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RESUMO 

 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito tóxico e terapêutico do extrato da 

glândula salivar (EGS) de fêmeas de carrapatos Rhipicephalus sanguineus senso lato (Acari: 

Ixodidae), alimentadas por 2 dias em hospedeiros, em diferentes concentrações, por meio de 

injeções intraperitoneais em ratas Wistar. Os resultados clínicos mostraram que na 

concentração de 10 μg/μL houve aumento da frequência de neutrófilos e diminuição da de 

linfócitos. Na análise histológica do fígado, observou-se que o extrato nessa concentração 

causou alguns efeitos tóxicos como vacuolização citoplasmática nos hepatócitos e 

desorganização estrutural dos cordões celulares. Nas concentrações de 40 e 80 μg/μL, as ratas 

ganharam peso corporal e tiveram o peso relativo do fígado diminuído, evidenciandoo que essas 

concentrações causaram toxicidade sistêmica. Nesse trabalho foi também analisado o efeito do 

EGS apenas na concentração de 0,04μg/μL, sobre lesões pré-neoplásicas (LPN) no fígado de 

ratos Wistar e observou-se aumento no peso relativo apenas do fígado nos animais dos grupos 

LPN e LPN+EGS quando comparados ao controle. A histologia mostrou que os animais LPN, 

antes da injeção do extrato, foram os que tiveram o tecido hepático com maiores danos 

(desorganização dos cordões, aumento de tecido conjuntivo, vacuolização citoplasmática, 

células apoptóticas e aumento na frequência de células de Kupffer, células de defesa deste 

órgão) os quais foram reduzidos quando os ratos receberam o EGS. No presente estudo 

realizou-se ainda a avaliação in vitro do efeito dos acaricidas timol e carvacrol, sobre células 

RML-15, oriundas de carrapatos R. sanguineus s.l. e observou-se que o timol nas várias 

concentrações testadas não alterou a viabilidade das mesmas, ao contrário do carvacrol que na 

maior concentração (0,3 µL/mL) matou mais de 70% das células e na de 0,06µL/mL matou 

23% delas. Morfologicamente as células expostas às menores concentrações de timol não 

apresentaram danos e as expostas as maiores concentrações sofreram: vacuolização 

citoplasmática, picnose e fragmentação nuclear. O carvacrol foi o composto que causou as 

maiores alterações morfológicas: perda dos limites celulares, picnose e fragmentação nuclear 

observadas já na exposição as menores concentrações. Na maior concentração houve 100% de 

morte das células e na de 0,012uL/mL as células entraram em apoptose, o que caracterizou o 

efeito citotóxico desse acaricida.  

Palavras-chave: Carrapato do cão, Lesões pré-neoplásicas (LPN), hepatotoxicidade, 

cultura de células, carrapatos, acaricidas.  

 



ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the toxic and pharmacological effect of salivary gland extract 

(SGE) of female ticks Rhipicephalus sanguineus in different concentrations through 

intraperitoneal injections in Wistar rats. Clinical results showed that at the concentration of 10 

μg/μL there was an increase in neutrophil frequency and a decrease in lymphocytes. It was also 

observed that in the liver histological analysis, the extract at this concentration caused some 

toxic effects: cytoplasmic vacuolization in the hepatocytes and structural disorganization in the 

cellular cords. At concentrations of 40 and 80 μg/μL, rats body weight increased, and relative 

liver weight decreased, showing that these concentrations caused systemic toxicity. In this 

study, was analysed the effect of SGE in the concentration of 0.04 μg/μL on the pre-neoplasic 

lesions (PNL) in the liver of Wistar rats, and there was an increase in the relative weight of the 

liver in the groups PNL and PNL + SGE. The histology showed that the PNL animals had the 

hepatic tissue with the biggest damage (cord disorganization, increase of connective tissue, 

cytoplasmic vacuolization, apoptotic cells and increased Kupffer cell quantity, indicating 

immune response), those alterations were reduced when the mice received the SGE as 

treatment. In the study about the in vitro evaluation of the acaricides effect of thymol and 

carvacrol on RML-15 cells from R. sanguineus s.l.  ticks were carried out. Thymol at all tested 

concentrations did not alter the cells viability, unlike carvacrol that at the highest concentration 

(0.3 μL/mL) killed more than 70% of the cells and at 0.06 μL/mL it killed 23% of the cells. 

Morphologically, the cells exposed to the lowest concentrations of thymol presented no damage 

and the ones exposed to the highest concentrations had cytoplasmic vacuolization, pyknose and 

nuclear fragmentation. Carvacrol was the compound that caused the highest morphological 

changes: loss of cell boundaries, pyknosis and nuclear fragmentation observed at the lowest 

concentrations. At the highest concentration there was 100% cell death, at 0.012 uL/mL the 

cells entered apoptosis, which characterized the cytotoxic effect of this acaricide. 

 

Keywords: Dog tick, preneoplasic lesions (PNL), hepatotoxicity, cell culture, ticks, acaricides. 
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INTRODUÇÃO  

Extrato de glândulas salivares de carrapatos Rhipicephalus sanguineus s. l.  

 Os carrapatos da espécie R. sanguineus s. l. tem como hospedeiro preferencial o cão 

doméstico e por isso são conhecidos popularmente como “carrapato marrom do cão”, podendo, 

no entanto, parasitar outros animais de estimação e até mesmo os seres humanos (DANTAS-

TORRES; FIGUEREDO; BRANDÃO-FILHO, 2006; GRAY et al., 2013). Trata-se de um 

ectoparasita de grande importância médico-veterinária por ser também o principal vetor de 

bactérias, vírus e protozoários em animais domésticos, causando nestes doenças como a 

Erliquiose (Ehrlichia canis), Babesiose (Babesia canis) e Hemobartonelose (Haemobartonella 

canis) em cães, e ainda, em humanos transmitindo as Rickettsia conorii e R. rickettsii, 

causadoras da febre botonosa e maculosa, respectivamente (DANTAS-TORRES, 2008, 2010).  

A alimentação nos carrapatos dá-se basicamente devido à ação combinada das suas 

estruturas bucais e da liberação da saliva produzida nas glândulas salivares, mistura complexa 

de vários bioativos capazes de modular o sistema imune dos hospedeiros (CAMARGO-

MATHIAS, 2013). Nesses podem ser encontradas as moléculas: fosfatases ácidas, esterases, 

aminopeptidases, metaloproteases, prostaglandinas, lipocalinas e calreticulinas, além de outras 

com propriedades ainda desconhecidas (BINNINGTON, 1978; MULENGA; BLANDON; 

KHUMTHONG, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Aquelas já conhecidas tem papel importante 

nos processos de: vasodilatação, angiogênese, diminuição da coagulação, aumento da 

fibrinólise, inibição da agregação plaquetária, e imunomodulação (DREWES et al., 2012; 

HOVIUS; LEVI; FIKRIG, 2008; SAUER; ESSENBERG; BOWMAN, 2000).  

Hepatocarcinoma  

O fígado dos mamíferos é o órgão responsável pelos processos de metabolização e 

neutralização de compostos, regulação da homeostase sanguínea e desintoxicação do 

organismo, via células hepáticas (hepatócitos), as quais encontram-se dispostas em cordões nos 

lóbulos, estes permeados por vasos sanguíneos que possibilitam as trocas de macromoléculas 

entre o sangue e as células (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). É no fígado que os agentes 

tóxicos como por exemplo os carcinógenos são processados (HASCHEK; ROUSSEAUX; 

WALLIG, 2010). 

Segundo dados disponíveis, o câncer é considerado como um dos principais causadores 

de mortes em pessoas com menos de 70 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 
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Segundo a IARC (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER) em 2018 

haveria 12 milhões de novos casos com 9,6 milhões de mortes. Ainda segundo os dados, os 

tipos de câncer que mais frequentemente acometem os humanos nos países em desenvolvimento 

são: o de fígado (hepatocarcinoma), o de pulmão (carcinoma espinocelular e adenocarcinoma) 

e o de estômago (adenocarcinoma) (SCHRAUF et al., 2009).  

O hepatocarcinoma (HCC) é um tipo agressivo que ocorre no fígado e geralmente é: a) 

decorrente de inflamações crônicas causadas pelo desenvolvimento de cirrose hepática, b) 

devido a infecção por vírus das hepatites B ou C, c) devido ao consumo de álcool a longo prazo 

e d) pela exposição à toxinas carcinogênicas (TANNAPFEL; WITTEKIND, 2002; YU; YUAN, 

2004). Na maioria dos casos é diagnosticado em estágio tardio, pois os sintomas clínicos são 

silenciosos e, sendo assim, os tratamentos disponíveis têm sido pouco eficazes (DÍAZ-

GONZÁLEZ et al., 2016; LOPEZ; VILLANUEVA; LLOVET, 2006). 

 Modelo experimental de lesões pré-neoplásicas (LPN) 

O desenvolvimento do HCC passa por diferentes estágios que envolvem múltiplas 

alterações induzidas por agentes físicos, químicos ou biológicos, capazes de gerar danos no 

DNA, comprometendo o sistema de reparo e ainda estimulando a proliferação celular pois, na 

formação da neoplasia, há a conversão do dano em alteração herdável (FARBER; SARMA, 

1987; MARTINEZ et al., 2003; PITOT, 2001).  

Um modelo que vem sendo utilizado para o estudo da hepatocarcinogênese em ratos é 

aquele do Hepatócito Resistente (HR) descrito em 1976 e modificado em 1987 o qual consiste 

na administração única do agente DEN (dietilnitrosamina), seguido da administração do 2-AAF 

(2-acetilanimofluoreno) (SEMPLE-ROBERTS et al., 1987; SOLT; FARBER, 1976). Esse 

modelo postula que o 2-AAF é capaz de inibir a proliferação dos hepatócitos normais, mas não 

dos “hepatócitos resistentes” os quais seriam resultados da aplicação do DEN e causariam 

lesões pré-neoplásicas (LPN) (SCOLASTICI et al., 2014), estas utilizadas na identificação de 

marcadores neoplásicos, no estudo da progressão tumoral e de estratégias preventivas (PÉREZ-

CARREÓN et al., 2006).   

 Efeito terapêutico do extrato de glândulas salivares de carrapatos 

Além das ações anti-hemostática, anticoagulante e anti-inflamatória da saliva dos 

carrapatos já serem bem conhecidas, novos estudos vêm buscando esclarecer os mecanismos 

envolvidos na síntese e na utilização do arsenal farmacológico das glândulas salivares dos 

carrapatos. Os resultados têm demonstrado que os bioativos sintetizados por esses animais 
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podem ser ótimos aliados em terapias alternativas de diversas doenças, bem como de neoplasias 

(ABREU, 2014; CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SIMONS et al., 2011).  

Segundo a literatura, a saliva de diferentes espécies de carrapatos teria também a 

capacidade de inibir a proliferação de células endoteliais (FRANCISCHETTI et al., 2009) e 

dados de Kazimírová e Stibraniova (2013) e Simons et al. (2011) mostraram que a substância 

Amblyomin-X, por exemplo, extraído da saliva bruta da espécie Amblyomma cajennense, teria 

efeitos tóxicos in vitro sobre células tumorais de melanoma, adenocarcinoma pancreático e em 

células murinas de adenocarcinoma renal levando-as à morte por apoptose, porém, sem afetar 

os fibroblastos sadios (AKAGI et al., 2012). Ainda, o extrato de glândulas salivares obtido de 

fêmeas de carrapatos R. sanguineus alimentados por 2 dias demonstrou potencial de inibir a 

invasão de células de tumor de Walker 256 instalado na musculatura da pata de ratas Wistar in 

vivo, sem, no entanto, provocar outros danos no organismo (ABREU et al., 2014).  

Apesar de diversos pesquisadores já terem evidenciado a ação anti-tumoral da 

saliva/extrato de glândulas salivares de carrapatos, novos estudos com diferentes modelos 

tumorais devem ser realizados a fim de se ampliar o conhecimento sobre o possível efeito 

terapêutico destas substâncias. Além disso, no caso do extrato, a avaliação da sua toxicidade é 

de importância fundamental, uma vez que o mesmo é composto por substâncias com 

propriedades biológicas tanto conhecidas quanto ainda nem tão conhecidas e que podem, 

eventualmente desencadear reações sistêmicas no organismo.  

Cultura de células de carrapatos   

Estudos com a morfofisiologia de carrapatos vem sendo amplamente desenvolvidos por 

pesquisadores do grupo Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology (BCSTM) através 

de bioensaios com os carrapatos (CAMARGO-MATHIAS, 2013). No entanto, trabalhos que 

abordem os efeitos desses bioativos sobre células obtidas dos próprios ectoparasitas, na 

condição in vitro, ainda são escassos. Diante disso, testar in vitro o potencial acaricida de dois 

bioativos: o timol extraído de plantas das famílias Lamiaceae e Verbaneceae e o carvacrol 

extraído de plantas das famílias Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae (DE OLIVEIRA-CRUZ et 

al., 2013; KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013) fazendo para tanto o uso de linhagens celulares 

ao invés de hospedeiros in vivo, seria uma estratégia muito interessante para se obter 

informações sobre a toxicidade dessas substancias, que embora potentes acaricidas, não teriam 

ainda totalmente esclarecidos seus efeitos sobre os organismos a elas expostas. Nessa direção 

é que foi elaborada esta proposta, cujos resultados obtidos in vitro serão de extrema importância 
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no sentido de se propor estratégias de controle desses ectoparasitas sem fazer uso de animais 

(hospedeiros) in vivo. 
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OBJETIVOS GERAIS 

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vivo o efeito tóxico do extrato da glândula 

salivar (EGS) de carrapatos Rhipicephalus sanguineus s. l. sobre o fígado de ratas Wistar 

saudáveis e o efeito terapêutico do EGS sobre fígados de ratos Wistar com lesões pré-

neoplásicas (LPN) hepáticas. Além disso avaliou, in vitro, o efeito acaricida do timol e do 

carvacrol em cultura de células de carrapatos R. sanguineus s. l.  da linhagem RML-15, visto 

serem estes acaricidas de origem natural cujos efeitos tóxicos nessas células de carrapatos não 

tinham sido ainda estudados.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

-Avaliar a toxicidade sistêmica do EGS em ratos saudáveis expostos às concentrações de 

10, 40 e 80µg/µL de proteína do extrato a partir de ensaios clínicos (peso corporal, peso relativo 

e leucograma) e das análises morfológicas do fígado.  

-Avaliar a eficácia terapêutica do EGS obtido de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l.  

alimentadas por 2 dias em coelhos hospedeiros na concentração de 0,04µg/µL sobre o modelo 

experimental rato Wistar com LPN induzida. 

-Comparar a ação dos acaricidas timol e carvacrol sobre células RML-15 in vitro (obtidas 

de carrapatos R. sanguineus s. l.), por meio de técnicas de viabilidade celular, morfologia e de 

quantificação da caspase-3/7.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Carrapatos  

Para a realização deste trabalho foram utilizadas fêmeas adultas de carrapatos 

Rhipicephalus sanguineus s. l. alimentadas em coelhas hospedeiras do Grupo Genético 

Botucatu, obtidas do Biotério Central da UNESP de Botucatu, São Paulo. Os carrapatos adultos 

foram obtidos de colônia mantida em estufa BOD em condições controladas (29ºC, 80% de 

umidade e fotoperíodo de 12 horas) em sala do Biotério do Departamento de Biologia da 

UNESP de Rio Claro, São Paulo. 

