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RESUMO

O carrapato Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826), popularmente conhecido como carrapato-marrom, é
de importancia médica e veterindria, pois transmite diversos patégenos que causam doencas relevantes para
a saude publica e, consequentemente, perdas econdmicas significativas. Estudos anteriores mostraram que
os acaricidas que utilizam ingredientes ativos sintéticos deixam residuos nocivos no ambiente e causam
problemas para organismos nao-alvo, que incluem os hospedeiros em geral. Por essas razdes, novas
estratégias e métodos de controle, como abordagens bioldgicas, vacinas e compostos bioativos de plantas,
tém sido estudados. No presente estudo, foi avaliada a acdo de 6leos essenciais extraidos de Egletes viscosa
e Lippia schaueriana, ambas nativas do Brasil. Apesar de terem eficidcia comprovada como acaricidas
(contra essa espécie de carrapato), ainda nao haviam sido realizados estudos sobre os efeitos que exercem
sobre os hospedeiros (aqui simulados por fémeas de Mus musculus). Os resultados inéditos aqui
encontrados mostraram que, no grupo de tratamento T1 (camundongos fémeas expostos ao dleo de L.
schaueriana), houve alteracdes morfoldgicas na tireoide que indicaram que essas glandulas também teriam
as fungdes de sintese/transformagdo do coloide em hormdnios tireoidianos fisiologicamente
comprometidas. Houve alteracdes na morfologia das células foliculares (de cuboidais para escamosas) e
vacuolizacdo citoplasmadtica. O coloide no interior dos foliculos nem sempre se apresentava homogéneo e,
em muitos deles, notou-se uma fina granulacdo, sugerindo alteracdes no pré-hormdnio. No grupo de
tratamento 2 (fémeas expostas ao 6leo de E. viscosa), as células foliculares na grande maioria dos foliculos
também perderam sua forma cuboidal e se tornaram escamosas, e seus nicleos mudaram de arredondados
para achatados e picndticos. A morfologia arredondada dos foliculos tornou-se irregular, causando a
desorganizacdo das células foliculares, e os espacos intersticiais deixados entre os foliculos foram
preenchidos por tecido conjuntivo. Portanto, esses resultados deixam claro que a exposicdo de
camundongos fémeas (simulando hospedeiros de carrapatos) aos 6leos essenciais de E. viscosa e L.
schaueriana a uma concentracdo de 50mg/mL causou alteracdes morfofisioldgicas na glandula tireoide
desses individuos, o que levou a perda da fun¢do do 6rgio, e chamou a ateng@o para a importancia do uso
cuidadoso de acaricidas, mesmo que sejam de origem natural.

Palavras-chave: Bioativo natural, Controle, Toxicidade, Glandula tireoide.

1 INTRODUGAO

A espécie de carrapato Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826), recentemente reconhecida
como a "linhagem tropical" do Rhipicephalus sanguineus sensu lato, € comumente conhecida
como carrapato marrom do cdo, pois os cdes domésticos sdo seu hospedeiro preferencial
(CAMARGO-MATHIAS, 2018; NAVA et al., 2012; ORTEGA-MORALES et al., 2019). No
entanto, muitos outros mamiferos foram relatados como hospedeiros, inclusive humanos

(DANTAS-TORRES, 2010). Esse ectoparasita tem um ciclo de vida de trés hospedeiros, ou seja,
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requer trés hospedeiros para completar todos os seus estdgios de desenvolvimento (DANTAS-
TORRES, 2018; SONENSHINE; ROE, 2014).

