulos com as areas portais na periferia e veia

central, contendo hepatdcitos anastomosados que delimitam os capilares sinusoides. Foram

observadas celulas de Kupffer entre os cordbes hepaticos, com nucleo alongado com aspecto

integro. Os espacos sinusoidais, artérias e veias hepaticas apresentaram aspecto normal e todos

os individuos demonstraram pequeno grau de congestionamento dos vasos sanguineos.
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- Grupo Tratamento 1 (26pL/mL)

As amostras de figado de ratos tratados com 26ul/mL de acetilcarvacrol mostraram
algumas alteracfes em relacdo ao grupo controle (Figura 9C-D). Houve leve aumento no grau
de congestionamento dos vasos sanguineos em parte do tecido analisado de todos os individuos.
Também foi observada leve dilatacdo do Iimen dos sinusoides em dois individuos. Em todos
os individuos foi possivel notar hepatdcitos com nicleos irregulares em quantidades similares

aquelas observadas no grupo controle.

- Grupo Tratamento 2 (52pL/mL)

Nesse tratamento (Figura 9E-F), em uma pequena parte do tecido analisado foi
observada dilatacdo dos sinusoides em quatro dos cinco animais tratados. VVasos sanguineos
congestionados em amostras correspondentes a todos os animais também foram visualizados
em maior frequéncia quando comparados ao grupo controle; entretanto, ndo houve diferenca
em relacéo ao grupo T1. Foi notado leve aumento do espaco intersticial entre os hepatdcitos em
dois individuos desse grupo. Um individuo demonstrou aumento no nimero de células de
Kupffer, o que ainda ndo havia sido observado no grupo controle e no grupo T1. Também foram
observados hepatocitos com nucleos irregulares em todos os individuos, sem diferencas em
relacdo ao grupo controle; no entanto, um individuo desse grupo demonstrou maior frequéncia

dessa irregularidade.

- Grupo Tratamento 3 (104pL/mL)

Em todos os individuos, houve dilatacdo dos sinusoides em uma pequena parte do tecido
analisado em comparagdo ao grupo controle (Figura 9G-H). Um individuo apresentou maior
grau de dilatacdo dos sinusoides, correspondendo a metade do tecido analisado. O grau de
congestionamento dos vasos sanguineos apresentou-se de forma semelhante ao observado no
grupo T2 e mais evidente do que aquele observado nos grupos controle e T1. Notou-se, em trés
individuos desse grupo, leve aumento do espaco intersticial entre os hepatdcitos, sendo que em
um deles esse aumento foi mais frequente (20% a 40%). Além disso, 0 aumento na quantidade
de células de Kupffer foi notado em trés individuos, sendo que em um deles esse aumento foi
mais evidente. Assim como nos demais grupos, todos os individuos apresentaram ndcleos dos

hepatdcitos irregulares.
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Figura 9 - Fotomicrografias do figado de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste
de toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas com hematoxilina-eosina.

~N ) -

Legendas: (A-B) Grupo Controle; (C-D) Grupo Tratamento 1; (E-F) Grupo Tratamento 2; (G-H) Grupo
Tratamento 3; (VC) Veia centrolobular; (PB) Pigmento biliar; (CK) Célula de Kupffer; (NI) Nucleo
irregular.

Fonte: Do autor (2021).
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3.3.2 Analise semiquantitativa

A partir das informacdes disponiveis na literatura, as principais alteracdes verificadas
no figado de ratos expostos a substancias quimicas e seus respectivos fatores de importancia
foram listadas na Tabela 5. As médias dos indices de cada alteracdo observada nos grupos dos
ratos submetidos ao acetilcarvacrol (INDEXalt), bem como a média dos indices individuais
(INDEXind) e seus respectivos desvios padrdo estdo apresentados na Tabela 6. A comparacao
estatistica evidenciou diferenca significativa entre o INDEXind do grupo controle e do grupo
tratado com a maior concentracdo de acetilcarvacrol (F (316 = 4; p=0.019). Entretanto, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos com relacgdo as alteragdes observadas (INDEXalt).

Tabela 5 - Principais alteragdes encontradas no figado de ratos expostos a substancias quimicas
e seus respectivos fatores de importancia (w). (continua)

Alteracdes Fator de Referéncias
morfoldgicas importancia
(W)
Desorganizagdo dos 2 (SUNTRES et al., 2015; BAKIR et al., 2015; CUNHA et al,
corddes hepaticos 2017)
Aumento do espaco 2 CUNHA et al., 2009; CUNHA et al., 2017)
intersticial
Nucleos dos 2 (BAKIR et al., 2015; CUNHA et al., 2017; HASSAN et al.,
hepatocitos 2021)
irregulares
Ndcleos dos 3 (BAKIR et al., 2015; CUNHA et al., 2017; HASSAN et al.,
hepatocitos 2021)
picnoticos
Nucleos dos 3 (CUNHA et al, 2017)
hepatdcitos com
marginagéo da
cromatina
Vacuolizagdo 2 (BAKIR et al., 2015; CUNHA et al., 2017; KARTHEEK;
citoplasmatica nos DAVID, 2018; HASSAN et al., 2021)
hepatocitos
Granulacdo 1 (CUNHA et al., 2017)
citoplasmatica nos
hepatdcitos
Necrose dos 3 (CUNHA et al., 2009; BAKIR et al., 2015; KARTHEEK;
hepatocitos DAVID, 2018; MOHSENI et al, 2019)
Apoptose dos 3 (CUNHA et al.,2017)
hepatdcitos
Hipertrofia dos 1 (ENGELMAN et al., 2001; CUNHA et al., 2017;
hepatdcitos KARTHEEK; DAVID, 2018)
Hiperplasia dos 2 (BAKIR et al., 2015; CUNHA et al., 2017; MOHSENI et al,
hepatdcitos 2019; ANDRE et al., 2020)
Aumento do 1 (BAKIR et al., 2015; CUNHA et al., 2017; MOHSENI et al.,