Obtenção do Extrato da Glândula Salivar (EGS) de Rhipicephalus sanguineus s. l. 

Foram utilizadas glândulas salivares retiradas das fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. 

l. alimentadas por 2 dias em coelhas hospedeiras. As glândulas foram maceradas em microtubos 

contendo tampão fosfato de sódio, pH 7.4 e, posteriormente, procedeu-se a centrifugação do 

material por 30 minutos a 10.000xg. O sobrenadante foi coletado em tubos estéreis e em fluxo 

laminar, o extrato obtido foi esterilizado com filtro de 0,22 μm e armazenado em freezer -80°C 

até o momento da utilização (CAMARGO-MATHIAS; FURQUIM; NUNES, 2011). 

A quantificação das proteínas foi realizada segundo o protocolo de Bradford 

(BRADFORD, 1976) e fazendo uso de albumina bovina (BSA) como padrão. As leituras das 

absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro ThermoBioMate 3 (Madison, EUA). 

Ensaios in vivo  

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3 a 4 semanas de idade (ensaio terapêutico) 

e ratas Wistar fêmeas, com 6 a 8 semanas de idade (ensaio de toxicidade) com pesos médios 

semelhantes, obtidos do Biotério Central da UNESP de Botucatu, SP e mantidos em sala no 

Biotério do Departamento de Biologia do IB da UNESP de Rio Claro, SP em caixas 

retangulares de propileno (30 X 20 X 13cm), forradas com cama de maravalha e sob condições 

controladas (22ºC ±2º, 50% de umidade, ventilação e fotoperíodo de 12 horas). Os animais 

foram alimentados com ração ad libidum e tiveram livre acesso ao bebedouro contendo água 

filtrada.  

 

Todos os procedimentos com os animais utilizados nesse estudo foram previamente 

aprovados pelo CEUA (Comitê de Ética em Uso Animal) da UNESP de Rio Claro, SP, 

protocolo nº 25/2015. 
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Ensaio de Toxicidade: Aplicação dos Compostos 

Para o ensaio de toxicidade aguda foram determinados os seguintes grupos (sendo 3 

ratas/grupo):  

Grupo Controle: exposição a solução salina (GC);  

Grupos EGS: exposição a concentrações de 10 μg/μL (EGS 10μg/μL); 40 μg/μL (EGS 

40μg/μL) e 80 μg/μL (EGS 80μg/μL) do extrato da glândula salivar.  

Todos os ensaios de toxicidade foram conduzidos de acordo com as recomendações do 

protocolo da “Organization for Economic Co-Operation and Development” (OECD).  

A administração dos compostos, tanto dos extratos quanto da solução salina, foi realizada 

através de injeção intraperitoneal, com o volume ajustado para cada peso corporal dos animais 

para obtenção de uma dose final padronizada, seguido de acompanhamento diário dos animais 

até o 14° dia de exposição para avaliação do peso corpóreo. Ao final dos 14 dias, as ratas foram 

anestesiadas para coleta do sangue da artéria aorta abdominal e eutanasiadas para retirada do 

fígado. A eutanásia deu-se pelo excesso de administração dos anestésicos Quetamina/Xilasina, 

(300mg/kg e 30mg/kg) e foi acompanhada pela médica-veterinária Leticia Maria Graballos 

Ferraz Hebling CRMV-SP 5412.  

O fígado foi processado para histologia e para a quantificação da porcentagem de 

leucócitos (esfregaço do sangue corado por Giemsa) (LINDSTROM et al., 2015). 

Além do fígado, foram retirados também o baço e os rins e pesados separadamente para 

a análise do peso relativo destes órgãos como ferramenta para identificar toxicidade nestes 

órgãos (MICHAEL et al., 2007).   

Avaliação do efeito do EGS em Lesões Pré-Neoplásicas (LPN)  

Indução das LPN 

As lesões pré-neoplásicas (LPN) foram induzidas seguindo o protocolo do modelo do 

“hepatócito resistente” (HR) descrito por Solt e Farber (1976), modificado por Semple-Roberts 

e colaboradores (1987) e adaptado para ratos Wistar machos por Moreno e colaboradores 

(1991), através da administração intraperitoneal em ratos Wistar de dose única do agente 

iniciante dietilnitrosamina (DEN 20mg/100g de peso corpóreo/animal), dissolvido em solução 

de NaCl a 0,9%. Após 2 semanas, foram administradas oralmente com auxílio de cânula para 

gavagem, doses únicas de 2-acetilaminofluoreno (2-AAF, 2,5mg/100g de peso corpóreo), 

diluído em solução de dimetilsulfóxido (DMSO) e óleo de milho (OM), por quatro dias 
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consecutivos e dois reforços da dose foram aplicados sete e nove dias após a última 

administração de 2-AAF, onde os animais receberam também por via oral uma dose de 2-AAF 

(2mg/100g de peso corpóreo).  

Aplicação do EGS 

Para o desenvolvimento do ensaio terapêutico, os animais foram alocados em grupos (4 

ratos/grupo): 

Grupo Controle: Animais não passaram pelo protocolo de indução das LPN e não 

receberam EGS; 

Grupo EGS: Receberam 8 injeções intraperitoneais do EGS 0,04μg/μL com volume 

final (aproximadamente 200μL) ajustado para cada peso dos animais, em dias alternados, 

durante 16 dias.   

Grupo LPN: Receberam DEN e 2-AAF, para indução da LPN. 

Grupo LPN + EGS: Receberam DEN e 2-AAF, para indução da LPN e posteriormente 

cada rato recebeu 8 injeções intraperitoneais do EGS a 0,04μg/μL com volume final 

(aproximadamente 200μL) ajustado para cada peso dos animais, em dias alternados, durante 

16 dias.  

 

Figura 1: Representação esquemática do protocolo experimental para indução das 

lesões pré-neoplásicas (LPN) durante as 7 semanas de exposição aos compostos: 

dietilnitrosamina (DEN) e 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) e ao tratamento com o extrato da 

glândula salivar (EGS). 

Foi realizada observação dos animais semanalmente para avaliação do peso corpóreo, 

realizada com balança eletrônica de precisão (Marte LC1 V3.0).  

Depois de terminados os bioensaios, os ratos foram anestesiados e eutanasiados, sob a 

supervisão da médica-veterinária Leticia Maria Graballos Ferraz Hebling CRMV-SP 5412 com 

injeção dos anestésicos Quetamina/Xilasina (300mg/kg e 30mg/kg). O sangue da artéria aorta 

abdominal foi retirado para análise hematológica e os órgãos (fígado, rins e baço) foram 
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pesados para análise de peso relativo. Fragmentos apenas do fígado foram fixados para a rotina 

histológica.  

Análise hematológica 

Os leucogramas foram obtidos no analisador multiparamétrico de quantificação celular 

para hematologia, Pentra 80 (ABX Diagnostics, Montpellier, France). O colesterol foi dosado 

a partir do soro obtido do sangue dos ratos após eutanásia, por meio do aparelho BIOPLUS 

(analisador multiparamétrico semi-automático de ensaios colorimétricos e enzimáticos para 

bioquímica) e dos “kits” BIOLAB (seguindo instruções do fabricante). Ambas análises foram 

realizadas nas dependências do Laboratório de Análises Clínicas das Faculdades Integradas 

Einstein de Limeira-SP, sob responsabilidade técnica do biomédico Luís Fernando Sodelli 

(CRBM nº 4.099). 

Análises Histológicas  

As análises histológicas dos fígados obtidos tanto dos animais submetidos ao ensaio 

terapêutico quanto dos animais submetidos ao ensaio de toxicidade foram realizadas no 

Laboratório de Histologia do Departamento de Biologia da UNESP, campus de Rio Claro, SP. 

Para tanto fragmentos do fígado (aproximadamente 3mm) foram fixados em paraformaldeído 

4% e em mistura aquosa de Bouin por 14 dias.  

Após fixação, procedeu-se a desidratação em concentrações crescentes de álcool (70%, 

80%, 90% e 95%), com banhos de 60 minutos cada, transferência para resina de embebição por 

14 dias, inclusão em historesina Leica e secção (3 μm) em micrótomo. As secções foram 

recolhidas em lâminas de vidro e submetidas à: a) coloração pela hematoxilina e eosina (HE), 

para detecção de estruturas ácidas e básicas, respectivamente e b) reação pelo PAS (Ácido 

Periódico- Schiff, segundo McManus, 1946), para detecção de polissacarídeos totais, em 

especial o glicogênio.  

Coloração pela hematoxilina e eosina (HE) 

As secções obtidas foram reidratadas por 1 minuto em água destilada, coradas com 

hematoxilina por 7 minutos e em seguida colocadas em água corrente durante 5 minutos para 

que a reação ocorresse. Depois foram novamente lavadas em água corrente para remoção do 

excesso do corante, e então submersas em eosina por 5 minutos e novamente lavadas em água 

corrente. Após a secagem, foram mergulhadas em xilol e montadas com bálsamo de Canadá e 

lamínula de vidro para posterior observação e fotodocumentação em microscópio de luz de 

campo claro Leica DM750.  
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Para a quantificação das células de Kupffer, uma grade de teste de 100 pontos foi 

sobreposta às imagens das secções histológicas. Dez campos/animal de ampliação de 400x 

foram contados aleatoriamente.  

Técnica do PAS (Ácido Periódico- Schiff) (McMANUS, 1946) 

As secções foram reidratadas por 1 minuto em água destilada e transferidas para solução 

de ácido periódico 4% por 10 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada 

por 1 minuto e colocadas no reagente de Schiff por 1 hora, sendo posteriormente lavadas por 

15 minutos em água corrente. Após secagem as lâminas foram montadas em bálsamo do Canadá 

para posterior análise quantitativa da área total ocupada pelo polissacarídeo nos hepatócitos. 

Para a análise do glicogênio, duas secções PAS positivas de cada indivíduo foram 

analisadas e tiveram cinco campos fotografados/seção (distantes de grandes vasos, para que o 

maior número de hepatócitos possíveis fosse analisado). As fotos foram analisadas em software 

ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) para quantificar a 

intensidade de glicogênio marcado pelo PAS e os valores da área marcada foram obtidos 

utilizando Threshould entre 0 e 145 para cada imagem, de acordo com Karami et al. (2016).  

Ensaio in vitro 

Os ensaios in vitro foram realizados nos laboratórios do Departamento de Biologia da 

Infecção, no Instituto de Infecção e Saúde Global, na Universidade de Liverpool em Liverpool, 

Reino Unido e nos laboratórios do Departamento de Biologia, no Instituto de Biociências, na 

UNESP Campus de Rio Claro – SP, Brasil. 

Manutenção da linhagem de células de carrapatos: RML-15 (Rocky Mountain 

Lab) 

A linhagem RML-15 derivada de embriões de carrapatos da espécie R. sanguineus foi 

inicialmente desenvolvida por Yunker e colaboradores (1981) no laboratório Rocky Mountain 

em Hamilton, Montana, EUA. Essa linhagem foi gentilmente cedida pela Dra. Lesley Bell-

Sakyi do Departamento de Biologia da Infecção, no Instituto de Infecção e Saúde Global, na 

Universidade de Liverpool em Liverpool, Reino Unido. 

As células foram mantidas, no Brasil, em incubadoras à 28ºC, em tubos acrílicos de lado 

plano (Nunc, produto n.º 156758). O meio de cultura utilizado foi o L-15/MEM (meio de cultura 

L-15 (Leibovitz)/ meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium), Tryptose phosphate 

broth (TPB), L-Glutamina 200mM e Penicilina (10,000u)/ Streptomicina (10,000µg) 
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suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB). As trocas do meio foram realizadas uma 

vez por semana, removendo-se cerca de 50% a 80% do volume do meio consumido e 

substituindo-o por um meio novo e preparado no dia. Ressalte-se que as células de carrapatos 

podem sobreviver por períodos de até 3 semanas sem que haja necessidade de manutenção, e 

por vários meses sem repique celular.  

Exposição da linhagem celular RML-15 ao timol e ao carvacrol 

Para a exposição das células aos compostos acaricidas, utilizou-se timol e carvacrol, 

comprados da empresa Sigma (Timol T0501 e Carvacrol 282197). As diluições dos produtos 

foram feitas em soluções hidroetanólicas.  

As células da linhagem RML-15 foram cultivadas em 11 tubos acrílicos de lado plano e 

foram expostas a:  

T1: Timol na concentração de 0,07 mg/mL;  

T2: Timol a 0,014 mg/mL; 

T3: Timol a 0,0028 mg/mL;  

T4:  Timol a 0,00056 mg/mL;  

TC: Controle do timol (etanol a 1,3% usado para solubilizar a maior concentração de 

timol aqui testada- 0,07mg/mL); e ao carvacrol:  

C1: Carvacrol na concentração de 0,3 µL/mL; 

C2: Carvacrol a 0,06 µL/mL;  

C3: Carvacrol a 0,012 µL/mL;  

C4: Carvacrol a 0,0025 µL/mL;  

C5: Carvacrol a 0,0005 µL/mL; 

CC: Controle do carvacrol (etanol a 2,2% usado para solubilizar a maior concentração de 

carvacrol aqui testada- 0,3 µL/mL). 

Todas as concentrações utilizadas foram previamente selecionadas em piloto com a 

própria linhagem celular. 

Análise da viabilidade celular e da confluência das células  

Após decorridas 24, 48 e 72 horas das exposições ao timol e ao carvacrol, realizou-se a 

contagem do número de células viáveis em câmara de Neubauer e no próprio tubo evidenciadas 

pelo azul de Trypan. As imagens foram obtidas em microscópio invertido (Axiovert 25; Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha) para observação da confluência. 
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Análise morfológica das células RML-15 

Após os períodos de exposição (24, 48 e 72h) aos compostos, foi realizado o esfregaço 

das células em lâminas de vidro e coloração pelo Giemsa para serem posteriormente 

fotodocumentadas em microscópio de luz de campo claro Leica DM750. 

Quantificação de células apoptóticas  

As células foram destacadas dos tubos com o auxílio de pipeta automática através de 

movimentos de “flush”, centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células 

foram ressuspendidas em meio de cultura e o número total de células (células/mL) foi obtido 

por meio do analisador de células MUSE (MERK Millipore Corporation, USA).  Na sequência, 

foi realizada a diluição das células com tampão de ensaio proveniente do kit MUSETM Caspase-

3/7 para adequação de 1 a 5x106 células/mL e aplicou-se o protocolo de marcação celular via 

kit MUSETM Caspase-3/7 (Merk Millipore Corporation, USA). A porcentagem de células 

marcadas com caspase- 3/7 (apoptóticas) ou com o corante 7-AAD (necróticas) foi determinada 

por meio de software próprio do equipamento, cujos resultados, expressos em histogramas, 

mostraram o número de eventos em função da fluorescência. 

Análise estatística 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média e submetidos 

estatisticamente a análise de variância com comparações múltiplas (ANOVA), seguido do teste 

de Tukey-Kramer (uma via) para o peso corpóreo, o colesterol, as células de Kupffer e a 

quantificação do glicogênio, ou pelo teste Bonferroni (duas vidas) para: o peso relativo dos 

órgãos e o leucograma, utilizando o programa GraphPad Prisma (GraphPad Prism Software 

Inc, 2007). Para determinar a significância dos resultados, valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 
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Toxicidade aguda decorrente da exposição de ratas Wistar ao extrato das glândulas 

salivares do carrapato do cão Rhipicephalus sanguineus senso lato (Acari: Ixodidae). 