Essa espécie de carrapato recebe atencdo especial nas dreas médica/veterindria,
econdmica/sanitdria e de sadde publica por ser, em todos os estdgios de desenvolvimento, um vetor
de microrganismos, como Ehrlichia canis (erliquiose), Babesia canis (babesiose) e Hapatozoon
canis (hepatozoonose), responsdveis por doencas que afetam anualmente um grande niimero de
cdes em todo o mundo (DANTAS-TORRES, 2018; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).
Além disso, a espécie € responsavel pela transmissdo de bactérias do género Rickettsia spp. aos
hospedeiros, causando a febre maculosa na Europa (R. conorii) e nos EUA (R. rickettsii)
(BORGES et al., 2007). No Brasil, ha registros de carrapatos R. sanguineus (s.l.) infectados por R.
parkeri, o agente etiolégico da febre maculosa brasileira (BSF) (CUNHA et al., 2009;
MOERBECK et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Devido a grande importancia dessa espécie de carrapato, tem havido uma busca exaustiva
por estratégias de controle. Vale ressaltar que se estima que aproximadamente US$ 20 a US$ 30
bilhdes sejam desperdicados anualmente em todo o mundo devido as infestacdes por carrapatos e,
consequentemente, as doencgas transmitidas por eles (LEW-TABOR; RODRIGUEZ VALLE,
2016; NDAWULA; TABOR, 2020). Estudos realizados por Oliveira e Camargo-Mathias (2018)
mostraram que os acaricidas com principios ativos sintéticos , como fipronil, permetrina e
deltametrina , sdo mais utilizados no controle desses ectoparasitas. No entanto, eles deixam
residuos nocivos no ambiente (ANHOLETO et al., 2017a; NOLAN, 1985; OLIVEIRA et al., 2009;
OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008) e afetam organismos ndo-alvo ,
incluindo hospedeiros em geral (CUNHA et al., 2017; REQUENA et al., 2019; SAKA; TADA,
2021). Esses fatores vém estimulando a busca por novas estratégias e métodos de controle, como
abordagens bioldgicas, vacinas e compostos bioativos de plantas (QUADROS et al., 2020), que
sao baseados em metabdlitos secundarios e extraidos de raizes, caules, folhas, flores e frutos de
diferentes plantas (LORENZI; MATTOS, 2008; QUADROS et al., 2020). Esses metabdlitos, de
acordo com Martins (2018), fazem parte das estratégias de defesa das plantas e tém efeitos
farmacoldgicos e/ou toxicoldgicos em humanos e outros animais.

Egletes viscosa (L.) Less. € uma planta da familia Asteraceae nativa da América tropical.
Conhecida popularmente como margarida tropical ereta, € encontrada nas margens de riachos e
cursos d'dgua na regido Nordeste do Brasil (LORENZI; MATTOS, 2008; PEREIRA; BEZERRA;
ALMEIDA, 2018). E importante por suas aplicacdes farmacoldgicas, pois possui propriedades

antiespasmodicas, anti-inflamatdrias, antimicrobianas, analgésicas e sedativas (ARAUJO et al.,
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2008; CALOU et al., 2008; CUNHA, 2003; LEE et al., 2005; PEREIRA; BEZERRA; ALMEIDA,
2018). Além disso, essa planta possui compostos bioativos com potencial antiftingico e inseticida
(SINGH; MAURYA, 2005).

A Lippia schaueriana Mart., da familia Verbenaceae, € outra planta com potencial acaricida
que vem sendo estudada. E nativa do Brasil e endémica das regides de Caatinga, sendo
geograficamente restrita aos estados da Bahia e de Pernambuco (LORENZI; MATTOS, 2008;
SOUZA et al., 2018). E popularmente conhecida como "lipia-da-serra”, "alecrim-da-serra" ou
"alecrim-de-moc6" devido ao local onde cresce e por ser a principal dieta de espécies nativas de
roedores, como o cavy , "mocd" em portugués (Kerodon rupestris, Caviidae) (SOUZA et al.,
2018).

O uso de acaricidas naturais no controle de infestagdes por carrapatos, apesar de pouco
utilizado, tem estimulado o desenvolvimento de muitos estudos nessa area (PEREIRA, 2021). No
entanto, vale ressaltar que, apesar de naturais, pouco se sabe sobre como esses compostos bioativos
podem afetar a saide humana e animal, principalmente no que diz respeito a sua toxicidade, pois
¢ sabido que, dependendo de sua dosagem, um produto pode ter efeitos toxicos ou medicinais
(FIRENZUOLI; GORI, 2007). Portanto, estudos sobre a toxicidade de compostos bioativos
extraidos de plantas, incluindo os acaricidas naturais, sdo atualmente essenciais para que doses
seguras possam ser cuidadosamente estabelecidas (FIRENZUOLI; GORI, 2007; QUADROS et
al., 2020).