nimero de células
de Kupffer

2019; ANDRE et al., 2020)
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Vasos sanguineos 1 (CUNHA et al., 2017, KARTHEEK; DAVID, 2018;
congestionados MOHSENI et al, 2019; ANDRE et al., 2020)

Fibrose nas veias 3 (CUNHA et al., 2009; BAKIR et al., 2015; MOHSENI et al,
portais 2019)

Células 3 (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2016)

apresentando

mitose atipica

Dilatagdo dos 2 (CUNHA et al., 2009; BAKIR et al., 2015; KARTHEEK;
sinusoides DAVID, 2018; MOHSENI et al, 2019)

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 6 - Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices
individuais (INDEXind) observados no figado de ratos submetidos ao teste de
toxicidade dérmica do acetilcarvacrol com dose repetida. (continua)

) T1 (26pL/mL) T2 T3
Alteracdo morfolégica (w)  Controle

(52uL/mL) (104pL/mL)
Aumento do espago 2 0,00 + 0,008 0,00 + 0,008 0,80 + 1,092 1,60+1,672
intersticial
Nucleos dos hepatocitos 2 2,00 £ 0,00? 2,00 £ 0,00? 2,40 +0,89° 2,80 + 1,09
irregulares
Aumento do nimero de 1 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002 0,20 + 0,542 0,80 + 0,83
celulas de Kupffer
Vasos sanguineos 1 1,40 £ 0,54% 2,40 £ 0,542 2,00 +£0,70? 1,80+ 0,832
congestionados
Dilatag&o dos sinusoides 2 0,00 + 0,002 0,80 + 1,092 1,60 + 0,892 240+ 2,19
INDEXind 340+054* 520+1,30%  7,00+1,41* 9,80 +5,440¢

Fonte: Do autor (2022).

3.3.3 Avaliacdo Morfométrica

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com relagdo aos
seguintes parametros: area do nucleo (F (3,16)= 1,100; p = 0,378) e do hepatdcito (F (3,16)= 0,519;
p = 0,675), razdo area do ndcleo/area do hepatdcito (F 3,16y = 0.006; p=0.999), densidade de
hepatécitos no tecido (F .16 = 0.285; p=0.836), e porcentagem do tecido ocupada por
sinusoides hepaticos (F 3,16y = 0.341; p=0.796), conforme dados discriminados na Tabela 7 e
observados no Grafico 2. Entretanto, houve aumento significativo na porcentagem de nucleos
alterados de hepatocitos, entre os grupos T1 e T3 (F 3,16)= 6.033; p=0,019) e T2 e T3 (F (3,16
=6.033; p = 0,006).
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Tabela 7 - Medidas da area do ntcleo (um?) e do hepatdcito (um?), razdo entre as areas do
nacleo e do hepatdcito, porcentagem de nucleos de hepatocitos alterados (%),
porcentagem de sinusoides presentes no tecido (%) e densidade de hepatdcitos (x 10
3/um?) em ratos submetidos ao teste de toxicidade dérmica com dose repetida de
acetilcarvacrol.

Parametro Grupo

Controle T1 T2 T3
Area do ndcleo 42.76 £5.77*  39.14+12.75* 4491 +3.00° 43.54+£5.37%
Area do hepatécito 179.04 +£ 24.23* 159.94 + 35.33* 186.68 + 13.82* 181.97 + 21.91°

Razédo nlcleo/hepatocito  0.24 +0.022 0.24 +0.03% 0.24 £ 0.022 0.24 £ 0.022
% Nucleos alterados 15.64 £3.43**  13.80+3.12° 12.36+3.17% 21.88+5.18°
% Sinusoides 1316 +1.96° 13.26+2.78% 13.24+1.93* 14.44 +2.58°
Densidade hepatécitos 33.67+3.61* 33.33+2.04* 33.00+1.39* 32.33+1.90%

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 (2022).

Graéfico 2 - Area do ncleo e do hepatdcito (um?), razdo entre as areas do ntcleo e do hepatdcito,
porcentagem de nucleos alterados e de sinusoides no tecido (%) e densidade de hepatocitos (x
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10°3/um?) em ratos submetidos ao teste de toxicidade dérmica com dose repetida de
acetilcarvacrol.
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Legenda: (*) estatisticamente diferente em relagéo ao grupo T3.
Fonte: Do autor (2022).