Avaliação histopatológica do fígado.  
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RESUMO 

Estudos com enfoque toxicológico tem papel fundamental para se compreender os efeitos 

nocivos de substâncias, principalmente naqueles que abordam o desenvolvimento de compostos 

terapêuticos naturais, como é o caso do extrato da glândula salivar (EGS) obtido de carrapatos 

Rhipicephalus sanguineus s. l.  (carrapato do cão). Visto esta saliva já ter comprovadamente 

caracterizada a presença de inúmeros bioativos de onde se poderia extrair proteínas de 

importante efeito terapêutico, fica-se uma lacuna no que diz respeito a obtenção de informações 

que demonstrem se esses mesmos bioativos potencialmente inibidores de patologias, teriam 

outros efeitos, incluindo a toxicidade sobre o organismo a ele exposto. Assim, o presente estudo 

avaliou o efeito de EGS de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l. alimentadas por 2 dias, em 

coelhas hospedeiras, nas concentrações de 10, 40 e 80 μg/μL de proteína, injetado por via 

intraperitoneal em ratas Wistar analisando os parâmetros: peso corpóreo, peso relativo dos 
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órgãos e leucograma, além da avaliação morfohistológica do fígado destes indivíduos, para se 

detectar possíveis efeitos tóxicos. Os resultados mostraram que a concentração de 10 μg/μL o 

EGS causou aumento de neutrófilos e diminuição de linfócitos e alterações histológicas como 

vacuolização citoplasmática e desorganização nos cordões de hepatócitos. Já nas concentrações 

de 40 e 80 μg/μL, as maiores aqui analisadas, ocorreu alteração no ganho de peso das ratas, 

diminuição no peso relativo do fígado, seguida de alterações nos hepatócitos como: 

vacuolização citoplasmática, alterações nucleares (forma irregular e picnose) e aumento no 

número de células de Kupffer no órgão como um todo. Esses resultados demonstraram que a 

menor concentração aqui testada (10 μg/μL) não causou toxicidade sistêmica, apenas alguns 

sinais de hepatotoxicidade. As maiores concentrações (40 e 80 µg/µL) causaram toxicidade 

sistêmica, comprovada pelo aumento do peso relativo do órgão, bem como pelas alterações 

morfohistológicas e histoquímicas (vacuolização citoplasmática, acúmulo de vesículas lipídicas 

e picnose nuclear).  

Palavras-chave: Carrapatos, histologia, toxicidade sistêmica, Peso relativo do órgão, 

hepatócito.  

Introdução  

Estudos com enfoque toxicológico se baseiam na observação de sinais de toxicidade que 

visam compreender os efeitos da combinação de substâncias potencialmente nocivas em 

determinados órgãos e sistemas dos vertebrados (OGA et al., 2008). Sob essa perspectiva, o 

fígado é considerado um importante órgão por desempenhar funções que envolvem a 

biotransformação de substâncias endógenas, bem como pela produção de certas enzimas, sendo 

portanto, o primeiro a ser exposto às substâncias tóxicas via sistema circulatório (HAYES, 

2008). 

A definição de substância tóxica, envolve vários conhecimentos, inclusive saber qual é a 

dose a ser administrada, que método de administração utilizar e qual o tempo de exposição, 

fatores esses que conjuntamente podem levar ao estado de toxicidade (MURPHY, 1979).  

A literatura tem mostrado que especificamente nos ensaios de toxicidade aguda devem 

ser avaliados os efeitos adversos que surgem após a administração única de uma dose 

consideravelmente alta de determinada substância, sendo este método frequentemente utilizado 

tanto para avaliar o potencial tóxico da substância em casos de exposições únicas, quanto o 

mecanismo de ação, identificando órgãos ou sistemas afetados e determinando se esses efeitos 

poderiam ser revertidos (OECD 420, 2001; OGA et al., 2008).  
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A busca por compostos naturais com propriedades diversas, inclusive aquelas 

terapêuticas têm sido uma constante, principalmente os já popularizados por já terem sido 

estudados sob diversos aspectos. Além das plantas, os animais também podem ser considerados 

fontes destes compostos (KAZIMÍROVÁ, 2012), incluindo-se aqui os carrapatos, importantes 

pragas da agropecuária e das zonas urbanas, uma vez que parasitam animais domésticos, muitos 

dos quais coabitam com o homem o interior das residências, caso dos cães e gatos (CUNHA et 

al., 2009; MOERBECK et al., 2016; SILVA et al., 2017). 

Estudos com esses ectoparasitas tem demonstrado que os mesmos estão adquirindo 

também um novo status, uma vez que possuem capacidade de produzir bioativos que tem 

potencial para serem utilizados em diversas áreas. Pode-se citar aqui as glândulas salivares, 

importantes órgãos dos carrapatos, por sintetizarem e liberarem substâncias que serão 

fundamentais para que os mesmos consigam ter sucesso no seu repasto sanguíneo (KOTÁL, et. 

al., 2015; CAMARGO-MATHIAS, 2018). Dentre os bioativos que são sintetizados nas 

glândulas salivares podem ser encontradas moléculas como esterases, prostaglandinas, 

glicoproteínas e lipoproteínas (BINNINGTON, 1978; WALKER et al., 1985; BOWMAN et 

al., 1996) fundamentais para os processos de fixação do carrapato no hospedeiro (vasodilatação, 

angiogênese, diminuição da coagulação, aumento da fibrinólise, inibição da agregação 

plaquetária; alteração do processo inflamatório) (DREWES et al., 2012; HOVIUS; LEVI; 

FIKRIG, 2008; SAUER; ESSENBERG; BOWMAN, 2000).  

Estudos que vem sendo desenvolvidos tem mostrado o potencial terapêutico do conjunto 

desses bioativos (SIMONS et al.,2011), os quais podem ser obtidos a partir de extratos das 

glândulas salivares (EGS) de carrapatos. Alguns trabalhos já foram desenvolvidos com a 

espécie Amblyomma cajennense cujo extrato mostrou-se tóxico para células de melanoma em 

cultura, bem como para células de adenocarcinoma do pâncreas, não sendo tóxico, no entanto, 

para fibroblastos também em cultura (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2016). Abreu et al. 

(2014) desenvolveram estudo que mostraram os efeitos anti-tumorais do EGS de carrapatos R. 

sanguineus s.l. in vivo sobre o tumor de Walker 256 na pata de ratos Wistar.  

Embora esses estudos anteriormente mencionados tenham mostrado a ação dos bioativos 

produzidos pelas glândulas salivares de carrapatos, para que os mesmos possam futuramente 

ter algum dos seus componentes utilizados em terapias, sejam estas contra o câncer ou contra 

qualquer outro tipo de doença, faz-se imprescindível estudos toxicológicos desses extratos e, 

sendo assim, o presente estudo teve como objetivo inocular por via intraperitoneal ratos Wistar 

fêmeas com diferentes quantidades de EGS obtidos a partir de fêmeas de carrapatos R. 
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sanguineus s.l., com dois dias de alimentação, com a finalidade de se investigar possíveis efeitos 

de toxicidade sistêmica nos animais por meio da avaliação morfológica do fígado destes 

indivíduos.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

Foram utilizados ratas Wistar fêmeas, com 6 a 8 semanas de idade e pesando entre 350 e 

400 gramas, obtidas do Biotério Central da UNESP de Botucatu, SP e que foram mantidas em 

sala do Biotério, do Departamento de Biologia do IB da UNESP/Rio Claro, SP em caixas 

retangulares de propileno com dimensões de 30 X 20 X 13cm. Estas foram forradas com cama 

de maravalha a qual foi trocada 2 vezes por semana, e mantidas em sala sob condições 

controladas (22ºC ±2º, 50% de umidade, ventilação apropriada e fotoperíodo de 12 horas). Os 

animais foram alimentados com ração ad libidum e tiveram livre acesso ao bebedouro contendo 

água filtrada.  

O extrato glandular utilizado neste estudo foi obtido a partir da remoção das glândulas 

salivares de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l., alimentadas por 2 dias em coelhas 

hospedeiras. Depois de retiradas, as glândulas salivares foram maceradas em microtubos 

contendo tampão fosfato de sódio, pH 7.4. Na sequência o tubo foi centrifugado por 30 minutos 

a 10.000xg e o sobrenadante foi coletado em tubos estéreis. Em fluxo laminar, o extrato foi 

esterilizado com filtro de 0,22 μm para ser armazenado em freezer -80°C até a utilização. 

A quantificação das proteínas foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 

1976), utilizando albumina bovina (BSA) como padrão. As leituras das absorbâncias foram 

realizadas em espectrofotômetro ThermoBioMate 3 (Madison, EUA) e a quantidade de proteína 

obtida foi dada na unidade de μg/μL. 

O presente estudo foi submetido ao CEUA (Comitê de Ética em Uso Animal) da UNESP 

de Rio Claro, SP, protocolo nº 25/2015. 

Ensaio de Toxicidade do Extrato da Glândula Salivar 

Para o ensaio de toxicidade aguda, foram expostas 3 ratas/grupo:  

Grupo Controle: Com tampão fosfato de sódio (GC);  

Grupos EGS: nas concentrações de 10 μg/μL (EGS 10μg/μL); 40 μg/μL (EGS 40μg/μL) 

e 80 μg/μL (EGS 80μg/μL). A exposição aguda ao EGS foi realizada em ratas Wistar, com 6 a 

8 semanas de idade, via intraperitoneal.  
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Todos os ensaios de toxicidade foram conduzidos de acordo com as recomendações do 

protocolo da “Organization for Economic Co-Operation and Development” (OECD).  

Após as injeções, os animais foram observados diariamente até o 14° dia de exposição 

para avaliação do seu peso corpóreo. No final dos 14 dias, as ratas foram anestesiadas para 

coleta: do sangue da artéria aorta abdominal e após eutanásia a coleta dos órgãos (fígado, rins 

e baço). Para a eutanásia administrou-se Quetamina/Xilasina (300mg/kg e 30mg/kg). O peso 

relativo dos órgãos (fígado, rins e baço) foi avaliado, o fígado foi processado para histologia e 

foi realizada a quantificação da porcentagem de leucócitos a partir do esfregaço do sangue 

corado pelo Giemsa (LINDSTROM et al., 2015). 

Análises Histológicas  

Foram realizadas no Laboratório de Histologia do Departamento de Biologia da UNESP, 

campus de Rio Claro, SP. Para tanto, fragmentos de fígado (aproximadamente 3mm) foram 

fixados em paraformaldeído 4% e em mistura aquosa de Bouin por 14 dias.  

Após a fixação os fragmentos foram desidratados em concentrações crescentes de álcool 

(70%, 80%, 90% e 95%), banhos de 60 minutos cada, transferidos para resina de embebição 

por 14 dias, incluídos em historesina Leica e seccionados (3 μm) em micrótomo. Na sequência, 

as secções foram recolhidas em lâminas de vidro e submetidas à: a) coloração pela hematoxilina 

e eosina (HE), para detecção de estruturas ácidas e básicas, repectivamente e b) reação pelo 

PAS (Ácido Periódico- Schiff, segundo McManus, 1946), para detecção de polissacarídeos 

totais, em especial o glicogênio. 

Coloração pela hematoxilina e eosina (HE) 

As secções obtidas foram reidratadas por 1 minuto em água destilada, coradas com 

hematoxilina por 7 minutos e lavadas por 5 minutos em água corrente para que a reação 

ocorresse. Na sequência, foram lavadas novamente em água corrente para remoção do excesso 

do corante, coradas com eosina por 5 minutos e lavadas em água corrente. Após a secagem das 

lâminas, estas foram montadas em bálsamo de Canadá para posterior observação e 

fotodocumentação em microscópio de luz de campo claro Leica DM750.  

Para a quantificação das células de Kupffer, uma grade de teste de 100 pontos/animal foi 

sobreposta às imagens das secções histológicas. Dez campos/animal (ampliação de 400x) foram 

contados aleatoriamente.  

Técnica do PAS (Ácido Periódico- Schiff) (McMANUS, 1946) 
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Esta técnica foi utilizada para detecção de polissacarídeos. As secções foram reidratadas 

por 1 minuto em água destilada para então serem transferidas para solução de ácido periódico 

4% por 10 minutos. Novamente foram lavadas em água destilada por 1 minuto e na sequência 

colocadas, por 1 hora, no reagente de Schiff. A seguir foram lavadas, por 15 minutos, em água 

corrente. Após a secagem foram montadas em bálsamo do Canadá para posterior quantificação 

da área total ocupada pelo polissacarídeo nos hepatócitos. Para a análise do glicogênio, duas 

secções/indivíduo PAS positivas foram analisadas, nos quais cinco campos foram fotografados 

e analisados em cada secção, sempre distantes de grandes vasos, para que o maior número de 

hepatócitos fosse analisado. A fim de quantificar a quantidade de glicogênio marcado pelo PAS, 

as fotos foram analisadas em software ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda, 

Maryland, USA) e os valores de área marcada foram obtidos utilizando Threshould entre 0 e 

145 para cada imagem, de acordo com Karami et al. (2016). 

Análise estatística 

Para quantificação do glicogênio, as fotos dos hepatócitos foram analisadas pelo software 

ImageJ (National Institutes of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA). Os dados de área 

gerados pelo programa foram tabelados e analisados estatisticamente pelo programa GraphPad 

Prisma (GraphPad Prism Software Inc, 2007).  

Os resultados obtidos foram apresentados como média ± erro padrão da média (e.p.m.) e 

submetidos estatisticamente a análise de variância com comparações múltiplas (ANOVA), 

seguido do teste de Tukey-Kramer (uma via), ou pelo teste Bonferroni (duas vidas) quando 

necessário utilizando o programa GraphPad Prisma (GraphPad Prism Software Inc, 2007) para 

determinar a significância dos resultados. 

RESULTADOS  

Pesos corporal e relativo dos órgãos 

O peso corporal de todos os animais aqui analisados foi obtido antes da injeção dos 

extratos, bem como 14 dias após a aplicação única. A variação da massa corporal foi calculada 

por meio do valor do peso inicial do animal, subtraído do seu peso obtido ao final dos 14 dias. 

A análise do Gráfico 1 permitiu observar que os animais expostos às concentrações de 40 e 80 

µg/µL do extrato da glândula salivar de carrapatos deixaram de ganhar massa corpórea, ao 

contrário dos animais dos grupos controle e exposto ao extrato na concentração de 10µg/µL 

que apresentaram diferença significativa nesse parâmetro. 
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A análise do gráfico 2 que compila os dados obtidos do peso relativo dos órgãos, a saber: 

rim, baço e fígado, mostrou que houve diminuição significativa apenas no peso do fígado 

daqueles animais expostos às concentrações de 40 e 80µg/µL do extrato em relação ao controle 

e ao EGS 10μg/μL. Não foram detectadas alterações nos pesos do rim e do baço em nenhum 

dos grupos analisados.  