Os mamiferos estdo entre os organismos que os carrapatos preferem parasitar. Além do
figado (6rgdo desintoxicante), eles possuem a tireoide, glandula enddcrina que desempenha um
papel crucial na regulacdo de seu metabolismo, e sdo extremamente sensiveis a acdo de produtos
téxicos que circulam em sua corrente sanguinea, mesmo em doses extremamente baixas (CUNHA
etal., 2017).

Assim, com o0 objetivo de obter informagdes que, em um futuro préximo, possam ajudar a
compreender melhor a acdo dos acaricidas naturais sobre os hospedeiros ao utilizd-los para o
controle de carrapatos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar como os 6leos essenciais
extraidos de E. viscosa e L. schaueriana, em concentragdes previamente determinadas que
atuariam eficientemente como acaricidas (PEREIRA, 2021), podem afetar a morfofisiologia da

tireoide de fémeas de Mus musculus (organismos ndo-alvo) expostas a eles.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MUS MUSCULUS

Foram utilizados 20 camundongos suigcos fémeas, saudéveis e livres de patdgenos (SPF),
da espécie Mus musculus. Os animais foram adquiridos do Centro de Pesquisa em Producgdo
Animal (CPPA) da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu (SP, Brasil), pesavam
aproximadamente 40 g e tinham entre 8 e 10 semanas de idade. Os camundongos foram colocados
em uma sala no biotério do Instituto de Biociéncias, campus da UNESP de Rio Claro (SP, Brasil),
em caixas retangulares de polipropileno (30x20x13cm). Quatro caixas com cinco animais cada
foram mantidas em condi¢Oes normais de 22°C + 2° de temperatura, 50% de umidade, ventilacao
e exaustdo adequadas e um fotoperiodo de 12 horas. Os camundongos foram alimentados com

racdo animal e dgua ad libitum.

2.2 EXTRACAO E ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS (EOS) DE EGLETES VISCOSA
LESS. E L. SCHAUERIANA MART.

Cabecas de flores secas de E. viscosa foram compradas em um supermercado na cidade de
Fortaleza (CE, Brasil) em marco de 2016. A extracdo e a andlise desse 6leo foram realizadas na
unidade de pesquisa da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza (CE, Brasil). Para a
extragdo do OE, 300 g de cabegas de flores foram misturadas com 1,5 L de 4gua destilada em um
baldo de fundo redondo (3 L) e foram submetidas a hidrodestilacdo por 4 h em um aparelho
Clevenger. Posteriormente, o 6leo essencial (R = 1,2%, v/m) foi coletado, centrifugado (2000
RPM; 10 min), seco com sulfato de s6dio anidro e armazenado em um frasco ambar a - 20 °C para
analise posterior por cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) e deteccdo por
ionizac¢do de chama (GC-FID).

Os espécimes de L. schaureriana foram coletados em marco de 2015 (8°22'58.2" S,
42°18'31.4" W) em Sao Jodo do Piaui (PI, Brasil). Uma amostra de referéncia foi depositada no
Herbario Leopoldo Krieger (CESJ) da Universidade Federal de Juiz de Fora (MG, Brasil) sob o
nimero de registro 67.395. A extracdo do 6leo essencial foi realizada na unidade de pesquisa da
Embrapa Meio-Norte, em Parnaiba (PI, Brasil). Aproximadamente 2 kg de folhas frescas de L.
schaueriana foram misturados com 3 L de dgua e submetidos a hidrodestilagdo por 3 h em um
aparelho Clevenger. O OE (R = 1,2%, v/m) foi coletado, centrifugado (2000 RPM; 10 min), seco
com sulfato de sédio anidro e armazenado em um frasco ambar a - 20 °C para posterior andlise

por cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) e detec¢do por ionizacdo de
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chama (GC-FID) na unidade de pesquisa da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza (CE,
Brasil).

2.3 EXPOSICAO DE MUS MUSCULUS A EOS DE E. VISCOSA E L. SCHAUERIANA

As vinte fémeas de Mus musculus foram divididas em quatro grupos experimentais: dois
grupos de controle (C1, C2), que foram pulverizados com dgua destilada e 6leo solvente (etanol
50%), respectivamente; e dois grupos de tratamento (T1, T2), que foram pulverizados com os 6leos
essenciais de L. schaueriana e E. viscosa diluidos em etanol 50% a uma concentracdo de 50
mg/mL (cuja eficdcia como acaricida foi confirmada em estudos anteriores).