3.4 Pele
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3.4.1 Avaliacao Morfologica

- Grupo Controle (DMSO 5%)

No grupo controle (Figura 10A-D), os animais apresentaram pele com aspecto normal,
dividida em duas camadas, a epiderme e a derme. Na epiderme, a camada mais externa da pele,
foram observados: os queratindcitos, com diferentes caracteristicas morfologicas conforme a
camada; os melandcitos, que apresentaram citoplasma claro, nucleo pequeno e arredondado,
fortemente corado com hematoxilina; e as células de Langerhans, com citoplasma claro e ndcleo
azul-arroxeado com contorno irregular. Nela foram identificadas quatro camadas: a camada
germinativa (estrato basal), mais profunda, repousa sobre a membrana basal, sendo considerada
0 ponto de separacdo dermo-epidérmico em que sdo observados queratindcitos dispostos em
uma unica fileira, com forma cubica ou cilindrica e nicleo grande e oval; a camada espinhosa
apresentou queratindcitos cuboides ou ligeiramente achatados, ligados entre si por pontes
intracelulares; na camada granulosa foram observadas uma a varias camadas de queratindcitos
achatados, com nucleo central e carregados de granulos basofilos de querato-hialina; e por fim,
a camada cdrnea demonstrou espessura variavel, sendo constituida por células mortas,
queratinizadas e anucleadas - os cornedcitos, com citoplasma repleto de queratina e fortemente
corado com a hematoxilina. A derme subjacente, constituida principalmente de tecido
conjuntivo colagenoso em meio a uma substancia fundamental amorfa, apresentou superficie
irregular com saliéncias que acompanham as reentrancias correspondentes da epiderme (papilas
dérmicas), podendo ser dividida em derme papilar (mais externa, adjacente a epiderme) e
reticular (mais interna). A derme papilar, mais delgada, apresentou evidente vascularizagéo,
sendo formada por feixes delicados de fibras colagenas e elasticas. A derme reticular, por sua
vez, mostrou-se constituida de fibras colagenas entrelacadas. Foram observadas na derme vasos
sanguineos e linfaticos, fibroblastos (células grandes, com muitos prolongamentos, contendo
um nucleo oval hipercorado com hematoxilina e citoplasma fracamente corado em rosa), alguns

foliculos pilosos em secdo transversal, além de glandulas sebéceas e sudoriparas (Figura 14-A).

Figura 10 - Fotomicrografias da pele de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste de
toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas com hematoxilina-eosina
(Grupo Controle).
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Legendas: (QN-CB) Queratinocitos da camada Basal; (CL) Células de Langerhans; (MN) Melandcitos;
(QN-CE) Queratintcitos camada Espinhosa; (QN-CG) Queratindcitos camada Granulosa; (CN)
Cornedcitos; (Setas) Fibroblastos.

Fonte: Do autor (2021).

- Grupo Tratamento 1 (26pL/mL)

Nas amostras pertencentes aos animais deste grupo (Figura 11A-D), as alteragdes
observadas foram: vacuolizacdo citoplasmatica nos queratindcitos nas camadas basal e
espinhosa, observada pela presenca de area clara no citoplasma dessas células; espessamento
da epiderme por aumento das células da camada espinhosa (acantose); espessamento da camada
granulosa, com aumento da quantidade de células com granulos de queratohialina, observados
pela coloracdo roxa mais intensa nos citoplasmas dos queratinécitos (hiperqueratose); e
provavel aumento na quantidade de células de Langerhans e da espessura do estrato corneo em
parte do tecido analisado de todos os individuos pertencentes a este grupo. Leve infiltrado
inflamatorio crénico préximo a vasos e anexos na derme e hipertrofia das glandulas sebaceas
também foram observados. Sugere-se aumento na quantidade de foliculos pilosos transversais
visualizados em trés animais (Figura 14-B). Em dois animais observou-se a diminui¢do dos

foliculos pilosos e das glandulas sebaceas.
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Figura 11 - Fotomicrografias da pele de ratos Wistar tratados com solucéo de 26uL/mL de
acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas
com hematoxilina-eosina (Grupo Tratamento 1).
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Legendas: (AC) Acantose; (HQ) Hiperqueratose; (VAC) Vacuolizagdo citoplasméatica em
queratindcitos; (CL) Células de Langerhans; (Setas) Fibroblastos.
Fonte: Do autor (2021).

- Grupo Tratamento 2 (52 pL/mL)

Neste tratamento (Figura 12A-D), além das alteracdes observadas nas amostras do grupo
T1, constatou-se hiperplasia da epiderme mais evidente, alargamento acentuado da camada
cérnea, que apresentou acumulos de neutrofilos degenerados (microabscessos de Munro),
visualizados como pontos azul-arroxeados no estrato corneo. Também foi detectada, em todos
0s animais deste grupo, a ocorréncia de espongiose na camada espinhosa, notada como fendas
claras entre os queratindcitos. Na derme, proximo a camada basal da epiderme, nota-se
infiltrado inflamatorio crénico. Também foi observada a proliferacdo de vasos sanguineos na
derme, especialmente nas regides em que foi observada inflamagé&o.

Figura 12 - Fotomicrografias da pele de ratos Wistar tratados com solucdo de 52uL/mL de
acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas
com hematoxilina-eosina (Grupo Tratamento 2).
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Legendas: (HQ) Hiperqueratose; (VAC) Vacuolizacéo citoplasmatica em queratinocitos; (CL) Células
de Langerhans; (MM) Microabscessos de Munro; (ESP) Espongiose; (*) Artefato.
Fonte: Do autor (2021).