Análises clínicas 

Os resultados mostrados no leucograma dos animais do grupo controle e dos grupos 

expostos ao EGS nas diferentes concentrações, estão resumidos no Gráfico 3, EGS 40 µg/µL e 

EGS 80 µg/µL.  
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Gráfico 1: Variação do peso corpóreo (gramas) das ratas do grupo controle e das expostas ao 

EGS nas concentrações 10, 40 e 80 µg/µL (n=3).1 
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Gráfico 2: Peso relativo (gramas) dos órgãos das ratas do grupo controle e das expostas ao EGS 

nas concentrações de 10, 40 e 80 μg/μL (n=3). 2 
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Gráfico 3: Leucograma obtido a partir do sangue coletado das ratas do grupo controle e das 

expostas ao EGS nas concentrações de 10, 40 e 80 μg/μL (n=3).3 
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Análises Histológica e Histoquímica 

Grupo Controle 

Os resultados da análise histológica dos fígados dos animais do grupo controle 

demonstraram que, assim como era esperado e segundo descrição de Junqueira & Carneiro 

(2018), o tecido hepático apresentou-se íntegro (Fig. 1B), ou seja, os hepatócitos dispostos em 

cordões mantiveram sua forma poliédrica com citoplasma eosinofílico (Fig 1B) e com a 

presença de polissacarídeo (glicogênio) no citoplasma, elemento este que foi aqui evidenciado 

pela técnica de PAS (Fig 1F). Ainda com esta técnica, foi quantificada a porcentagem de área 

marcada pela cor púrpura nas secções histológicas, através do software ImageJ a qual foi 

posteriormente comparada entre os grupos (Gráfico 4), deixando claro que não houve alteração 

significativa na quantidade da marcação de PAS nos hepatócitos dos animais alocados em todos 

os grupos de exposição ao extrato quando comparados ao grupo controle. Os hepatócitos, de 

maneira geral, apresentaram-se mono ou binucleados, com núcleos arredondados, corados pela 

hematoxilina e com presença de cromatina descondensada no seu interior, indicando fase de 

atividade dos mesmos. Pode-se também observar no núcleo a presença de um ou mais nucléolos 

(Fig. 1B). Por meio da observação da presença de núcleos alongados e fortemente eosinofílicos, 

evidenciou-se a presença das células de Kupffer (Fig 1B), macrófagos típicos do fígado. Estas 

células foram também quantificadas (contagem de células/área do fígado) cujos resultados 

encontram-se resumidos no gráfico 5, e que mostraram que houve um aumento significativo 

dessas células apenas nos fígados dos animais do grupo exposto ao EGS 80 μg/μL.  

Grupo EGS 1: 10μg/μL 

Os fígados dos indivíduos que receberam injeção com essa concentração de extrato, 

mostraram leves alterações nas células e no tecido em geral. Os hepatócitos ao contrário do 

observado no grupo controle, estavam desorganizados, ou seja, sem a disposição original no 

órgão (sob a forma de cordões hepáticos) (Fig 1C). A morfologia dos hepatócitos não sofreu 

alterações após a exposição à essa concentração do extrato, porém pode-se observar que no 

citoplasma de algumas células já havia regiões com indícios de vacuolização (Fig 1C). Os 

núcleos dos hepatócitos permaneceram com a cromatina descondensada, significando que 

estavam ainda em atividade, inclusive com nucléolos evidentes (Fig 1C).  

Histoquímicamente pode-se observar que o glicogênio citoplasmático dos hepatócitos 

manteve a mesma distribuição daquela observada no grupo controle (Fig 1G) e, a quantificação 

desse polissacarídeo não se alterou em relação ao grupo controle (Gráfico 4). A presença e 

características morfológicas das células de Kupffer foram semelhantes ao observado no fígado 
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dos indivíduos do grupo controle, dados estes que se encontram resumidos na Figura 1C e 

quantificadas no Gráfico 5, mostrando que não ocorreram alterações na quantidade dessas 

células.  

Grupo EGS 2: 40μg/μL 

Ao analisar-se o tecido hepático dos animais expostos ao EGS na concentração de 

40μg/μL, pode-se notar que os cordões de hepatócitos se mantiveram preservados (Fig 1D), 

assim como no grupo controle e ao contrário daqueles dos animais expostos à 10μg/μL (Fig 

1C). Os hepatócitos de forma geral, mantiveram sua forma original, no entanto, o citoplasma 

destas células foi marcado com menor intensidade eosinofílica do que aqueles dos fígados dos 

animais do grupo controle (Fig. 1B). Ainda no citoplasma dos hepatócitos observou-se a 

presença de regiões que não foram marcadas pela eosina, o que poderia sugerir o início de um 

processo de esteatose (presença de gotículas lipídicas) (Fig. 1D). Os núcleos dos hepatócitos 

apresentaram alterações tanto na forma, que passou de arredondada para irregular quanto na 

condensação da cromatina, a qual foi bem mais evidente nestas células, caracterizando assim 

início de picnose e consequente diminuição da atividade nuclear (Fig 1D).  

Os dados histoquímicos mostraram que a marcação para o glicogênio (Fig 1H) foi 

semelhante àquela observada nos animais do grupo controle (Fig 1F), ou seja, quando se 

realizou a quantificação esta mostrou resultados semelhantes aos obtidos no grupo controle 

(Gráfico 4). As características morfológicas das células de Kupffer foram aqui também 

observadas (Fig. 1D) e constatou-se que não houve alterações, assim como não se observou 

mudança de valores nas quantificações quando comparadas ao grupo controle (Gráfico 5).  

 Grupo EGS 3: 80μg/μL 

A exposição das ratas à concentração de 80μg/μL do extrato provocou alterações no 

tecido hepático, no entanto não alterou a disposição das células na forma de cordões (Fig 1E), 

resultado que permaneceu semelhante ao observado nos grupos controle (Fig 1B) e EGS 

40μg/μL (Fig 1D) e, diferente do observado no grupo EGS 10 μg/μL (Fig 1C). Os hepatócitos 

mostraram aumento da vacuolização citoplasmática, evidenciando regiões que estariam 

abrigando gotículas lipídicas, as quais não puderam ser demonstradas pela especificidade da 

técnica histoquímica utilizada (Fig 1E). Esses dados corroboraram aqueles anteriormente 

observados nos indivíduos expostos à concentração de 40μg/μL de EGS (Fig. 1D).  

A técnica para detecção de glicogênio mostrou no citoplasma dos hepatócitos duas 

regiões distintas: uma negativa à marcação e outra onde a marcação foi fortemente positiva 
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(provavelmente aglomerados deste elemento) (Fig 1I). A análise quantitativa demonstrou que 

não houve alteração na quantidade marcada pelo PAS (Gráfico 4). Os núcleos dos hepatócitos 

apresentaram as mesmas alterações observadas no fígado dos animais do grupo exposto ao EGS 

40μg/μL (Fig 1 D), ou seja, irregulares e com aspecto picnótico (Fig 1E). A contagem das 

células de Kupffer revelou aumento destas quando se comparou o tecido hepático dos animais 

do grupo exposto ao EGS a 80μg/μL com aquele dos outros grupos aqui analisados (Gráfico 5).  
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Figura 1: A: Esquema do corpo de um rato mostrando a localização do fígado. 

B-E: Secções histológicas do fígado de ratas Wistar expostas ao tampão sódio fosfato 

(Controle) e ao EGS nas concentrações de 10, 40 e 80µg/µL, coradas pela hematoxilina e 

eosina.  

B: Grupo Controle;  

C: Grupo exposto ao EGS 10µg/µL;  

D: Grupo exposto ao EGS 40µg/µL;  

E: Grupo exposto ao EGS 80µg/µL.  

F-I: Secções histológicas do fígado de ratas Wistar expostas ao tampão sódio fosfato 

(Controle) e ao EGS nas concentrações de 10, 40, 80 e 500µg/µL. Reação pelo PAS  

 F: Grupo Controle;  

G: Grupo exposto ao EGS 10µg/µL;  

H: Grupo expostos ao EGS 40µg/µL;  

I: Grupo exposto ao EGS80µg/µL.  

v= vacuolização n= núcleo do hepatócito; K= célula de Kupffer. Barras: 20µm. 
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Gráfico 4. Quantificação da marcação do glicogênio após reação pelo PAS dos fígados 

dos animais dos grupos controle e dos EGS expostos às concentrações de 10, 40 e 80µg/µL, 

obtida por meio do software ImageJ.  
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Gráfico 5. Contagem das células de Kupffer por unidade de área do fígado das ratas do 

grupo controle e expostas ao EGS nas concentrações de 10, 40 e 80µg/µL. 
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DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como principal objetivo trazer à luz informações que pudessem 

mostrar quais seriam os efeitos tóxicos decorrentes da injeção intraperitoneal, em ratas Wistar, 

do extrato da glândula salivar de carrapatos R. sanguineus s. l.  obtido de fêmeas com dois dias 

de alimentação em coelhas hospedeiras. Essa proposta surgiu, uma vez que já é de 

conhecimento que bioativos presentes na saliva de algumas espécies de carrapatos poderiam 

ser utilizados com fins terapêuticos e mesmo antitumorais (DREWES et al., 2012; SOUZA et 

al., 2015).  

Nessa perspectiva, Abreu e colaboradores em 2014 desenvolveram um estudo no qual 

demonstraram que o extrato da glândula salivar de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l., 

com dois dias de alimentação, na concentração de 0,04µg/µL teria potencial para inibir o 

crescimento de tumor de Walker 256 implantado na pata de ratas Wistar. Outros estudos 

posteriores demonstraram também que a Amblyomin-X, proteína isolada do extrato de 

carrapatos Amblyomma cajennense, seria eficaz no combate de células de melanoma 

(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2016).  

No entanto, apesar de resultados animadores dentro desta temática terapêutica, para que 

a saliva do carrapato se torne uma alternativa segura para utilização, essa mistura de bioativos 

cuja potencialidade de cada um deles não foi ainda completamente elucidada necessita-se 

investigar mais profundamente, ou seja, necessita-se da realização de estudos que tenham como 

objetivo avaliar se, além do seu potencial terapêutico, esses bioativos (em decorrência de 

eventual efeito tóxico) provocariam danos nos indivíduos a eles expostos e, em caso de se 

constatar toxicidade, quais seriam os efeitos morfológicos (sobre células e tecidos) e 

fisiológicos nos animais a eles expostos.  

Desta forma, no presente estudo através da realização de testes de toxicidade aguda em 

ratas Wistar pode-se obter resultados interessantes, por meio da exposição das mesmas aos 

extratos nas concentrações de 10, 40 e 80 µg/µL dos extratos obtidos das glândulas salivares de 

fêmeas de R. sanguineus s. l., uma vez que os resultados de Abreu et al. (2014) já haviam 

indicado que em concentrações 1000 vezes menores esses extratos teriam potencial de regredir 

um tumor já instalado.  

Assim, os resultados aqui apresentados e que compreenderam as análises: clínica e 

histológica/histoquímica, mostraram que as ratas expostas a todas as concentrações do extrato 

(10, 40 e 80 µg/µL) por via intraperitoneal não apresentaram alterações de comportamento, um 
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dos fatores que poderia, segundo a literatura, indicar toxicidade sistêmica (WALLIG et al., 

2017). Os resultados mostraram também que não houve alterações macroscópicas nos órgãos 

dos animais, resultado confirmado logo após a eutanásia e retirada dos mesmos (OECD 420, 

2001), indicando que, independente da concentração utilizada o extrato não causaria toxicidade 

sistêmica nos indivíduos a ele expostos. No entanto, outros estudos que focaram a toxicidade 

do etil-carbamato em ratos Wistar, mostraram que o mesmo provocaria estresse nos indivíduos, 

o que alteraria o comportamento dos mesmos e alteraria macroscopicamente alguns órgãos, 

inclusive o fígado verificado quando da retirada dos mesmos ao final dos experimentos 

(PRADO-OCHOA, et al., 2014).  

No presente estudo quando realizou-se a avaliação dos parâmetros hematológicos, dados 

estes que forneceram informações importantes com respeito ao efeito direto do EGS no sistema 

imunológico dos animais expostos, ficou claro que houve um aumento significativo no número 

de neutrófilos, bem como uma diminuição da população de linfócitos, porém, apenas nos 

animais expostos ao EGS na concentração de 10 µg/µL (a menor aqui utilizada). Estudos que 

foram anteriormente realizados fazendo a exposição de células do sistema imune à saliva das 

espécies de carrapatos Ixodes dammini (RIBEIRO et al., 1990) e I. scapularis (GUO et al., 

2009) demonstraram que proteínas presentes nestas salivas teriam potencial inibidor da função 

dos neutrófilos, alterando a cinética da inflamação, muito provavelmente em decorrência do 

efeito imunomodulador dessas proteínas (CAMARGO-MATHIAS et al., 2011; KOTÁL et al., 

2015).  

Quando realizou-se aqui a avaliação do peso corporal das ratas ao longo do ensaio (14 

dias), verificou-se que apenas aquelas que receberam as injeções do extrato nas concentrações 

de 40 e 80 µg/µL deixaram de ganhar massa corpórea e, além disso, apresentaram diminuição 

no peso relativo dos fígados quando comparados aos grupos controle e ao exposto a 

concentração de 10 µg/µL. Estes resultados poderiam sinalizar a ocorrência de intoxicação nas 

ratas expostas às maiores concentrações, uma vez que sinais de toxicidade também podem ser 

definidos pela alteração na massa corporal e no peso relativo dos órgãos dos animais expostos 

(WALLIG et al., 2017). Em específico para a diminuição no peso relativo do fígado, os dados 

sugeriram que poderia haver uma correlação desta perda com o estabelecimento de um processo 

de necrose, corroborando dados que foram anteriormente obtidos em outros estudos que 

demonstraram que em fígados de ratos após exposição ao composto hepatotóxico 

dimetilnitrosamina, este apresentaria sérias injúrias (CHOI et al., 2016).  
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Assim, no presente trabalho e a partir da obtenção das informações anteriormente 

expostas com relação ao peso relativo do fígado (Gráfico 2), deu-se continuidade a investigação 

da toxicidade do extrato, porém agora, com o objetivo de se demonstrar como os bioativos nele 

presentes alterariam a histologia deste importante órgão detoxicador.  

Segundo a literatura pertinente sabe-se que o arranjo dos hepatócitos em cordões é o 

padrão de disposição celular encontrado no fígado dos vertebrados (ROSS, PAWLINA, 2014; 

JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2018). Essa disposição possibilita que no interior do órgão a 

circulação sanguínea siga rotas que permitam que suas funções na desintoxicação do organismo 

sejam realizadas com eficiência. Assim, sabe-se que qualquer alteração que fosse detectada 

nesse padrão de organização dos hepatócitos traria prejuízos não só para o órgão, mas para o 

organismo como todo (GUYTON, HALL, 2017). Os resultados que foram obtidos no presente 

estudo mostraram que houve uma desorganização no arranjo dos hepatócitos em cordões, 

apenas nos animais que foram expostos ao extrato na concentração de 10 µg/µL. Essa alteração 

poderia estar relacionada ao efeito Hormesis, ou seja, fenômeno que é caracterizado como efeito 

anômalo produzido por baixas doses de determinado composto, neste caso do EGS, e que já 

teria potencial para causar danos os quais não seriam observados quando se administrasse doses 

maiores da substancia (CALABRESE, 2007; MATTSON, 2008). 