As exposi¢des foram realizadas em 3 dias consecutivos, com intervalos de 24 horas entre
elas. Elas foram realizadas com sprays estéreis até que os animais estivessem completamente
molhados, conforme estabelecido por Cunha et al. (2017). Foram utilizados aproximadamente 15
mL de cada solucdo (dgua destilada, etanol 50% e 6leos essenciais) durante o bioensaio. O tempo
do experimento (3 dias, intervalos de 24 horas) foi determinado para simular a aplicacdo de
acaricidas comerciais, que devem ser aplicados em, no maximo, 3 dias consecutivos.

Ap6s a exposicdo, os animais foram observados diariamente por 14 dias. No 14° dia, todos
os individuos foram submetidos a eutandsia com overdose de analgésicos com cloridrato de
cetamina (80 mg/kg MC/IP) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg MC/IP) e tiveram suas glandulas
tireoides coletadas. Os procedimentos de remog¢do dos 6rgios foram realizados pela veterindria
Leticia Maria Graballos Ferraz Hebling (CRMV 5412), de acordo com a metodologia aprovada
pelo Comité de Etica Animal (CEUA-IB-UNESP/Rio Claro) sob o niimero de protocolo 17/2019.

Tabela 1. Alteragdes morfoldgicas observadas na tireoide de Mus musculus nos grupos de controle (C1 e C2) e
naqueles expostos aos OEs (T1 e T2).

Grupos de controle Grupos de tratamento
Alteracoes morfolégicas Agua destilada Etanol OI.E de . OE de_L.
(C1) 50% viscosa schaueriana
(C2) (T1) (T2)
Foliculos intactos + + - -
Foliculos com morfologia alterada - - + +
Foliculos hipertréficos - - + +
Coloides com coloracio
N + + - +
homogénea
Coloides com variacoes de i i + +
coloracao

Coloides com granulacio central - - - +
Epitélio folicular desorganizado - - + -
Células foliculares vacuoladas - - - +

Células foliculares com niicleos
- - + -

alterados
Aumento do tecido conjuntivo i i N i
intersticial
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2.4 ANALISE HISTOLOGICA

Apbés a coleta das glandulas tireoides, elas foram fragmentadas e fixadas em
paraformaldeido a 4% por 7 dias. Em seguida, os fragmentos foram transferidos para uma solucao
tampao de fosfato de sédio, onde permaneceram por 24 h. Apds esse periodo, foram desidratados
com uma série crescente de dlcool etilico (70, 80, 90, 95 e 100%) em intervalos de 1 h e, logo
apds, emblocados em historesina Leica® por 7 dias. Em seguida, eles foram colocados em moldes
pléasticos contendo resina e polimerizador por mais 7 dias. Em seguida, os blocos foram
seccionados em um micrétomo Leica RM2255. As se¢des de 3 pum de espessura foram coletadas
em laminas de vidro previamente limpas, coradas com hematoxilina de Harris por 10 minutos e
lavadas em dgua corrente por 5 minutos. Em seguida, elas foram coradas com eosina aquosa por
5 minutos e lavadas novamente em dgua corrente. Apds a secagem ao ar livre, as laminas foram
montadas permanentemente em Entellan®, cobertas com uma laminula, examinadas e

fotografadas em um microscépio de luz de campo claro.

2.5 HISTOQUIMICA [DETECCAO DE PROTEINAS TOTAIS COM AZUL DE
BROMOFENOL (FLORES, 1978) E DE CARBOIDRATOS COM PAS (PEARSE, 1985)

Para a deteccdo de proteinas totais, as amostras foram coletadas da glandula tireoide e
fixadas em paraformaldeido a 4% por 48 h. Em seguida, foram colocadas em um tampao de fosfato
de sédio, pH 7,4, e incorporadas em resina. O material seccionado foi corado com azul de
bromofenol por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, o material foi imerso em &cido
acético a 0,5% por 1 minuto e lavado em dgua corrente por 5 minutos e em dlcool butilico tercidrio.