- Grupo Tratamento 3 (104 pL./mL)

Foram constatadas todas as alteracGes observadas nos grupos T1 e T2 de forma mais
evidente e em todos os animais pertencentes a este grupo (Figura 13A-F). Além disso, foram
identificadas &reas de paraqueratose, ou seja, alteracdo do processo de queratinizacdo normal
com a presenca de nucleos na camada cdrnea e diminui¢do ou desaparecimento da camada
granulosa em trés animais. Nesses mesmos animais, observou-se o0 obscurecimento da juncéo
derme-epiderme pelo acentuado infiltrado inflamatorio linfoplasmocitério e vacuolizagdo
citoplasmatica dos queratindcitos do estrato basal, causando a desorganizacdo dessa camada.
Notou-se Ulcera epidérmica em pequena extensdo e em apenas dois animais deste grupo. Houve
a intensificacdo da resposta inflamatéria na derme, que apresentou infiltrado inflamatério
circundando foliculos pilosos (perifoliculite) em trés animais. Verificou-se diminuicdo de

foliculos pilosos e das glandulas sebaceas em um animal deste grupo.
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Figura 13 - Fotomicrografias da pele de ratos Wistar tratados com solucéo de 104uL/mL de
acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas
com hematoxilina-eosina (Grupo Tratamento 3).

Legendas: (PQ) Paraqueratose; (MM) Microabscessos de Munro; (QNA) Queratindcitos acantoliticos
(VAC) Vacuolizacdo citoplasmatica em queratinécitos; (ESP) Espongiose; (PF) Perifoliculite; (AC)
Acantose.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 14 - Fotomicrografias da pele de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste de
toxicidade dérmica com dose repetida, durante 21 dias, coradas com hematoxilina-eosina.
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Legendas: (A) Grupo Controle; (B) Grupo Tratamento 1; (C) Grupo Tratamento 2; (D) Grupo
Tratamento 3; (Gseb) Glandulas Sebéaceas; (FP) Foliculo Piloso.
Fonte: Do autor (2021).

3.4.2 Anédlise semiquantitativa

As principais alteragdes observadas na pele de ratos expostos a substancias quimicas
por via topica e seus respectivos fatores de importancia estdo listados na Tabela 8. Os indices
de cada alteracdo observada nos ratos submetidos ao acetilcarvacrol (INDEXalt), bem como as
médias dos indices individuais (INDEXind) e seus respectivos desvio padrdo para cada grupo
estdo apresentados na Tabela 9. A analise estatistica demonstrou diferenca entre os grupos
controle e todos os grupos de tratamento em relagdo ao INDEXind (F (3.16) = 26,80; p<0,0001).
As alteragdes foram mais evidentes nos grupos T2 e T3, que demonstraram os maiores indices.
A gravidade das les6es foi mais significativa e em maior extensao no grupo que recebeu a maior
concentracdo da substancia (T3). Todos os animais do grupo controle apresentaram o tecido
integro, dentro dos padrBes de normalidade. Hiperplasia epidérmica (F (3,16)= 104,3; p<0,0001),
vacuolizagdo citoplasmética (F 316 = 10,82; p=0,0004), hiperqueratose (F (3,16) = 26,67;
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p<0,0001), hiperplasia das glandulas sebaceas (F (3.16) = 8,182; p=0,0016), maior nimero no
perfil de foliculos pilosos transversais (F (316 = 4,288; p=0,0212) e infiltrado de células
inflamatorias na derme (F (3,16) = 1,867; p=0,1759) foram observados em todos os animais
pertencentes aos grupos de tratamento (T1, T2 e T3). Microabscessos de Munro (F 3,16)= 77,87;
p<0,0001), espongiose (F 3.16) = 75,11; p<0,0001), inflamacdo cronica na epiderme (F (3,16) =
2,462; p=0,1000) e degradacdo da camada epidérmica (F (3,16 = 1,467; p=0,2611) foram
constatados em animais pertencentes aos grupos T2 e T3. Diminui¢do no numero de foliculos
pilosos e glandulas sebaceas (F 3,16y = 0,9231; p=0,4521) foi notada em uma pequena extensao
nos grupos T1 e T3. Nos animais tratados com a maior concentracdo da substancia (T3), foram
observadas Ulceras epidérmicas (F (3,16) = 2,667; p=0,0829), paraqueratose (F (3,16) = 6,000;
p=0,0061), perifoliculite (F (316 = 6,000; p=0,0061) e dermatite ulcerativa (F (3.16) = 1,000;
p=0,4182).

Tabela 8 - Principais alteracGes encontradas na pele de ratos submetidos a exposicao tépica de
substancias quimicas e seus respectivos fatores de importancia (w). (continua)

Alteracdes Fator de importéncia (w) Referéncias
morfoldgicas
Hiperplasia 2 (CHHABRA et al., 1990; SHARMA,;
epidérmica LOCKE, 2010; SURH et al., 2012, BEHL et
al., 2012; CATLIN et al., 2016)
Vacuolizagdo 2 (PAPPINEN et al., 2005; WINNICKA et al.,
citoplasmatica nas 2015)
células
epidérmicas
Ulceras 3 (CHHABRA et al., 1990; CATLIN et al.,
epidérmicas 2016)
Inflamacéo cronica 2 (SURH et al., 2012; CATLIN et al., 2016)
na epiderme
(neutrdfilos e
macréfagos)
Hipergueratose 2 (CHHABRA et al., 1990; BEHL et al., 2012,