Outra alteração morfohistológica observada foi a ocorrência de vacuolização 

citoplasmática nos hepatócitos dos animais expostos ao extrato em todas as concentrações (10, 

40 e 80 µg/µL). Essa vacuolização poderia estar representando, dentre outras possibilidades, a 

ausência de marcação de elementos os quais as técnicas aqui aplicadas não foram específicas 

para marcá-los, tais como os lipídios. Muitas das regiões que mostraram ausência de marcação 

poderia corresponder a regiões que estivesse abrigando gotículas de lipídio, uma vez que é 

sabido que organismos que estão passando por algum tipo de intoxicação poderiam apresentar 

uma esteatose, distúrbio caracterizado pelo acúmulo de gordura no fígado (RUBIN, 

GORSTEIN, 2006). Esses dados estariam corroborando aqueles obtidos por Abreu e 

colaboradores (2018) quando expuseram ratas Wistar ao mesmo extrato de glândulas salivares 

de carrapatos R. sanguineus s. l.  na concentração de 0,04μg/μL. Os autores constataram ao 

analisarem a histologia do fígado destes animais que houve um aumento no número de placas 

lipídicas intercordonais, porém, não foram identificadas maiores alterações morfológicas, 

sugerindo que, naquela concentração, o EGS poderia ser uma alternativa terapêutica. Ainda, 

Cunha et al. (2007) observaram alterações semelhantes na morfofisiologia de fígados de 
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camundongos expostos ao fipronil, potente acaricida químico sintético, também traduzidas na 

forma de aumento de gotículas lipídicas no órgão.  

Outros dados importantes para avaliação da toxicidade dos extratos aqui estudados foi a 

observação dos núcleos dos hepatócitos, os quais nas maiores concentrações do EGS (40 e 80 

µg/µL) apresentaram alterações na forma e marcação dos corantes. Quanto à forma os mesmos 

passaram de arredondados e ativos (cromatina descondensada) a irregulares e picnóticos 

(cromatina condensada), alterações estas que poderiam estar sinalizando que um processo de 

apoptose poderia estar se iniciando. Outros trabalhos como aqueles desenvolvidos por Roma et 

al. (2012) que expuseram camundongos Swiss à várias concentrações de permetrina mostraram 

que haveria uma degeneração dos núcleos dos hepatócitos, em função da toxicidade do 

composto, a qual foi evidenciada pela grande frequência de núcleos picnóticos.  

Ainda por meio das análises histológicas foi possível se observar a presença e 

comportamento morfológico das células de Kupffer, macrófagos típicos do fígado responsáveis 

pelo sistema de defesa do orgão, metabolização de hemácias, digestão de hemoglobina, 

produção de proteínas relacionadas ao processo imunológico e destruição de bactérias que 

eventualmente chegassem ao fígado através do sistema porta (KOLIOS, 2006). No presente 

estudo observou-se aumento na quantidade dessas células nos fígados das ratas que receberam 

o extrato na concentração de 80 µg/µL, resultado que poderia indicar que o extrato seria 

potencialmente tóxico e causaria danos no órgão, podendo-se inferir que estes provavelmente 

seriam estímulos para a ativação e recrutamento das células de defesa. Corroborando esses 

dados, outros semelhantes foram obtidos em estudos desenvolvidos por outros autores, quando 

em modelo experimental de sepse em camundongos expostos ao lipopolissacarídeo (LPS), uma 

endotoxina, causou o aumento do número de células de Kupffer no fígado desses animais 

(LEHNER, 2001). 

Finalmente, pode-se concluir que a exposição aguda das ratas aos extratos obtidos a partir 

de glândulas salivares de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l., nas concentrações de 10, 40 

e 80 µg/µL mostrou que a menor concentração (10 µg/µL) não causou toxicidade sistêmica, 

apenas alguns sinais de hepatotoxicidade. As maiores concentrações (40 e 80 µg/µL) causaram 

toxicidade sistêmica, comprovada pelo aumento do peso relativo do órgão, bem como pelas 

alterações morfohistológicas e histoquímicas (vacuolização citoplasmática, acúmulo de 

vesículas lipídicas e picnose nuclear) aqui observadas.  
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RESUMO 

O hepatocarcinoma (HCC) é uma doença com origem a partir de alterações estruturais nas 

células hepáticas que podem resultar em lesões pré-neoplásicas (LPN). Atualmente são poucos 

os tratamentos eficazes para este tipo de câncer. Os carrapatos têm a capacidade sintetizar 

potentes bioativos, nas glândulas salivares, que têm sido promissores no tratamento de algumas 

doenças. Em razão desse potencial, o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos 

do extrato das glândulas salivares (EGS) de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s.l. sobre o 

modelo experimental de LPN no fígado de ratos Wistar. O pesos dos ratos foi acompanhado 

durante o ensaio e não foram observadas alterações, mas o peso relativo do fígado teve um 

aumento significativo nos animais dos grupos LPN e LPN+EGS. As análises do sangue e 

plasma dos animais não indicaram alterações significativas (leucograma e análise colorimétrica 

de colesterol) e a análise morfológica, mostrou que os animais do grupo LPN tiveram o tecido 

hepático com maiores danos, como: desorganização dos cordões de hepatócitos, aumento de 

tecido conjuntivo, vacuolização nas células ao redor dos vasos, células em apoptose e aumento 

na quantidade de células de Kupffer. Os animais LPN+EGS tiveram essas alterações 

diminuídas, mas ainda presentes, além da redução na quantidade de células de Kupffer. Assim, 

pode-se concluir que ratos que passaram por processo de indução de LPN e que foram tratados 

com EGS, tiveram diminuição nos danos hepáticos.  

Palavras chaves: fígado, ratos, câncer, morfologia, hematoxilina e eosina, LPN. 
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INTRODUÇÃO  

O fígado nos mamíferos é o principal órgão envolvido nos processos de metabolização e 

neutralização de compostos, de regulação da homeostase sanguínea e de detoxicação do 

organismo, por meio das células hepáticas, (hepatócitos) as quais encontram-se dispostas no 

órgão formando lóbulos que são permeados por vasos sanguíneos e que facilitam as trocas de 

macromoléculas entre o sangue e as células (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Dessa forma, 

é no fígado que os agentes tóxicos, incluindo os carcinogênicos aos quais o organismo está 

exposto, são processados (HASCHEK; ROUSSEAUX; WALLIG, 2010). 

 O câncer hepático é uma doença que tem origem a partir de infecções persistentes, tais 

como as hepatites, que provocam alterações estruturais tanto no tecido quanto nas células. Essas 

alterações podem resultar em lesões pré-neoplásicas (LPN) e ainda estas podem evoluir para 

um hepatocarcinoma (HCC), ou seja, um tipo de tumor que é agressivo, e no Brasil é causador 

de aproximadamente 780 mil mortes/ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) além 

de ter baixa expectativa de cura. Na maioria dos casos ele é diagnosticado em estágio tardio 

isso porque os sintomas clínicos estão ausentes. Ressalta-se ainda que neste estágio da doença 

os tratamentos que ora estão disponíveis têm sido pouco eficazes (DÍAZ-GONZÁLEZ et al., 

2016; LOPEZ; VILLANUEVA; LLOVET, 2006). 

Assim, a busca por compostos que tenham propriedades terapêuticas, tem sido uma 

constante nas investigações que abrangem desde bioativos extraídos de plantas até aqueles 

produzidos por outros animais. Nessa perspectiva os carrapatos tem recebido atenção especial, 

visto terem esses ectoparasitas um complexo mecanismo de produção de potentes bioativos, 

sintetizados pelas células das suas glândulas salivares, como: esterases, prostaglandinas, 

glicoproteínas e lipoproteínas que, dependendo do estágio de alimentação em que o carrapato 

se encontre, atuarão facilitando a fixação e a alimentação dos mesmos nos hospedeiros, 

garantindo assim o seu sucesso biológico (BINNINGTON, 1978; BOWMAN; DILLWITH; 

SAUER, 1996; WALKER; FLETCHER; GILL, 1985b). Nos carrapatos a mistura desses 

bioativos irá compor a saliva final a qual será injetada no hospedeiro no momento da fixação 

do mesmo à sua pele, o que permitirá inclusive a liberação de anticoagulantes que irão permitir 

a alimentação. Além disso essa saliva terá papel na vasodilatação, angiogênese, aumento da 

fibrinólise, imunomodulação, inibição da agregação plaquetária (DREWES et al., 2012; 

HOVIUS; LEVI; FIKRIG, 2008b; SAUER; ESSENBERG; BOWMAN, 2000) e ainda dados 

recentes registaram a inibição da proliferação de células tumorais (ABREU et al., 2014b; 

CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2010; SOUZA et al., 2015). Esses últimos autores relataram 
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o efeito antitumoral dos bioativos presentes no extrato de glândulas salivares (EGS) de diversas 

espécies de carrapatos, incluindo Rhipicephalus sanguineus. Extratos obtidos destas últimas 

agiram sobre células tumorais Walker 256 implantadas no músculo da pata de ratas Wistar, e 

mostraram ter potencial de interromper a invasão tumoral sem, contudo, causar danos às células 

do tecido muscular (ABREU et al., 2014).  

Em razão do potencial, bem como da complexidade estrutural e funcional dos 

componentes bioativos da saliva desses ectoparasitas, ainda poucos estudos sob o ponto de vista 

terapêutico foram realizados, o que estimulou o desenvolvimento do presente trabalho que teve 

como objetivo analisar os efeitos do extrato obtido a partir das glândulas salivares de fêmeas 

de carrapatos R. sanguineus s.l., alimentadas por dois dias em coelhas hospedeiros, sobre lesões 

pré-neoplásicas no fígado de ratos Wistar machos, utilizando para tanto técnicas histológica 

(HE) e histoquímica (PAS), além de avaliações hematológicas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Animais 

Para a realização do presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com 3 a 4 

semanas de idade, obtidos do Biotério Central da UNESP de Botucatu, SP e que foram mantidos 

em sala no Biotério do Departamento de Biologia do IB da UNESP/Rio Claro, SP em caixas 

retangulares de propileno (30 X 20 X 13cm), forradas com cama de maravalha que foi trocada 

2 vezes por semana. As mesmas foram mantidas em condições controladas (22ºC ±2º, 50% de 

umidade, ventilação e fotoperíodo de 12 horas). Os animais foram alimentados com ração ad 

libidum e tiveram livre acesso ao bebedouro contendo água filtrada.  

Indução das Lesões Pré-Neoplásicas (LPN) 

Neste estudo, os animais que foram alocados no grupo LPN, tiveram indução de lesões 

pré-neoplásicas realizadas seguindo o protocolo do modelo do “hepatócito resistente” (HR) 

descrito por  Solt e Farber (1976), modificado por  Semple-Roberts et al. (1987) e adaptado 

para ratos Wistar por Moreno et al. (1991). 

As LPN deram-se pela administração intraperitoneal de dose única do agente iniciante 

dietilnitrosamina (DEN 20mg/100g de peso corpóreo/animal), o qual foi dissolvido em solução 

de NaCl a 0,9% e injetado no peritônio com seringa de 1mL acoplada a agulha 26G. Após 2 

semanas, foram administradas oralmente com auxílio de cânula para gavagem, doses únicas de 

2-acetilaminofluoreno (2-AAF, 2,5mg/100g de peso corpóreo), diluído em solução de 

dimetilsulfóxido (DMSO) e óleo de milho (OM), por 4 dias consecutivos. Sete e nove dias após 
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a última administração de 2-AAF os mesmos animais receberam também por via oral uma dose 

de 2-AAF (2mg/100g de peso corpóreo) também dissolvido em DMSO e OM. A cronologia do 

protocolo de indução e do posterior tratamento foi representado na Figura 1.  

Obtenção do Extrato da Glândula Salivar (EGS) de Rhipicephalus sanguineus s.l.. 

O extrato foi obtido a partir das glândulas salivares retiradas das fêmeas destes carrapatos 

as quais foram alimentadas por dois dias em coelhas hospedeiras. As glândulas foram na 

sequência maceradas em microtubos contendo tampão fosfato de sódio (1mL), pH 7.4 e, 

posteriormente, procedeu-se a centrifugação do material por 30 minutos a 10.000xg. O 

sobrenadante foi coletado em tubos estéreis e em fluxo laminar, o extrato obtido foi esterilizado 

com filtro de 0,22μm e armazenado em freezer -80°C até o momento da utilização. 

Foi realizada a quantificação das proteínas seguindo o protocolo de Bradford 

(BRADFORD, 1976) e fazendo uso de albumina bovina (BSA) como padrão. As leituras das 

absorbâncias foram realizadas em espectrofotômetro ThermoBioMate 3 (Madison, EUA) e a 

quantidade de proteína foi dada na unidade de μg/μL. 

O presente estudo foi aprovado pelo CEUA (Comitê de Ética em Uso Animal) da UNESP 

de Rio Claro, SP, protocolo nº 25/2015.  

Para a realização de todos os ensaios aqui descritos, os animais foram alocados em 

grupos, sendo 4 ratos/grupo de estudo como segue: 

Grupo Controle: Animais que não passaram pelo protocolo de indução das LPN e não 

receberam EGS; 

Grupo EGS: Receberam 8 injeções intraperitoneais do EGS 0,04μg/μL em dias 

alternados, durante 16 dias, sendo este um grupo comparativo para demonstrar os efeitos do 

tratamento com o EGS.  

Grupo LPN: Receberam DEN e 2-AAF, para indução da LPN 

Grupo LPN + EGS: Receberam DEN e 2-AAF, para indução da LPN e posteriormente 

cada rato recebeu 8 injeções intraperitoneal do EGS 0,04μg/μL, em dias alternados, durante 16 

dias. 
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Figura 2: Representação esquemática do protocolo experimental para indução das lesões 

pré-neoplásicas (LPN) durante as 7 semanas de exposição aos compostos: dietilnitrosamina 

(DEN) e 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) e ao tratamento com o extrato da glândula salivar 

(EGS). 

 Ao longo das 7 semanas de exposição aos compostos, os animais foram observados 

semanalmente para avaliação do peso corpóreo, utilizando balança eletrônica de precisão 

(Marte LC1 V3.0). Após encerrados os experimentos, os ratos foram anestesiados e 

posteriormente eutanasiados, para coleta do sangue da artéria aorta abdominal e dos órgãos 

(fígado, rins e baço). O procedimento de eutanásia foi supervisionado pela médica-veterinária 

Leticia Maria Graballos Ferraz Hebling CRMV-SP 5.412. A eutanásia foi realizada por meio 

da injeção dos anestésicos Quetamina/Xilasina (300mg/kg e 30mg/kg). Depois de retirados, os 

órgãos (fígado, rins e baço) foram pesados e seus pesos registrados. Fragmentos do fígado 

foram fixados para a rotina histológica. O sangue coletado da aorta abdominal seguiu para 

análise (leucograma e quantificação do colesterol). 

Análise hematológica 

Deu-se em analisador multiparamétrico de quantificação celular para hematologia, Pentra 

80 (ABX Diagnostics, Montpellier, France). A dosagem do colesterol deu-se a partir do soro 

obtido do sangue dos ratos após eutanásia, por meio do aparelho BIOPLUS (analisador 

multiparamétrico semi-automático de ensaios colorimétricos e enzimáticos para bioquímica) e 

dos “kits” BIOLAB (segundo instruções do fabricante). Ambas as análises foram realizadas nas 

dependências do Laboratório de Análises Clínicas, das Faculdades Integradas Einstein de 

Limeira-SP, sob responsabilidade técnica do biomédico Luís Fernando Sodelli (CRBM nº 

4.099). 

Análise histológica do fígado 

Foram realizadas no Laboratório de Histologia do Departamento de Biologia do IB da 

UNESP, campus de Rio Claro, SP. Para tanto, fragmentos de fígado (aproximadamente 3mm) 
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foram fixados em paraformaldeído 4% para histologia e em mistura aquosa de Bouin por 14 

dias para quantificação de polissacarídeos.  