Para a deteccao de carboidratos, apds ser seccionado, o material foi reidratado em dgua
destilada por 1 minuto e transferido para uma soluc¢do de acido periddico por 10 minutos. Em
seguida, o material foi lavado novamente, transferido para o reagente de Schiff por 1 h, lavado em
agua com enxofre 3 vezes por 1 min cada e depois lavado em agua corrente por 15 min.

Apos esses procedimentos, as laminas foram montadas permanentemente em Entellan®,
cobertas com uma laminula, secas em uma estufa, observadas e fotografadas usando um
microscopio de luz de campo claro Leica DM750 localizado no Departamento de Biologia Geral

e Aplicada da UNESP, em Rio Claro (SP).

3 RESULTADOS
No presente trabalho, foram aplicadas técnicas histoldgicas e histoquimicas para avaliar a

morfologia da glandula tireoide de camundongos Mus musculus fémeas expostos a 6leos essenciais
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extraidos de E. viscosa e L. schaueriana, plantas com propriedades acaricidas comprovadas em

laboratério.

3.1 HISTOLOGIA
3.1.1 Grupos de controle

A andlise das glandulas tireoides pertencentes aos grupos de controle C1 (4dgua destilada)
(Fig. 1A-B) e C2 (etanol 50%) (Fig. 1C-D) demonstrou as caracteristicas tipicas encontradas no
tecido tireoidiano intacto. Conforme descrito por Junqueira e Carneiro (2017), neste estudo foram
observados foliculos tireoidianos recobertos externamente por um epitélio simples composto por
células foliculares que variavam de escamosas a cuboidais (dependendo do estdgio de atividade
de cada foliculo). As células foliculares mononucleares também apresentaram nucleos intactos e
fortemente corados (fig. 1B e D).

A aplicacdo dessa técnica permitiu a observa¢do do coloide em cada foliculo, pois ele
também reagiu de forma homogénea a coloracdo (Fig. 1A-D). O aspecto homogéneo do coloide
mudou apenas nas regides de contato coloide/epitélio folicular, onde parecia que o coloide havia
sido roido (pequenos espagos), confirmando que as células foliculares estavam ativas na

transformacdo do coloide em hormdnios tireoidianos (fig. 1A-D).

Figura 1. Esquema e secdes histoldgicas da glandula tireoide de fémeas Mus musculus nos grupos de controle C1
(expostas a dgua, A-B) e C2 (expostas ao etanol 50%, C-D). Coloragdao H&E.

col = coloide; ct = tecido conjuntivo; fe = epitélio folicular; n = nicleo; tf = foliculo tireoidiano. Barra = 25 pm.
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3.1.2 Grupo de tratamento com L. schaueriana em uma concentra¢io de S0 mg/mL

Nas tireoides dos animais do grupo de tratamento T1, expostos ao 6leo de L. schaueriana,
também foram observadas alteracdes morfoldgicas, indicando que essas glandulas estariam com
as funcodes de sintese/transformacdo do coloide em hormonios tireoidianos fisiologicamente
comprometidas. Foi possivel observar que as células foliculares apresentaram vacuoliza¢do
citoplasmdtica, achatamento do epitélio folicular, ou seja, as células eram escamosas e
apresentavam picnose nuclear, sugerindo processos de inativacao celular (Fig. 2 A-B).

Além disso, o coloide nos foliculos nem sempre era homogéneo e, em muitos deles, foi
possivel observar uma granulagcdo muito fina (fig. 2A). Além disso, em alguns deles, o perimetro
do foliculo estava menos corado do que sua regido central (fig. 2A), indicando que a secrecdo

também estava alterada.

Figura 2. Esquema e secdes histolégicas da tireoide de fémeas de Mus musculus nos grupos de tratamento T2 (expostas
ao 6leo essencial de L. schaueriana em uma concentracio de 50 mg/mL, A-B) e T1 (expostas ao 6leo essencial de E.
viscosa em uma concentragcdo de 50 mg/mL, C-D). Colora¢ao H&E.

78

col = coloide; n = nicleo; * = espaco interfolicular; linha tracejada = granulagdo do coloide na regido central do
foliculo. Barra =25 um.