CHANDRA et al, 2013; RYU et al., 2014;
CATLIN et al., 2016)

Queratindcitos 3 (WINNICKA et al., 2015; HAN et al., 2019)

degenerados e

necroticos

Degradacdo da 2 (PAPPINEN et al., 2005; SHARMA,;

camada epidérmica LOCKE, 2010; SURH et al., 2012; HAN et
al., 2019)

Hiperplasia dos 2 (SURH et al., 2012; CATLIN et al., 2016)

foliculos pilosos —

espessamento do

epitélio folicular

Hiperplasia das 2 (CHHABRA et al., 1990, SURH et al., 2012;
glandulas sebaceas CATLIN et al., 2016)
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Fibrose Dérmica -
aumento da
guantidade de
tecido conjuntivo
colagenoso ou
fibroso na derme
Diminuicdo no
nimero de
foliculos pilosos e
glandulas sebéceas
Maior nimero de
perfis de foliculos
pilosos
transversais
Infiltrado de
células
inflamatorias na
derme
Fibroblastos
degenerativos e
necroticos na
derme

Dermatite
ulcerativa
Microabscesso de
Munro
Paraqueratose

Espongiose

Perifoliculite

(WINNICKA et al., 2015; CATLIN et al.,
2016)

(CHANDRA et al, 2013)

(CATLIN et al., 2016)

(CHANDRA et al., 2013; TEWARI-SINGH
et al., 2014; WINNICKA et al., 2015;
CATLIN et al., 2016)

(HAN et al., 2019)

(TEWARI-SINGH et al., 2014; HAN et al.,
2019)
(KARAMANI et al., 2021)

(CHHABRA et al., 1990; ADASHI et al,
2013; TEWARI-SINGH et al., 2014;
TETZLAFF et al., 2017; KARAMANI et al.,
2021)

(ADASHI et al., 2013; TETZLAFF et al.,
2017)

(ADASH] et al., 2013)

Fonte: Do autor (2022).

Tabela 9 - Média + desvio padrdo dos indices de cada alteracdo (INDEXalt) e dos indices
individuais (INDEXind) observados na pele de ratos submetidos ao teste de
toxicidade dérmica do acetilcarvacrol com dose repetida. (continua)

Alteracdo morfoldgica (w)  Controle T1 T2 T3
Hiperplasia epidérmica 2 0,00 +0,000 6,00+0,00° 8,00+ 1,41°¢ 9,20 +1,09°
Vacuolizagdo 2 0,00+£0,00* 3,20+1,09° 3,20 +1,09° 3,60 +1,67°
citoplasmatica nas células
epidérmicas
Ulceras epidérmicas 3 0,00 £0,008 0,00 % 0,00? 0,00 £ 0,008 2,40 + 3,282
Inflamagéo cronica na 2 0,00£0,000 0,00 0,00 2,40 £ 2,19 2,40 * 3,282
epiderme
Hiperqueratose 2 0,00+000* 160+219°  4,40+0,89" 6,80 £ 1,09°
Degradacdo da camada 2 0,00 £0,000 0,00 +0,00? 0,80+1,782 1,60 +2,19°
epidérmica
Hiperplasia das glandulas 2 0,00£0,000 6,00+0,00° 6,00 + 0,00° 6,00 + 0,00°

sebaceas
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Diminuic¢do no numero de 2 000£0,000 1,20+1,78? 0,00 + 0,00? 1,20 + 2,682
foliculos pilosos e

glandulas sebéceas

Maior nimero de perfis de 1 0+ 0,002 1,20 +£1,30** 2,20 +1,30P 2,20 +1,30°
foliculos pilosos

transversais

Infiltrado de células 2 000£0,000 1,20+1,78% 2,00 + 2,00? 2,40 £2,19°
inflamatdrias na derme

Dermatite ulcerativa 3 0,00 +£ 0,008 0,00 + 0,002 0,00 + 0,002 1,20 + 2,682
Microabscesso de Munro 2 0,00 £0,00@0 0,00 +0,00? 5,20 + 1,09° 4,40 +0,89°
Paraqueratose 3 0,00+£0,000 0,00=0,00? 0,00 + 0,00? 5,40 + 4,92°
Espongiose 2 0,000,000 0,00+0,00% 5,20 + 1,09° 5,20 + 1,09°
Perifoliculite 3 0,00+0,000 0,00 +0,00% 0,00 + 0,00? 3,60 + 3,28°
indice individual 0,00 £0,00* 20,40 +4,39° 39,40+ 6,50°¢ 57,20 + 20,41°

Meédias 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 (2022).

3.4.3 Avaliagdo morfométrica

A anélise morfométrica ndo revelou diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos nas medidas referentes a porcentagem de fibras coldgenas na derme (F (3.16)= 0.381; p
= 0.768). As analises demonstraram aumento da espessura da epiderme nos animais tratados
em comparacgdo aos animais do grupo controle (F 316) = 15.49), sendo esse aumento mais
evidente nos grupos T2 (p = 0,014) e T3 (p = 0,011). Em relacdo a densidade de células
epidérmicas foi observado aumento significado nos animais pertencentes aos grupos T2 (F (3.16)
=5,472; p = 0,045) e T3 (F (3,16) = 5,472; p = 0.008), em relagédo ao controle. Também houve
aumento significativo no numero de células da derme papilar nos animais tratados com as
concentragdes mais elevadas de acetilcarvacrol, T2 (F (3,16) = 8,011; p = 0,003) e T3 (F 3,16) =
8,011; p = 0,003). Os dados estatisticos podem ser observados na Tabela 10 e no Gréafico 3.