Após a fixação procedeu-se a desidratação do material em concentrações crescentes de 

álcool (70%, 80%, 90% e 95%) com banhos de 60 minutos cada e posterior transferência para 

a resina de embebição onde permaneceu por 14 dias. Após, os fragmentos foram incluídos em 

historesina Leica e seccionados com 3 μm de espessura em micrótomo Leica RM 2145. As 

secções foram recolhidas em lâminas de vidro e submetidas à: a) coloração pela hematoxilina 

e eosina (HE), para detecção de estruturas ácidas e básicas, respectivamente e b) à reação pelo 

PAS (Ácido Periódico- Schiff, segundo McManus (1946), para detecção de polissacarídeos 

totais.  

Coloração pela hematoxilina e eosina (HE) 

As secções obtidas foram reidratadas por 1 minuto em água destilada, coradas pela 

hematoxilina por 7 minutos, e lavadas 5 minutos em água corrente. Na sequência, procedeu-se 

a coloração pela eosina (5 minutos) e posterior lavagem em água corrente. Após a secagem as 

lâminas foram montadas em bálsamo de Canadá para observação e fotodocumentação em 

microscópio de luz de campo claro Leica DM750.  

Para a quantificação das células de Kupffer, através do software LAS (Leica Application 

Suite), uma grade de teste de 100 pontos foi sobreposta às fotos das secções histológicas e 10 

campos/animal (ampliação de 400x) foram contados aleatoriamente.  

Técnica do PAS (Ácido Periódico- Schiff) (McMANUS, 1946) 

Esta técnica foi utilizada para detecção de polissacarídeos. As secções foram reidratadas 

por 1 minuto em água destilada para então serem transferidas para solução de ácido periódico 

4% por 10 minutos. Novamente foram lavadas em água destilada por 1 minuto e na sequência 

colocadas, por 1 hora, no reagente de Schiff. A seguir foram lavadas, por 15 minutos, em água 

corrente. Após a secagem foram montadas em bálsamo do Canadá para posterior quantificação 

(nos hepatócitos) da área total ocupada pelo polissacarídeo. Para a quantificação, duas 

secções/indivíduo tiveram cinco campos/secção fotografados, sempre distantes de grandes 

vasos, para que o maior número de hepatócitos estivesse visível. Afim de se quantificar a 

quantidade de área marcada de glicogênio, as fotos foram submetidas ao software ImageJ 

(National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) para obtenção dos valores da 

área marcada pela técnica de PAS após usar o mesmo limiar (Threshould) para cada imagem, 

de acordo com o protocolo descrito por Karami et al. (2016).  
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Análise estatística 

Todos os resultados dos gráficos foram apresentados como média ± erro padrão da média 

e submetidos estatisticamente a análise de variância com comparações múltiplas (ANOVA), 

seguido do teste de Tukey-Kramer (uma via) para os testes de peso corpóreo, análise do 

colesterol, das células de Kupffer e da quantificação do glicogênio, ou pelo teste Bonferroni 

(duas vidas) para a análise do peso relativo dos órgãos e para o leucograma, utilizando o 

programa GraphPad Prisma (GraphPad Prism Software Inc, 2007) para determinar a 

significância dos resultados. 

RESULTADOS  

Pesos corporal e relativo dos órgãos 

No presente estudo observou-se que os ratos no dia em que se deu início ao protocolo de 

indução das LPN, estavam com peso médio de aproximadamente 350g. Após 7 semanas, 

período esse que representou o final do protocolo de indução das lesões e do tratamento com o 

EGS, a média de peso foi de 430g.  

O resultado do peso corpóreo dos animais de todos os grupos foi tabulado e aos valores 

aplicou-se a fórmula de variação de peso, a qual mostrou, assim como pode ser observado no 

gráfico 1, que não houve alteração significativa dos pesos nos ratos de todos os grupos quando 

comparados entre si ou quando comparados aos do grupo controle.  

O peso relativo dos órgãos retirados no momento da eutanásia está representado no 

gráfico 2, ressaltando-se que a relação da porcentagem foi obtida dividindo-se o valor do peso 

do órgão do animal no momento da dissecção pelo valor do peso corpóreo do dia da eutanásia. 

Os resultados mostraram a ocorrência de aumento significativo do peso relativo apenas do 

fígado e ainda apenas naqueles animais que passaram pelo protocolo de LPN, ou seja, grupos 

LPN e LPN + EGS.  
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Gráfico 1: Porcentagem da variação do peso corpóreo dos ratos dos grupos Controle, 

EGS, LPN e LPN+EGS (n=4). 
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Gráfico 2: Porcentagem do peso relativo dos órgãos dos ratos dos grupos Controle, EGS, LPN 

e LPN+EGS (n=4). 

 

Análises clínicas 

As análises hematológicas, realizadas para quantificar as células do sistema imune: 

linfócitos, monócitos, neutrófilos, eosinófilos e basófilos, mostraram (gráfico 3) que não houve 

alterações significativas nas suas porcentagens quando os grupos foram comparados entre si ou 

entre os mesmos e o controle. A análise colorimétrica para quantificação de colesterol 
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apresentada no gráfico 4 também indicou que nem o extrato e nem as LPN causaram alterações 

nos índices de colesterol circulante. 
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Gráfico 3: Leucograma obtido a partir do sangue coletado dos ratos dos grupos Controle, EGS, 

LPN e LPN+EGS (n=4). 
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Gráfico 4: Quantificação colorimétrica de colesterol obtido a partir do soro do sangue coletado 

dos ratos dos grupos Controle, EGS, LPN e LPN+EGS (n=4). 
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Análises Histológica e Histoquímica do Fígado 

Grupo Controle 

Os resultados das análises histológica e histoquímica dos fígados dos animais do grupo 

controle, mostraram que esse órgão manteve a morfologia íntegra, conforme descrição de 

Junqueira e Carneiro (2017).  

Segundo esses autores, os hepatócitos apresentaram-se com forma cúbica e mono ou 

binucleados, dispostos em cordões distribuídos pelo tecido hepático. Em relação ao citoplasma 

destas células, o mesmo foi marcado pela eosina (Fig 1F), além de ter sido observada a presença 

de granulação de cor púrpura, que no caso, seriam depósitos de glicogênio, elemento típico do 

tecido hepático, evidenciados pela técnica de PAS. As lâminas cujo material foi marcado pelo 

PAS também foram utilizadas para se realizar a quantificação de polissacarídeo, a qual foi 

realizada por meio do software ImageJ, cujos resultados encontram-se no gráfico 5.  

As células de Kupffer, macrófagos típicos do fígado, foram observadas pela presença de 

núcleos alongados e fortemente eosinofílicos (Fig 1F). Estimou-se também qual seria o número 

dessas células no tecido, por meio da relação contagem de células/área via software LAS (Leica 

Application Suite). Os resultados estão mostrados no gráfico 6.  

Ainda no fígado dos animais do grupo controle pode-se observar que os vasos sanguíneos 

estavam com sua morfologia original preservada, com endotélio íntegro, presença de hemácias 

no interior do lúmen e tecido conjuntivo homogeneamente distribuído (Fig 1G).  

Grupo EGS 

Ao analisar-se a morfologia do fígado dos animais do grupo EGS, também obervou-se 

que o tecido manteve-se preservado, assim como o observado no grupo controle.  

Os cordões de hepatócitos se mantiveram íntegros e os hepatócitos mantiveram sua forma 

original (Fig 1I).  

Ao contrário do observado no grupo controle, os hepatócitos apresentaram citoplasma 

com regiões que não foram marcadas pela eosina, provavelmente ocupadas por vacúolos, 

principalmente naqueles hepatócitos dispostos ao redor dos vasos sanguíneos (Fig 1J).  

Os dados histoquímicos mostraram que a marcação para o glicogênio (Fig 1K) foi 

semelhante à do grupo controle. Os núcleos dos hepatócitos não apresentaram alterações 

significativas e os nucléolos ficaram bem evidentes, caracterizando assim a presença de início 

da atividade de transcrição (Fig 1I).  

Os dados da quantificação de células de Kupffer não se alteraram em relação aos do grupo 

controle (gráfico 6).  



RESULTADOS      57 
 

Também, ao contrário do observado no grupo controle, os vasos sanguíneos 

apresentaram-se com pequenas alterações, ou seja, com desorganização no endotélio e 

diminuição da presença de tecido conjuntivo ao seu redor (Fig 1J). 

Grupo LPN 

Nos fígados dos animais alocados nesse grupo de estudo foram observadas as maiores 

alterações morfológicas, ressaltando que este foi o grupo utilizado como comparação positiva.  

Assim, foi observado que os hepatócitos ao contrário do grupo controle, estavam 

dispostos desorganizadamente, ou seja, perderam a disposição original que era sob a forma de 

cordões hepáticos (Fig 1L). Em algumas regiões observou-se o aumento de tecido conjuntivo, 

o que poderia estar representando a instalação de LPN (Fig 1L).  

A morfologia dos hepatócitos foi alterada pois sofreram uma hipertrofia, além de terem 

apresentado regiões do citoplasma vacuolizadas, principalmente naquelas células localizadas 

mais próximas dos vasos (Fig 1M). Histoquimicamente pode-se observar nos hepatócitos que 

o glicogênio citoplasmático manteve a mesma distribuição daquela observada nos fígados do 

grupo controle (Fig 1N). A quantificação do glicogênio mostrou dados semelhantes àqueles 

obtidos no grupo controle (gráfico 5).  

As alterações morfológicas também atingiram os núcleos dos hepatócitos os quais 

apresentaram: tamanhos variados, marginalização da cromatina e picnose, sugerindo que 

células poderiam estar morrendo por processos de apoptose (Fig 1L).  

As células de Kupffer apresentaram os núcleos hipertróficos (Fig 1L), além das mesmas 

terem aumentado sua população quando comparadas com os grupos controle e EGS. Dados 

resumidos no gráfico 6.  

Os vasos sanguíneos presentes no tecido hepático desse grupo mostraram um endotélio 

desorganizado (Fig 1M)  

Grupo LPN + EGS 

Os ratos desse grupo também apresentaram alterações no seu tecido hepático, 

representadas pela desorganização na disposição dos hepatócitos (não mais na forma de 

cordões), além de células onde o limite não pode ser bem estabelecido devido aos danos sofridos 

(Fig 1O), dados esses semelhantes àqueles obtidos nos animais alocados no grupo LPN.  

Os hepatócitos de forma geral apresentaram citoplasmas menos vacuolizados (Fig. 1O) 

quando comparados aos indivíduos do grupo LPN. O glicogênio citoplasmático (Fig 1Q) não 

apresentou alteração na intensidade de marcação pelo PAS quando se comparou esses 

indivíduos com aqueles do grupo controle (gráfico 5).  
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Os núcleos dos hepatócitos (Fig 1O) apresentaram alterações semelhantes as observadas 

no grupo LPN. 

A contagem das células de Kupffer não revelou alteração e a quantificação se manteve 

semelhante à dos grupos controle e EGS (gráfico 6).  

Foi observado que o tecido conjuntivo ao redor dos vasos sanguíneos teve um 

espessamento, assim como observado no grupo LPN e o endotélio desses vasos apresentou-se 

ainda com alguma desorganização (Fig 1P).  
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Figura 1: A: Grupo controle: Esquema do corpo de um rato mostrando a localização do 

fígado. Representando o grupo controle (pelo próprio autor). 

B: Grupo EGS: Esquema do corpo de um rato mostrando a localização do fígado e exposição 

ao EGS através de injeção intraperitoneal. 

C: Grupo LPN: Esquema do corpo de um rato mostrando a localização do fígado e indução do 

protocolo das lesões pré-neoplásicas (LPN) por meio de injeções de DEN e 2-AAF 

D: Grupo LPN + EGS: Esquema do corpo de um rato mostrando a localização do fígado e 

indução do protocolo da LPN por meio de injeções de DEN e 2-AAF e em seguida recebendo 

o EGS através de injeção intraperitoneal.  

E: Foto de um fígado de rato Wistar: (Fonte: Coleção pessoal) 

F-G: Secções histológicas do fígado de ratos expostos ao tampão sódio fosfato (Controle), 

coradas pela HE;  

H: Secções do fígado de ratos expostos ao tampão sódio fosfato (Controle), submetidas a 

Técnica do PAS (Ácido Periódico- Schiff); 

I-J: Secções do fígado de ratos expostos ao extrato da glândula salivar de carrapatos (EGS), 

coradas pela HE; 

K: Secções do fígado de ratos expostos ao EGS, submetidas a Técnica do PAS (Ácido 

Periódico- Schiff); 

L-M: Secções do fígado de ratos expostos ao protocolo das LPN, coradas pela HE 

N: Secções do fígado de ratos expostos ao protocolo das LPN, submetidas a Técnica do PAS 

(Ácido Periódico- Schiff); 

O-P: Secções do fígado de ratos expostos ao protocolo das LPN e tratados com EGS, coradas 

pela HE 

Q: Secções do fígado de ratos expostos ao protocolo das LPN e tratados com EGS, 

submetidas a Técnica do PAS (Ácido Periódico- Schiff); 

Círculo pontilhado branco: vasos sanguíneos; círculo contínuo preto: hepatócitos marcados 

pelo PAS; v= vacuolização; n= núcleo do hepatócito; K= célula de Kupffer; LPN: lesão pré-

neoplásica. Barras: 20µm. 
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Gráfico 5. Quantificação da marcação do glicogênio após reação pelo PAS dos fígados 

dos animais dos grupos Controle, EGS, LPN e LPN+EGS (n=4), obtida por meio do software 

ImageJ.  
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Gráfico 6. Contagem das células de Kupffer por unidade de área do fígado dos ratos dos 

grupos Controle, EGS, LPN e LPN+EGS (n=4). 

 

DISCUSSÃO  

A busca por novos tratamentos e estratégias para o combate ao câncer tem sido cada vez 

maior, por ser esta uma das doenças que mais acomete a população em geral e que tem 
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disponível tratamentos que ainda apresentam efeitos colaterais agressivos e muitas vezes pouco 

eficazes (IKEDA et al., 2018; MAUER et al., 2015; PESAPANE et al., 2017).  

O hepatocarcinoma (HCC) é um tipo de câncer que compromete o fígado trazendo ao seu 

portador sérias complicações. Além disso, as chances de cura são ainda pequenas, 

principalmente devido a rápida progressão da doença e a difícil detecção da mesma, visto 

poucos serem os sintomas que poderiam detectá-la precocemente (TSUCHIYA et al., 2015). 

Dentro desta temática, as denominadas lesões pré-neoplásicas (LPN) tem servido 

atualmente como excelentes modelos para estudos que abordem o desenvolvimento do HCC 

(CARRASCO-TORRES et al., 2017). De forma geral, estudos com este tipo de câncer tem 

utilizado modelos experimentais de carcinogênese hepática (DE MINICIS et al., 2013) com 

produtos químicos indutores tais como: dietilnotrosamina (DEN), carcinogênico indireto que é 

ativado principalmente pelo citocromo P450 (CYP 2E1) ao mesmo tempo que é um agente 

genotóxico (ITO et al., 2000) e o 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) um carcinogênico que quando 

administrado após a aplicação do DEN inibe a proliferação da maior parte dos hepatócitos 

normais através do bloqueio na atividade da DNA polimerase, promovendo assim a proliferação 

dos hepatócitos modificados (GROOS et al., 2007; WILLIAMS et al., 1998). 