3.1.3 Grupo de tratamento com E. viscosa em uma concentra¢ao de 50 mg/mL
Os foliculos das glandulas tireoides dos animais do grupo de tratamento T2, que foram

expostos ao Oleo essencial de E. viscosa a uma concentracdo de 50 mg/mL, apresentaram
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caracteristicas morfoldgicas que indicam que as alteracdes estavam ocorrendo devido a essa
exposicao. A maioria das células foliculares nos foliculos perdeu sua forma cuboidal e tornou-se
escamosa, o que pode sugerir que os foliculos diminuiram sua atividade na sintese/transformacgao
do coloide em hormonios tireoidianos (Fig. 2 C-D). Essa alteracdo foi claramente observada nos
nucleos das células foliculares, que, juntamente com a mudanga na morfologia da célula, passaram
de redondos para achatados e picnéticos (fig. 2C-D).

O coloide nos foliculos praticamente ndo se alterou, com excecdo de alguns deles que
tiveram uma reacao mais fraca a coloracdo (fig. 2D). Por outro lado, ficou claro que a morfologia
arredondada dos foliculos havia mudado, ja que as reentrancias podiam ser observadas nas paredes
dos foliculos (Fig. 2C-D). Isso também desorganizou as células foliculares, o que certamente
alterou o funcionamento dos foliculos. Além disso, os espacos intersticiais preenchidos pelo tecido
conjuntivo presente entre os foliculos aumentaram muito nas tireoides dos individuos expostos a

E. viscosa (Fig. 2C).

3.2 HISTOQUIMICA
3.2.1 Deteccao de proteinas (azul de bromofenol)

A aplicagdo de técnicas histoquimicas para a observacdo das glandulas tireoides expostas
aos Oleos de E. viscosa e L. schaueriana confirmou os resultados obtidos nos ensaios histologicos,
ou seja, a exposicao a esses Oleos essenciais causou alteracdes significativas nessas glandulas.

O azul de bromofenol foi usado para a detec¢do de proteinas. Os resultados do ensaio
mostraram que os coloides dos foliculos das glandulas expostas a L. schaueriana foram os que
sofreram as maiores alteracdes. Neles foram observados espacos em branco, mostrando alteracoes
nas proteinas (Fig. 3A-B). Essas alteragdes ndo foram observadas nos individuos expostos ao 6leo
de E. viscosa (Fig. 3C-D). O citoplasma das células foliculares na tireoide dos individuos expostos
a L. schaueriana também parecia ter mudado sua constituicdo. Além disso, vaciolos que nao
haviam sido corados podiam ser observados com frequéncia (Fig. 3B), e isso ndo foi observado

nas tireoides dos camundongos expostos a E. viscosa (Fig. 3C-D).
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Figura 3. Esquema e se¢des histoldgicas da tireoide de fémeas de Mus musculus nos grupos de tratamento T2 (expostas
ao 6leo essencial de L. schaueriana a uma concentracdo de 50 mg/mL, A-B) e T1 (expostas ao 6leo essencial de E.
viscosa a uma concentragdo de 50 mg/mL, C-D). Colorag@o com azul de bromofenol (deteccio de proteinas).

7P

Q)

>

col + = coloide fortemente corado; col - = coloide levemente corado; estrela preta = dreas no coloide sem coloragio;
seta preta = vacuolagdo citoplasmatica; linha tracejada = desorganizagdo epitelial. Barra = 25 pm.

3.2.2 Deteccao de carboidratos (PAS)

A técnica de coloracdo com 4cido periddico de Schiff (PAS) foi usada para detectar
carboidratos. Ela tornou a presenca de coloides nos foliculos muito evidente e, em geral,
demonstrou que apenas as glandulas expostas ao 6leo de E. viscosa foram coradas mais
intensamente (manchas pesadas ou moderadas) em comparagdo com as expostas ao 6leo de L.

schaueriana

(Fig. 4A-D).
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Figura 4. Esquema e se¢des histoldgicas da tireoide de fémeas de Mus musculus nos grupos de tratamento T2 (expostas
ao Oleo essencial de L. schaueriana em uma concentragdo de 50 mg/mL, A-B) e T1 (expostas ao 6leo essencial de E.
viscosa em uma concentra¢do de 50 mg/mL, C-D). Coloracio PAS (deteccdo de carboidratos).

col + = coloide fortemente corado; col - = coloide levemente corado; *= espaco interfolicular; Barra =25 pm.