Tabela 10 - Medidas da densidade de células epiteliais (x 10°3/um?) e dérmicas (x 10°3/um?),
espessura da epiderme (um) e porcentagem de coldgeno na derme (%) em ratos
submetidos ao teste e toxicidade dérmica com dose repetida de acetilcarvacrol.

Parametro Grupo

Controle T1 T2 T3
Densidade (células epidérmicas) 6.35+ 0.612 7.10 £ 1.082° 7.78 £ 0.61° 8.20 + 0.69°
Densidade (células dérmicas) 2.36 +0.26% 3.38 +£0.592P 3.95+0.63° 3.92 +£0.75°
Espessura da epiderme 41.09 £ 10.41%  69.99+11.33* 8120+ 11.27>¢ 111.18 +30.57¢
% Colageno (derme) 79.10+1.732 78.00 + 1.312 77.60 +3.932 77.94 + 1,442

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).
Fonte: Do autor (2022).
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Gréfico 3 - Densidade de células epidérmicas (x 10%/um?) e dérmicas (x 10-%/um?), espessura
da epiderme (um) e porcentagem de colageno na derme (%) em ratos submetidos ao
teste de toxicidade dérmica com dose repetida de acetilcarvacrol.
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Legenda: (*) estatisticamente diferente em relagdo ao grupo controle.
Fonte: Do autor (2022).
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4 DISCUSSAO

Embora a acdo acaricida e os efeitos morfologicos provocados pelo acetilcarvacrol,
composto derivado do carvacrol, ja tenham sido demonstrados em diferentes 6rgdos de
carrapatos (RAMIREZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020b; KONIG et al., 2019b; KONIG
et al., 2020), ainda existem lacunas relativas as respostas dos hospedeiros e de organismos ndo
alvos quando expostos a este produto, de forma a se conhecer suas possiveis vias de
administracdo e mecanismos de a¢do. Estas informacGes sdo imprescindiveis para se confirmar
se esse composto pode ser indicado e utilizado no controle destes ectoparasitos.

Os resultados aqui obtidos revelaram que a aplicacdo dérmica com dose repetida de
acetilcarvacrol em ratos por 21 dias em diferentes concentrac6es nao provocou mortalidade. No
entanto, todos os animais dos grupos de tratamento manifestaram sinais clinicos evidentes de
dermatite de contato irritativa cumulativa, ou seja, prurido, irritacdo dérmica local, dor ao toque,
eritema e edema, embora ndo tenham sido observados indicios de perda de peso e desidratacéo.
Dermatites provocadas pelo contato com cosméticos que apresentam extratos de plantas ou
substancias isoladas de fonte vegetal na sua formulacio s&o muito comuns (VEIGA JUNIOR
et al., 2005). Estudos recentes demonstraram que a aplicagdo topica do carvacrol induz coceira,
hiperplasia e inflamagdo na pele, assemelhando-se as manifestagdes clinicas da dermatite
atopica (QU et al., 2019; WANG et al., 2020; WANG et al., 2021). No presente estudo, a
acetilacdo do carvacrol foi proposta na tentativa de se obter um produto com maior estabilidade
e menor toxicidade.

Agentes toxicos podem afetar 6rgdos como o figado, rim, coracdo, entre outros,
prejudicando suas func@es fisioldgicas. Os efeitos dos danos celulares ocorridos nos 6rgaos
podem ser detectados antes mesmo da ocorréncia de danos estruturais, por meio de exames
bioquimicos (TESHOME et al., 2008). Neste estudo, verificou-se elevacdo estatisticamente
significativa nos niveis plasméaticos de ureia nos animais do grupo tratado com a maior
concentracdo de acetilcarvacrol. A ureia é utilizada como um dos indicadores de problemas
renais por ser mais sensivel as alteraces primérias nos rins (RAMOS; MARINI, 2014). A
elevacdo desse biomarcador indica a ocorréncia de possivel comprometimento da funcao renal
e da filtragdo glomerular (SCHOSSLER et al., 2001; POTTER; PERRY, 2005; MELLO et al.,
2021).

Também foi detectado, no presente estudo, o aumento dos niveis da enzima hepatica
alanina aminotransferase (ALT) nos grupos tratados com a maior concentragdo do produto. O