A pesquisa de novos tratamentos que sejam eficientes e menos agressivos aos portadores 

da doença tem se intensificado e se baseiam com frequência nos bioativos com potencial 

anticarcinogênico produzidos no reino vegetal, ou seja, por plantas, ou por parte delas que, 

eventualmente apresentem características medicinais. Afora os bioativos de origem vegetal, 

também tem-se direcionado foco para aqueles bioativos produzidos por animais. Um exemplo 

seriam os estudos de Abreu et al. (2014) que utilizaram o extrato da glândula salivar de 

carrapatos do cão, espécie Rhipicephalus sanguineus s.l., e verificaram ser esse capaz de inibir 

a proliferação de tumor de Walker 256 em pata de ratas Wistar. Dessa forma os estudos com 

esses ectoparasitas e que abordem essa temática, os têm colocado num status diferente do de 

organismos praga, visto agora também serem considerados reservatórios de potentes bioativos 

com as mais diversas funções, ressaltando-se, no entanto, que pouquíssimas delas são 

conhecidas (HOVIUS; LEVI; FIKRIG, 2008b). 

Sob essa perspectiva, já é sabido que os bioativos produzidos nas glândulas salivares de 

carrapatos depois de misturados irão compor a saliva final destes ectoparasitas. Já foram nela 

reconhecidas: esterases, prostaglandinas, glicoproteínas e lipoproteínas que, além de atuarem 

nos hospedeiros por ocasião da sua alimentação (BINNINGTON, 1978; BOWMAN; 

DILLWITH; SAUER, 1996; WALKER; FLETCHER; GILL, 1985b), atuariam também, 

devido as suas propriedades terapêuticas, caso do Amblyomin-X obtido da saliva bruta do 
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carrapato Amblyomma cajennense, na letalidade de células de melanoma, adenocarcinoma 

pancreático e de adenocarcinoma renal (AKAGI et al., 2012; SIMONS et al., 2011b). 

 Pesquisadores do grupo BCSTM (Brazilian Central of Studies on Ticks Morphology), 

vem desenvolvendo pesquisas que fazem testes com bioativos produzidos pelo carrapato do cão 

e, em um estudo que se encontra no prelo, após a realização do ensaio prévio de toxicidade do 

EGS obtido de fêmeas dessa espécie, deu-se início a investigação do papel terapêutico do EGS 

em LPNs instaladas no fígado de ratos Wistar, objetivo principal do presente trabalho.  

O desenvolvimento deste estudo trouxe a luz informações que mostraram que nos ratos, 

as LPN afetaram principalmente o seu fígado, resultado este já de certa forma esperado, visto 

ser o fígado o órgão detoxicador nos animais. Foi observado que houve não só o aumento do 

peso relativo do órgão, mas também alteração na organização estrutural do tecido, o que foi 

aqui demonstrado por meio dos resultados da aplicação de técnicas histológica e histoquímica. 

Ficou aqui demonstrado também que o EGS quando aplicado nos animais LPN positivos teve 

potencial de reduzir a quantidade de regiões do fígado que apresentavam lesões.  

Foi aqui também demonstrado que o peso corporal dos animais não sofreu alteração 

durante os bioensaios, o que indicou que nem a exposição ao protocolo de LPN, nem a 

exposição ao EGS provocaram toxicidade sistêmica, corroborando dados de Abreu et al. (2018) 

que ao administrarem o EGS de carrapatos R. sanguineus s. l., na concentração de 0,04 µg/μL, 

em ratas Wistar não observaram alterações no peso das mesmas, indicando que nessa 

concentração , o extrato não interferiu no metabolismo do indivíduo. Por outro lado, foi 

observado que o peso relativo do fígado aumentou significativamente nos animais dos grupos 

LPN e LPN+ EGS, muito provavelmente decorrente da instalação das lesões, uma vez que estas 

causam edema no tecido por meio da retenção de líquido intersticial, o que pode provocar um 

aumento do peso do órgão. Esses resultados corroboraram aqueles de Huang et al. (2008) os 

quais desenvolveram experimentos em ratos fazendo uso do protocolo de indução de HCC, bem 

como de lesões de cirrose e observaram um aumento do peso relativo do fígado que, segundo 

os autores, foi decorrente do aumento da retenção de líquidos (edemaciação). Contrariamente 

diferiram daqueles obtidos por Choi et al. (2016), que ao realizarem a exposição de ratos ao 

carcinógeno DEN verificaram que o químico levaria o órgão a entrar em necrose, matando as 

células e, desta forma diminuindo o peso relativo do órgão.  

No presente estudo também foi realizada a análise hematológica e, os dados mostraram 

que não ocorreram processos inflamatórios, uma vez que as células da linhagem branca não 

tiveram seus índices de referência alterados nem após a indução das LPN e nem após a 

exposição ao extrato. Este parâmetro foi avaliado para confirmar a presença das lesões, visto 
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que estudos em humanos conduzidos por Liao et al. (2016), mostraram que um aumento na 

quantidade de leucócitos poderia estar relacionado a progressão de um hepatocarcinoma, por 

exemplo.  

A análise hematológica, permitiu também quantificar os níveis de colesterol no plasma 

sanguíneo dos ratos de todos os grupos. Os dados obtidos mostraram que não houve alterações 

nos níveis nem dos animais com as LPN nem nos expostos ao EGS. A importância em se 

realizar essa análise residiu no fato de que o nível de colesterol tem sido considerado um 

marcador das atividades metabólicas normais do fígado. Segundo  Che et al., (2019), a atividade 

biosintética do colesterol ocorrendo em níveis normais seria um indicador importante para o 

prognóstico negativo do câncer de fígado.  

Também a aplicação das técnicas histológica e histoquímica no fígado dos animais 

representaram o uso de ferramentas importantes que mostraram como o tecido hepático se 

comportaria quando exposto às diferentes substâncias aqui testadas. Foram, por meio dessa 

ferramenta, identificadas poucas alterações morfológicas nos fígados dos animais do grupo 

exposto ao EGS sendo as mais frequentes representadas por: a) vacuolização citoplasmática 

nos hepatócitos e b) variação da densidade de tecido conjuntivo ao redor dos vasos sanguíneos. 

O grupo de animais que passou pelo protocolo de indução das LPN foi o que apresentou o 

tecido hepático com as maiores alterações, a saber com: a) desorganização dos cordões 

hepáticos, b) aumento da quantidade de tecido conjuntivo por todo o tecido, c) presença de 

hepatócitos hipertrofiados e com citoplasma vacuolizado e d) presença de hepatócitos com 

núcleos apoptóticos. Já o grupo que foi exposto ao protocolo de indução das LPN e depois com 

exposição ao EGS, apresentou diminuição da extensão dos danos no tecido, porém, mesmo 

assim ainda pode ser observado: a) hepatócitos que não mantiveram-se organizados em cordões, 

b) hepatócitos com alguma vacuolização citoplasmática, c) menor frequência de hepatócitos 

apresentando núcleos picnóticos e d) menor presença de tecido conjuntivo nas regiões próximas 

aos vasos. Com relação ao tecido conjuntivo, deve-se ressaltar que houve um aumento de suas 

fibras no fígado dos ratos LPN, aumento esse que muito provavelmente tenha sido em 

decorrência das lesões. Sabe-se que o preenchimento de locais que sofreram qualquer tipo de 

injúria nos tecidos animais, acontece por meio da proliferação do tecido conjuntivo o que 

poderia provocar uma desorganização estrutural no tecido como um todo, provocando alteração 

na disposição dos hepatócitos em cordões, e dessa forma alterando o trajeto da circulação 

sanguínea no interior do órgão, o que com certeza afetaria sua eficiência. Os dados aqui obtidos 

corroboraram aqueles de Furtado et al. (2009) que registraram que no fígado de animais 
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expostos ao DEN e ao 2-AAF o tecido hepático sofreria não só um aumento na síntese de fibras 

reticulares, mas também um espessamento das mesmas.  

Outra alteração morfológica observada nos fígados dos animais dos grupos LPN e LPN+ 

EGS foi a frequência de hepatócitos em apoptose evidenciada por alterações nucleares como: 

a) marginalização da cromatina e b) picnose e hipercromia do núcleo. Isso provavelmente 

deveu-se a instalação das lesões, as quais segundo Mazzantini et al., (2008) estariam 

diretamente envolvidas com a ocorrência de apoptose dos hepatócitos. Além disso esses 

mesmos autores postularam que essas alterações poderiam influenciar na progressão do câncer 

hepático.  

Especificamente nas regiões com prevalência de hepatócitos que apresentaram-se 

hipertróficos e com citoplasma vacuolizado, ou seja, aqueles geralmente localizados mais 

próximos aos vasos sanguíneos ou mesmo próximos a tríade portal, identificou-se maior 

presença de células de Kupffer, ou seja de macrófagos típicos do tecido hepático. Esses dados 

sinalizaram que os danos provocados pelas LPN abrangeram o aumento da síntese de fibras 

reticulares do tecido conjuntivo hepático, e ainda estimulariam o recrutamento de outras células 

de Kupffer para o tecido, as quais aumentariam a eficiência do sistema de defesa do órgão. 

Assim, de forma geral os dados obtidos com o desenvolvimento do presente estudo 

demonstraram que ratos que passaram por processo de indução de LPN e que foram 

posteriormente expostos ao EGS obtido a partir de glândulas salivares de carrapatos do cão R. 

sanguineus s. l., tiveram diminuídos os danos hepáticos, demonstrando que estes foram 

decorrentes da instalação das LPN e que o extrato além de não ter provocado toxicidade nos 

animais foi potencialmente inibidor do desenvolvimento de um HCC, informações estas que 

serão úteis em novos estudos fornecendo subsídios para se encontrar alternativas que possam 

controlar o desenvolvimento de HCC.  
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RESUMO 

Os carrapatos têm sido alvo de estudos, principalmente no que concerne ao seu controle, visto 

estes ectoparasitas espoliarem seus hospedeiros, bem como transmitir a estes diversos 

patógenos. Atualmente as estratégias de controle envolvem a utilização de acaricidas químicos 

que deixam no ambiente resíduos tóxicos. Por isso, a busca por acaricidas que tenham ativos 

naturais como bases, exemplo do timol e do carvacrol, tem sido uma perspectiva de estratégia 

menos danosa tanto aos organismos alvos como ao meio ambiente. Essa busca por novos 

acaricidas, requer também a realização de testes de eficiência, os quais na maioria das vezes 

são realizados fazendo uso de animais vivos (tanto os carrapatos quanto os animais que simulam 

em laboratório os seus hospedeiros). Assim a utilização de células em culturas (in vitro), 

derivadas dos próprios carrapatos, é uma alternativa que substitui os hospedeiros e que fornece 

informações com excelentes níveis de precisão. Diante disso o presente trabalho teve como 

objetivo realizar um estudo comparativo da ação dos acaricidas timol e carvacrol sobre células 

RML-15, em cultura, oriundas de carrapatos do cão (Rhipicephalus sanguineus) como uma 

perspectiva futura de controle dos mesmos. Os resultados mostraram que a exposição das 

células ao timol não alterou a viabilidade das mesmas em nenhuma das concentrações aqui 

testadas. Já o carvacrol na concentração de 0,3 µL/mL matou mais de 70% das células e a de 

0,06µL/mL matou 23% destas. A análise morfológica das células revelou que as expostas as 

menores concentrações de timol apresentaram-se com morfologia íntegra, estando algumas 

delas em divisão. As expostas as maiores concentrações do timol (0,014mg/mL e 0,07mg/mL) 
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apresentaram alterações como: vacuolização citoplasmática, picnose e fragmentação nuclear. 

Segundo os resultados obtidos o acaricida carvacrol foi, mais do que o timol, o composto que 

causou as maiores alterações morfológicas, incluindo: perda dos limites celulares, picnose e 

fragmentação nuclear observadas já nas menores concentrações. Na maior concentração (0,3 

µL/mL) aqui testada já não foi possível observar células íntegras e sim apenas fragmentos 

destas. Foi aqui também observado que o carvacrol a 0,012uL/mL causou a morte das células 

RML-15 por apoptose, sendo, portanto, este o que provocou os maiores efeitos citotóxico sobre 

essa linhagem celular quando comparado ao timol.  

Palavras-chave: cultura celular, controle, viabilidade, análise morfológica. 

INTRODUÇÃO 

Os estudos com carrapatos, de forma geral, têm crescido nas últimas décadas, visto estes 

ectoparasitas serem hoje considerados de extrema importância médico-veterinária, uma vez que 

provocam lesões no hospedeiro, seja no processo de repasto sanguíneo, seja pela transmissão 

de agentes patogênicos. Estes artrópodos tem a hematofagia como seu hábito alimentar o que 

facilita a transmissão de microorganismos que provocam várias doenças como a febre maculosa 

(Rickettsia rickettsii), erliquiose (Ehrlichia canis) e babesiose (Babesia canis) tanto no homem 

quanto nos animais domésticos e silvestres (DANTAS-TORRES, 2010; KAUFMAN, 1990; 

SONESHINE; ROE, 2014). 

Devido a espoliação que causam nos seus hospedeiros, a procura por métodos de controle 

que sejam eficientes tem se tornado prioridade. Aquele que é atualmente mais utilizado tem 

bases químicas de natureza sintética (CHAGAS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016) e ainda 

como agravante há o fato dos mesmos serem utilizados de forma indiscriminada o que além de 

provocar danos colaterais não só para o seu hospedeiro como para o ambiente, ainda pode 

selecionar populações resistentes de carrapatos, comprometendo a eficiência dos acaricidas 

(OLIVEIRA; BECHARA; CAMARGO-MATHIAS, 2008) e deixando resíduos tóxicos no 

solo, nos cursos d’água, na flora e no próprio homem (ALVES et al., 2019; MAUND et al., 

2011; PRUETT, 1999; ROMA et al., 2009) 

Nesse cenário, a busca por novos produtos acaricidas que sejam mais baratos, e que 

apresentem menor toxicidade e impacto tanto ao meio ambiente quanto aos organismos não 

alvos, tem sido intensificada. Dentre elas, pode ser citada a utilização de compostos de origem 

natural, como os extratos e óleos essenciais extraídos de plantas reconhecidamente 

sintetizadoras de bioativos com potencial para controlar carrapatos (CASTRO et al., 2014; 
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DENARDI et al., 2010; REMEDIO; NUNES; CAMARGO-MATHIAS, 2015; VENDRAMINI 

et al., 2012). Dentre eles está o carvacrol (C10H14O), um monoterpeno aromático oxigenado, 

volátil, sintetizado a partir do y-terpineno e do p-cimeno (CACCIATORE et al., 2015). É 

encontrado em uma grande variedade de plantas das famílias Lamiaceae e Verbaneceae (DE 

OLIVEIRA-CRUZ et al., 2013; KOC et al., 2013; LAGE et al., 2013), e apresenta reconhecida 

ação acaricida. Assim como o carvacrol, o timol, também conhecido como ácido timíco; 

isopropilmetacresol (= 5 metil – 2 isopropil – 1- fenol) é um monoterpeno volátil presente em 

óleos essenciais de plantas das famílias Apiacea, Lamiacea e Verbenaceae, que tem atividade 

acaricida quando aplicado em diferentes espécies e estágios de vida de diversas espécies de 

carrapatos (LIMA DE SOUZA et al., 2019; MATOS et al., 2014). 