4 DISCUSSAO

Atualmente, produtos naturais bioativos, principalmente aqueles extraidos de plantas, t€ém
sido utilizados como pesticidas e acaricidas e t€m respondido de forma bastante satisfatéria aos
testes realizados em laboratério, sugerindo que podem ser considerados uma alternativa eficiente
para o controle de diversos artropodes, inclusive carrapatos (REMEDIO et al., 2014; ROMA et
al., 2015; ANHOLETO et al., 2017b; QUADROS et al., 2020; KONIG et al., 2021). No entanto,
apesar de sua eficicia na eliminacdo ou mesmo na reducdo da capacidade reprodutiva
(principalmente) desses ectoparasitas, ainda ha poucas informacdes sobre seu modo de acdo em
organismos ndo-alvo e, mais importante, sobre as doses seguras que poderiam ser administradas
aos hospedeiros sem causar danos. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo demonstrar
os efeitos causados pela exposicdo aos 6leos essenciais (OEs) de Egletes viscosa e Lippia
schaueriana, em concentragdes de 50mg/mL, sobre a glandula tireoide de fémeas de Mus
musculus, utilizadas para simular organismos nao-alvo (carrapatos hospedeiros).

Estudos realizados recentemente por Quadros et al. (2020) mostraram que os Oleos

essenciais sdo uma mistura complexa de compostos organicos naturais € volateis pertencentes
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principalmente a classe dos terpenoides. Essa é considerada a maior classe quimica de ingredientes
ativos de plantas e inclui monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos. Entre eles, varios
monoterpenos foram propostos como potenciais inseticidas e acaricidas e, portanto, t€tm sido
usados como principios ativos de pesticidas (BOZOVIC; PIROLLI; RAGNO, 2015).

Este trabalho apresentou dados sobre a exposi¢do de fémeas de Mus musculus a 6leos
essenciais de E. viscosa, cujo componente majoritirio € o monoterpeno acetato de
cisisopinocarveila, e de L. schaueriana, cujo componente majoritario € o monoterpeno 6xido de
piperitenona. Esses compostos foram caracterizados, respectivamente, em estudos anteriores
realizados por Vieira et al. (2006) e Souza et al. (2018).

A andlise histologica e histoquimica realizada neste estudo demonstrou a reagdo
morfoldgica da tireoide das fémeas de M. musculus apds a exposicao a esses 6leos. Essa glandula
enddcrina regula grande parte do metabolismo dos mamiferos, e sua integridade é essencial para
o desempenho eficiente de suas fungdes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Observou-se que, como resultado de sua exposi¢do, as principais alteracdes morfoldgicas
ocorreram nos foliculos tireoidianos, bem como nos espagos interfoliculares. Elas variaram de
alteragcdes na morfologia das células foliculares, que passaram de cuboidais a escamosas
(achatadas) com nucleos que passaram de ativos (cromatina dispersa) a menos ativos (picnéticos),
a desorganizacao do epitélio folicular e a hipertrofia do préprio foliculo.

Parte das alteragdes observadas nas células foliculares, principalmente as morfolégicas
(mudanga de forma), provavelmente se deveu a inibicdo de sua atividade na transformacao do
coloide em hormonio tireoidiano, causada pela presenga de compostos toxicos no sistema. Apesar
de nem todos os foliculos tireoidianos terem uma atividade simultanea de sintese e transformacgao
de coloide na mesma glandula, a presenca de foliculos tireoidianos circundados principalmente
por um epitélio escamoso poderia indicar que eles estavam em uma fase de menor atividade na
sintese/transformac¢do dos componentes do hormonio tireoidiano. Também se poderia inferir que
a hipertrofia de alguns foliculos poderia estar ocorrendo devido ao maior volume de tireoglobulina
armazenado no coloide e que ndo estava sendo absorvido ativamente (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017; SAKR; STEENKAMP, 2021). Em uma glandula tireoide saudavel, a proteina tireoglobulina
(TG) no coloide seria absorvida pelas células foliculares regularmente, pois € necessaria para a
sintese dos hormonios tireoidianos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Outros estudos realizados sobre a exposi¢do de organismos ndo-alvo a acaricidas naturais
e sintéticos também mostraram que, quando a glandula tireoide estd sob condi¢des de toxicidade,

ela se torna inativa, sendo morfologicamente caracterizada pela hipertrofia dos foliculos
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tireoidianos, que simultaneamente passam a ser circundados por um epitélio escamoso e nao mais
por um cuboidal (CAPEN; MARTIN, 1989; CUNHA et al., 2017; REQUENA et al., 2019; SAKR;
STEENKAMP, 2021).