figado € considerado um dos orgdos primordiais nos processos de desintoxicacdo dos
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vertebrados, sendo sensivel a qualquer alteragdo no organismo destes animais (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2017). A ALT, enzima encontrada no citosol dos hepatécitos que catalisa a
transferéncia do grupo amino da alanina, permanecendo o acido piravico, é considerada um
marcador sensivel de dano hepatocelular, podendo inclusive fornecer uma avaliacdo do grau do
dano sofrido pelo figado (MABEKU et al., 2007; MOSSA et al., 2018). A elevacgdo dos niveis
plasmaéticos dessa enzima é consequéncia do seu extravasamento mediante danos na membrana
celular (HENRY, 2008; TANG et al.,, 2017), e pode indicar a ocorréncia de danos
hepatocelulares leves; ja em caso de lesdes hepatocelulares graves, ocorre a liberacdo da
aspartato aminotransferase (AST) (MOTTA, 2003; OZER et al., 2008). O acetilcarvacrol, no
presente estudo, ndo causou alteracdes estatisticamente significativas nos niveis plasmaticos de
AST, o que pode indicar dano hepatico leve ocasionado pela absorcéo do produto pela pele. A
exposicdo subcrbnica de ratos ao tratamento de acetilcarvacrol (250mg/kg), administrado
diariamente por gavagem durante 28 dias, no entanto, ndo revelou diferencas significativas nos
parametros bioquimicos e hematol6gicos em relacéo ao grupo controle (ANDRE et al., 2020).
Oliveira et al. (2020a) também n&do observaram alteraces nos niveis séricos das transaminases
hepéticas, bem como de ureia e creatina, apds administracdo de acetilcarvacrol por via oral
(2000 mg/Kg) e intraperitoneal (1000 mg/Kg) em camundongos. Estas observaces podem
indicar possiveis diferengas no metabolismo desta substadncia em vias de administragdo
distintas, bem como em diferentes espécies.

A absorcdo percutanea € definida como o movimento de uma substancia quimica
aplicada a superficie da pele para o sistema circulatério. Assim, a absor¢do percutanea via trans-
epidérmica envolve a difusdo através do estrato corneo, das células viaveis da epiderme e,
finalmente, das camadas superiores da derme até a microcirculacio (MARTINS; VEIGA,
2002). O estrato corneo corresponde a principal barreira fisica da pele e, por isso, para que uma
substancia permeie a pele, a difusdo através deste estrato € um passo limitante. Inversamente,
esta mesma regido é também a principal barreira para a difusdo da agua para fora do corpo
(PROW et al., 2011). O dimetil sulfoxido (DMSO), utilizado neste estudo como veiculo, é
comumente empregado como intensificador da penetracdo cutdnea de moléculas por alterar a
organizacdo dos lipideos da camada cérnea (CHEN et al., 2014; LUNDBORG et al., 2018;
ISIK et al., 2021). O carvacrol, por sua vez, apresenta baixa polaridade (coeficiente de particdo
n-octanol/agua de 3,64) o que facilita a passagem pela bicamada lipidica da pele (ULTEE et
al., 2002). Sugere-se que a adicdo de um radical acetil na estrutura quimica do carvacrol
potencialize sua acdo lipofilica, melhorando sua permeabilidade celular (MORAES et al.,

2013). Assim, o uso de DMSO como solvente, que favorece a permeacdo cutanea, somado as
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propriedades quimicas do acetilcarvacrol pode ter contribuido para uma maior absorcéo deste
produto pelos animais, o que ocasionou os efeitos sisttmicos observados no presente estudo.

Em geral, especialmente no grupo submetido ao tratamento com a maior concentracéo
de acetilcarvacrol, foi observada a dilatacdo dos sinusoides, congestdo dos vasos sanguineos,
aumento do espaco intersticial entre os hepatdcitos, leve desorganizacdo dos corddes de
hepatdcitos e possivel aumento da quantidade de células de Kupffer. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os parametros avaliados na analise semiquantitativa. Em
relacdo a avaliacdo morfométrica, a porcentagem de ndcleos dos hepatocitos alterados
demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos T1 e T3. Vale ressaltar,
contudo, que a somatoria das alteracdes observadas no grupo tratado com a maior concentragdo
resultou em uma média de INDEXind estatisticamente maior em relacdo ao grupo controle, o
que sugere relativa toxicidade hepatica. Essas observagdes corroboram com a elevacdo dos
niveis séricos da enzima ALT (alanina aminotransferase), que indica danos hepéticos leves. A
liberacdo da ALT é impulsionada por danos ndo necrdticos nos hepatécitos e potencialmente
reversiveis (SMITH et al., 2020). André et al. (2020), embora ndo tenham identificado
alteracdes hematologicas e bioquimicas em ratos tratados com acetilcarvacrol, também
observaram alteracfes hepéticas, como a ocorréncia de edema, hiperplasia das células de
Kupffer e congestéo das veias porta e centrolobular. Outro estudo, realizado com camundongos
fémeas da espécie Mus musculus expostas ao timol (2 mg/mL), isémero do carvacrol, por meio
de banhos de aspersdo, também demonstrou importantes alteraces histologicas no figado,
como vacuolizacdo, presenca de nucleos irregulares e granulacdo citoplasmatica dos
hepatdcitos, além de necrose (CUNHA et al., 2017). As alteracdes hepaticas aqui verificadas,
no entanto, podem ser consideradas reversiveis, uma vez que as células sofreram alteracbes
funcionais e morfologicas, porém mantiveram-se vivas, podendo se recuperar assim que 0
estimulo nocivo for suspenso (JUNG; YIM, 2017).

AlteracGes microscépicas significativas foram verificadas na pele dos animais que
foram tratados topicamente com o acetilcarvacrol em todas as avaliagdes realizadas. Assim
como a irritacdo dérmica, essas alteracfes foram dose-dependentes, pois apresentaram-se de
forma mais acentuada nos individuos pertencentes aos grupos que receberam as maiores
concentragdes do produto. Principalmente nestes grupos, alteracbes como vacuolizacdo
citoplasmatica, acantose, espongiose, hiperqueratose, aumento da espessura do estrato corneo,
microabscessos de Munro e paraqueratose foram observadas na epiderme. Estas caracteristicas,
somadas as modificacOes estruturais observadas na derme, foram responsaveis pelas diferengas

estatisticas observadas no INDEXind de todos os tratamentos, em relagcdo ao grupo controle.
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Além disso, a avaliagdo morfométrica detectou 0 aumento da espessura da epiderme e maior
densidade de células epidérmicas nos animais pertencentes aos grupos tratados com as maiores
concentracdes do produto. Na derme, por sua vez, a aplicacdo topica de acetilcarvacrol
ocasionou aumento na quantidade de vasos sanguineos e presenca de infiltrados inflamatorios
inespecificos ao seu redor, bem como hipertrofia das glandulas seb&ceas, aumento da
quantidade de foliculos pilosos transversais e perifoliculite. Também foi observada maior
densidade de células dérmicas nos individuos tratados com as maiores concentracdes do
produto.

QU et al. (2019) aplicaram carvacrol 3%, diluido em solucéo salina contendo 50% de
etanol, diretamente na orelha de camundongos, duas vezes ao dia, por cinco dias consecutivos,
provocando lesBes cutdneas inflamatorias. A aplicacdo topica de solucdo de carvacrol 1%,
diluido em solucéo de etanol 10%, no dorso de camundongos por 10 minutos, duas vezes ao
dia, durante quatro dias consecutivos, induziu hiperplasia epidérmica e proliferacdo de
queratinocitos (WANG et al., 2020). Wang et al. (2021), por sua vez, aplicaram carvacrol
(100ul dissolvidos em solucéo de etanol 30%) na pele tricotomizada de camundongos, o que
resultou em sinais clinicos semelhantes a dermatite atopica, como prurido intenso, lebes na pele
e hiperplasia epidérmica. Mesmo apresentando melhores efeitos contra carrapatos
(GONCALVES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020), aparentemente a acetilagdo do carvacrol
ndo permitiu a obtencdo de um produto com efeitos reduzidos na pele, o que sugere cautela na
sua utilizacao.

A resposta inflamatdria na pele estd associada a um aumento na espessura epidérmica
(TEWARI-SINGH et al., 2014). Hiperplasia epidérmica, hiperqueratose e ulcera¢fes sdo
indicativas de uma reacdo hiperproliferativa que € consistente com dermatite de contato
irritativa (BRUNER, 1991). A hiperplasia epidérmica na dermatite de contato irritativa pode
ser observada na fase inicial de recuperacdo ou na fase crénica da doenca (ADACHI et al.,
2013). A espongiose, por sua vez, ocorre devido a lesdo dos desmossomos e consequente perda
da adesividade das células epidérmicas (TETZLAFF et al., 2017). Os microabscessos de Munro
se caracterizam pela presenca de neutrdfilos degenerados na camada cornea. A fase inicial da
lesdo é caracterizada pela espongiose e exocitose de neutréfilos entre as células epiteliais que
migram para o estrato corneo culminando na formacdo do microabscesso (MURPHY et al.,
2007; KARAMANI et al., 2021). A paraqueratose, ou seja, persisténcia de ndcleos na camada
cornea e auséncia da camada granulosa, ocorre porque a maturacao das células epidérmicas esta
acelerada ndao havendo tempo hébil para a formacdo da camada granulosa e corneificagdo dos
queratocitos (TETZLAFF et al., 2017; KARAMANI et al., 2021). Além disso, a ocorréncia de
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vacuolizagdo citoplasmatica pode indicar que a célula esteja desenvolvendo estratégias para
remover o produto toxico, eliminando algumas regifes do citoplasma e organelas. Essas
estruturas eliminadas seriam cobertas por membranas, formando vacuolos autofagicos, que
seriam digeridos pelos lisossomos ou liberados para o exterior (SURH et al., 2012; CUNHA et
al., 2017).

Substancias obtidas a partir de plantas medicinais sdo agentes xenobioticos, ou seja,
compostos estranhos ao organismo que resultam em produtos de biotransformacéo
potencialmente toxicos, podendo levar a um quadro clinico severo e por vezes fatal em longo
prazo (SILVEIRA et al., 2008). Neste estudo, todas as concentracdes utilizadas resultaram em
efeitos toxicos nos 6rgdos avaliados, ndo sendo possivel determinar o NOAEL (nivel sem

efeitos adversos observaveis).

A aplicacdo dérmica com doses repetidas do acetilcarvacrol por 21 dias resultou em
lesbes cutaneas e alteracdes hepaticas em todos os grupos de tratamento. As caracteristicas
quimicas do produto e as lesGes provocadas pela dermatite de contato irritativa favoreceram a
absorcédo da substancia ao longo dos dias, levando a uma resposta inflamatéria sistémica, leve
e potencialmente reversivel. Neste estudo, o acetilcarvacrol apresentou boa permeabilidade
cutanea, provavelmente potencializada pelo uso do DMSO como solvente. Esses resultados
indicam que o uso de acetilcarvacrol como acaricida deve ser avaliado com cautela.
Considerando seu potencial no controle de carrapatos, sugere-se que a aplicacdo de
concentracdes reduzidas de acetilcarvacrol, em associacao a outros produtos quimicos menos
toxicos e que atuem de forma sinérgica, possa potencializar seus resultados e reduzir seus

efeitos tdxicos no organismo dos hospedeiros.
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