Além disso, os resultados obtidos neste estudo mostraram que o 6leo essencial de E. viscosa
na concentracao de 50 mg/mL ndo apenas inibiu o grau de atividade da tireoide, mas também levou
a alteracOes degenerativas no tecido, verificadas pela presenca de niicleos picnéticos nas células
foliculares e ao aparecimento de espacgos interfoliculares (vacuolados). Esses espacos eram
maiores e mais aparentes do que os causados pela exposi¢do a L. schaueriana, sugerindo que houve
um acumulo de fluido intersticial nos espacos e a possivel formac¢do de edema na glandula devido
a toxicidade. Hossain (2019) relatou esse mesmo tipo de alteracdo na tireoide de coelhos expostos
ao carbimazol (indutor de hipotireoidismo), sugerindo que o acimulo de liquido e a formacao de
edema entre os foliculos tireoidianos provavelmente se deveu a uma alteracao na permeabilidade
dos vasos sanguineos da regido, que seriam incapazes de remover o liquido devido a intoxicacao.
Essa hipétese também foi considerada por Ferreira et al. (2007) e Cunha et al. (2017) em estudos
sobre a tireoide de camundongos expostos ao propiltiouracil (indutor de hipotireoidismo) e ao
timol e fipronil (acaricidas natural e sintético, respectivamente).

ApOs a exposicdo ao 6leo de L. schaueriana, foram observadas alteragdes importantes na
tireoide, incluindo vacuolizacdo citoplasmatica nas células foliculares e desorganizacio
morfoestrutural do préprio epitélio folicular. No entanto, essas alteracdes foram menos
significativas do que as observadas apds a exposicdo ao 6leo de E. viscosa. Certamente, em ambos
0s casos, essas alteragdes, embora diferentes, resultaram na inatividade ou inibicdo da atividade
da tireoide e na desorganizacdo de sua arquitetura.

A exposi¢do aos Oleos essenciais dessas duas plantas também levou a alteragdes na
composi¢do dos coloides contidos nos foliculos. Estes, quando corados para a deteccdao de
proteinas e carboidratos, apresentaram uma reacao que variou de fracamente a fortemente positiva
quando comparados com o coloide folicular dos individuos dos grupos de controle. Tais achados
corroboram o que Cunha et al. (2017) observaram em estudos sobre a tireoide de fémeas de Mus
musculus expostas aos acaricidas fipronil e timol.

Assim, de modo geral, o presente trabalho forneceu dados inéditos que demonstraram que
a tireoide, uma importante glandula enddcrina que regula muitas fungdes metabdlicas, sofreu
alteracdes morfoldgicas e, consequentemente, fisiologicas. Certamente, essas alteracOes
implicaram a perda de sua integridade morfofisiolégica, resultante da exposicdo aos o6leos

essenciais de E. viscosa e L. schaueriana, e chamaram a atenc¢do para o uso de acaricidas que,
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apesar de naturais (compostos bioativos naturais), causaram graves danos a tireoide de
camundongos fémeas expostas a eles na concentracio de 50 mg/mL. Esses danos sdo muitas vezes
irreversiveis e prejudicariam definitivamente a fisiologia dos animais.

Vale ressaltar também que as informagdes inéditas sobre o uso desses Oleos essenciais
(naturais) como acaricidas disponibilizadas aqui reforcam a importancia de estudos sobre a
toxicidade de substincias com potencial acaricida em relagdo a exposi¢do de organismos ndo
visados. Esses estudos também devem incluir compostos de origem natural, que geralmente sdo

considerados inofensivos e seguros para uso no controle de pragas, inclusive carrapatos.
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