Estudar a ação de acaricidas requer a inclusão de vertebrados vivos nos bioensaios a 

serem desenvolvidos. Nessa direção fazer uso do sistema de cultura in vitro, no caso linhagens 

celulares derivadas de carrapatos, têm sido uma alternativa que permite substituir os 

hospedeiros. Além disso quando se trata de estudos com patógenos e vetores, incluindo biologia 

básica de parasitas, essa estratégia traz resultados muito mais rápidos e muitas vezes mais 

precisos (BELL-SAKYI et al., 2007). Assim a performance de ensaios in vitro para o 

escaneamento de substâncias acaricidas em linhagens celulares de carrapatos, tem se sobreposto 

aos tradicionais ensaios que fazem uso de animais vivos, tanto carrapatos quanto hospedeiros 

(coelhos, por exemplo) (COSSIO-BAYUGAR; WAGNER; HOLMAN, 2002; GUZZIE, 1994). 

Frente ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo comparativo 

da ação dos acaricidas timol e carvacrol em cultura de células RML-15 obtidas de carrapatos 

Rhipicephalus sanguineus para que essas informações futuramente possam ser utilizadas no 

desenvolvimento de novos acaricidas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Linhagem de células de carrapatos: RML-15 (Rocky Mountain Lab) 

A linhagem RML-15, derivada de embriões de carrapatos da espécie R. sanguineus foi 

inicialmente desenvolvida por Yunker et al., (1981) no laboratório Rocky Mountain em 

Hamilton, Montana, EUA. A mesma foi originalmente depositada no Biobanco de Células de 

Carrapatos na Universidade de Liverpool, Reino Unido, porém, a mesma foi caracterizada 

como sendo derivada de embriões de carrapatos da espécie Dermacentor variabilis (YUNKER; 

CORY; MEIBOS, 1981), equívoco que foi sanado com o sequenciamento de um fragmento do 
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gene 16R rRNA (BLACK IV; PIESMANT, 1994) cujos resultados revelaram ser esta linhagem 

de fato, derivada da espécie R. sanguineus.  

Manutenção da linhagem RML-15 

As células desta linhagem foram gentilmente decidas pelo Banco de células de carrapatos, 

da Universidade de Liverpool que tem como coordenadora a Dra. Lesley Bell-Sakyi. As células 

RML-15 foram mantidas em incubadoras com atmosfera controlada, em frascos selados ou 

tubos de lado plano (Nunc, produto n.º 156758). O meio de cultura utilizado foi o L-15/MEM 

(Meio de cultura L-15 (Leibovitz) - 35mL, meio de cultura MEM (Minimal Essential Medium) 

com - 35mL, Tryptose phosphate broth (TPB) - 10mL, L-Glutamina 200mM - 1mL e Penicilina 

(10,000unidades)/ Streptomicina (10,000µg) - 1mL) com 20% de Soro Fetal Bovino adquiridos 

da empresa Sigma. As trocas do meio de cultura foram realizadas uma vez por semana, 

removendo-se cerca de 50% a 80% do volume do meio consumido e substituindo-o por um 

meio novo e preparado no dia. Ressalte-se que as células de carrapatos podem sobreviver por 

períodos de até 3 semanas sem que haja necessidade de manutenção, e por vários meses sem 

repique celular.  

Protocolo de exposição da linhagem celular RML-15 ao timol e ao carvacrol. 

As células da linhagem RML-15 foram cultivadas em 11 tubos de lado plano utilizados 

para exposição ao timol:  

T1: Timol na concentração de 0,07 mg/mL;  

T2: Timol a 0,014 mg/mL; 

T3: Timol a 0,0028 mg/mL;  

T4: Timol a 0,00056 mg/mL;  

TC: Controle do timol (etanol a 1,3% usado para solubilizar a maior concentração de 

timol aqui testada- 0,07mg/mL);  e ao carvacrol 

C1: Carvacrol na concentração de 0,3 µL/mL; 

C2: Carvacrol a 0,06 µL/mL;  

C3: Carvacrol a 0,012 µL/mL;  

C4: Carvacrol a 0,0025 µL/mL;  

C5: Carvacrol a 0,0005 µL/mL; 

CC: Controle do carvacrol (etanol a 2,2% usado para solubilizar a maior concentração de 

carvacrol aqui testada- 0,3 µL/mL). 

Análise da viabilidade celular e da confluência das células  
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Após decorridas 24, 48 e 72 horas das exposições ao timol e ao carvacrol, realizou-se a 

contagem do número de células viáveis as quais foram evidenciadas pela técnica do azul de 

Trypan. A contagem foi manual fazendo uso de câmara de Neubauer e diretamente nos tubos. 

As imagens foram obtidas em microscópio invertido (Axiovert 25; Carl Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha) para observação da confluência das mesmas. 

Análise morfológica das células RML-15 

Também, após decorridos os três tempos de exposição (24, 48 e 72h) a ambos os 

compostos, realizou-se esfregaços das células em lâminas de vidro, os quais foram corados com 

Giemsa para serem posteriormente fotodocumentados em microscópio Axio Imager 2, Carl 

Zeiss, Jena, Alemanha.  

Quantificação da ocorrência de células apoptóticas  

Após exposição das células a ambos os compostos, as células foram destacadas dos tubos 

e centrifugadas para retirada do meio de cultura. Após, realizou-se a ressuspensão e o número 

total de células (células/mL) foi obtido por meio do analisador de células MUSE (MERK 

Millipore Corporation, USA). Na sequência, foi realizada a diluição das células com tampão de 

ensaio proveniente do kit MUSETM Caspase-3/7 para adequação da quantidade necessária 

estipulada pelo kit (de 1 a 5x106 células/mL) e aplicou-se o protocolo de marcação celular via 

kit MUSETM Caspase-3/7 (Merk Millipore Corporation, USA). A porcentagem de células 

marcadas com caspase- 3/7 (apoptóticas) ou com o corante 7-AAD (necróticas) foi determinada 

por meio de software próprio do equipamento, cujos resultados, expressos em histogramas, 

mostraram o número de eventos em função da fluorescência correspondente a cada marcador. 

A informação sobre a presença de caspase-3/7 ativa na célula foi revelada pelo aumento da 

fluorescência. O marcador de células mortas (7-AAD) foi indicador da alteração na integridade 

estrutural da membrana celular.  

RESULTADOS  

Os dados que estão sendo aqui apresentados são oriundos de uma parceria internacional 

e foram obtidos a partir da aplicação do protocolo de identificação de alterações nas células da 

linhagem RML-15 em cultura, expostas ao timol e ao carvacrol, substâncias com potencial 

acaricida, voláteis e lipossolúveis.  

Viabilidade das células expostas ao timol e ao carvacrol 
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Para a realização do ensaio de viabilidade, fez-se uso do corante vital azul de Trypan, que 

evidencia as células sem, no entanto, danificá-las, resultado mostrado no Gráfico 1, onde 

observa-se que a exposição das mesmas ao timol não provocou aumento de mortalidade em 

nenhuma das concentrações do acaricida.  

A figura 2 traz os resultados da viabilidade destas células quando expostas ao carvacrol. 

Observou-se que no grupo controle (CC) houve 35% de células mortas no período de 24 horas, 

18% em 48 e 19% em 72 horas. Na exposição a maior concentração, ou seja, a de 0,3 µL/mL 

(C1), depois de decorridas 24 horas observou-se que houve uma média de 77% de células 

mortas, porcentagem muito maior do que a observada no grupo controle (35%). Depois de 

decorridas 48 horas todas as células morreram.  

Quando fez-se a exposição das células a concentração de 0,06µL/mL de carvacrol (C2) e 

após decorridas 24 horas da exposição houve uma média de morte de 23,5%, próximo ao 

observado no grupo controle após 48 horas (32%) e, após 72 horas a mortalidade foi de 58%, 

maior ainda que o controle neste mesmo tempo (72%).  

Na concentração de 0,012µL/mL (C3) de carvacrol, a porcentagem média de células 

mortas foi de: 20,5% em 24, 27,3% em 48 e 32% em 72 horas. 

 Na exposição a menor concentração de carvacrol aqui testada (0,0024 µL/mL) (C4) 

houve uma média de 9% de células mortas em 24 horas, 28% em 48 horas e 21% em 72 horas.  

Análise morfológica das células RML-15 expostas ao timol  

Para o estudo da morfologia das células RML-15 depois de expostas aos potenciais 

acaricidas timol e carvacrol nas concentrações aqui propostas (Figs. 3 e 4), foram analisadas 

lâminas contendo esfregaços celulares. Os grupos: controle timol (etanol a 1,36%) e controle 

carvacrol (etanol 2,2%) serviram de compararação com aquelas expostas a ambos os acaricidas, 

visto não haver disponível na literatura trabalhos trazendo a descrição morfológica de células 

da linhagem RML-15. Ressalte-se que, pelos resultados obtidos, o etanol não interferiu no 

processo de divisão celular.  

As células alocadas no grupo controle (etanol 1,36%), apresentaram diferentes tamanhos, 

com limites celulares bem definidos, presença de vacuolização citoplasmática, que nesse caso 

é uma característica comum de ser encontrada em células de carrapatos e, ainda células mono 

ou binucleadas. Foram também observadas células que se encontravam em divisão (Figura 3B-

C).  
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Nestas células expostas ao timol a 0,0005mg/mL, observou-se que após 24 horas (Figura 

3D) não houve alterações morfológicas, no entanto, decorridas 48 horas (Figura 3E) as mesmas 

apresentaram citoplasma com extensa vacuolização, além da presença de núcleos picnóticos. 

Nesta mesma concentração de timol e no tempo de 72 horas (Grupo 3F) observou-se que as 

células estavam entrando em divisão.  

Na concentração de 0,0028mg/mL de timol e decorridas 24 horas (Figura 3G) não 

detectou-se alterações nem citoplasmática nem nuclear nestas células, no entanto, após 48 horas 

(Figura 3H) houve aumento da extensão da vacuolização citoplasmática. Pode-se também aqui 

observar presença de células com núcleos com cromatina condensada. No tempo de 72 horas 

(Figura 3I) as alterações foram semelhantes aquelas das células expostas ao timol a 

0,0005mg/mL (Figura 3F) inclusive com divisão celular. 

Os resultados da exposição das células ao timol a 0,014mg/mL, mostrou que no período 

de 24 horas as mesmas não sofreram alteração morfológica. Após 48 horas ainda pode-se 

observar a ocorrência de divisão celular (Figura 3K). Depois de 72 horas as divisões celulares 

cessaram e passou a ser frequente a presença de células em processo de morte (Figura 3L).  

Na exposição a maior concentração de timol (0,07mg/mL) após decorridas 24 horas 

observou-se células (Figura 3M) com núcleos alterados, inclusive com perda da sua forma 

arredondada original e com início de fragmentação (processo de morte). Após 72 horas (Figura 

5O) a frequência de células apoptóticas aumentou.  

Análise morfológica das células RML-15 expostas carvacrol 

As células do grupo controle do carvacrol (etanol a 2,2%) apresentaram a mesma 

morfologia já descrita no item anterior, visto pertencerem a mesma linhagem (RML-15) (Figura 

4A-C).  

A exposição ao carvacrol na menor concentração (0,0024µL/mL) e decorridas 24, 48 e 

72 horas não provocou alterações nem citoplasmáticas nem nucleares (Figura 4D-F), tendo 

inclusive sido observadas células em divisão (Figura 4F). 

Na concentração de 0,012µL/mL de carvacrol, houve alterações morfológicas apenas 

depois de decorridas 72 horas (Figura 4I), estando presentes células com núcleo picnótico e/ou 

fragmentado (morte celular).  
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Na exposição a 0,06µL/mL as alterações morfológicas só foram observadas após 48 

(Figura 4K) e 72 horas (Figura 4L), onde a frequência de células em processo de morte e com 

alterações citoplasmáticas (perda de limite) e nucleares (fragmentação) foi maior.  

Na exposição a maior concentração do carvacrol (0,3µL/mL), depois de 24 horas (Figura 

4M) todas as células morreram, restando apenas fragmentos destas.  

Quantificação de células apoptóticas após exposição ao timol e ao carvacrol 

Foi realizada a quantificação da caspase-3/7 para se detectar células em apoptose, depois 

da exposição ao timol, nos tempos de 24, 48 e 72 horas (Tabela 1). Os resultados deixaram 

claro que a porcentagem de células marcadas pelo kit MUSETM Caspase-3/7, não se modificou 

quando comparadas ao grupo controle  

Os resultados da exposição destas ao carvacrol nas diferentes concentrações (Tabela 2), 

e marcadas pelo kit MUSETM Caspase-3/7 mostrou que após 24 horas em todas as 

concentrações do carvacrol, não houve aumento de células mortas ou em apoptose. No tempo 

de 48 horas e apenas na concentração de 0,012uL/mL houve diminuição da frequência de 

células vivas e aumento daquelas em apoptose.  

Após 72 horas não se observou alterações na quantidade de células mortas ou apoptóticas 

nem no controle nem nos grupos expostos ao carvacrol nas diferentes concentrações.  
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Figura 1: Gráfico com os resultados do ensaio de viabilidade indicando a porcentagem de células 

RML-15 (x104) vivas ou mortas após exposição a diferentes concentrações de timol. T1: Timol 

0.07mg/mL; T2: Timol 0.014mg/mL; T3: Timol 0.002mg/mL; T4: Timol 0.0005mg/mL; TC: Timol 

Controle.  

 

 

 

Figura 2: Gráfico com os resultados do ensaio de viabilidade indicando a porcentagem de células 

RML-15 (x104) vivas ou mortas após exposição a diferentes concentrações de carvacrol. C1: Carvacrol 

0.3µL/mL; C2: Carvacrol 0.06µL/mL; C3: Carvacrol 0.012µL/mL; C4: Carvacrol 0.0024µL/mL; CC: 

Carvacrol Controle.  
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Figura 3: Fotomicrografias de esfregaços de células RML-15, expostas a diferentes tempos e 

a concentrações crescentes de timol. 

A, D, G, J e M= tempo de exposição de 24 horas. 

B, E, H, K e N= tempo de exposição 48 horas 

C, F, I, L e O= tempo de exposição 72 horas 

N e O: correspondem a tempos e concentrações onde houve morte de todas as células.  

Coloração: Giemsa 

setas= divisão celular, quadrado pontilhado= hemócito, círculo pontilhado= células em 

apoptose 

Barras de Escala: 10 um 
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Figura 4: Fotomicrografias de esfregaços de células RML-15, expostas a diferentes tempos e a 

concentrações crescentes de carvacrol. 

A, D, G, J e M= tempo de exposição de 24 horas. 

B, E, H, K e N= tempo de exposição 48 horas 

C, F, I, L e O= tempo de exposição 72 horas 

N e O: correspondem a tempos e concentrações onde houve morte de todas as células.  

Coloração: Giemsa 

setas= divisão celular, quadrado pontilhado= hemócito, círculo pontilhado= células em apoptose 

Barras de Escala: 10 um 
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Tabela 1: Porcentagens de células RML-15 vivas, mortas por necrose ou por apoptose após 

exposição a diferentes concentrações de timol. T1: Timol 0.07mg/mL; T2: Timol 0.014mg/mL; T3: 

Timol 0.002mg/mL; T4: Timol 0.0005mg/mL e TC: Timol Controle. Dados obtidos através do 

analisador de células marcadas com o kit Caspase-3/7 MUSETM. 

 

 

Tabela 2: Porcentagens de células RML-15 vivas, mortas por necrose ou por apoptose após 

exposição a diferentes concentrações de carvacrol. C1: Carvacrol 0.3µL/mL (Ausente na tabela); C2: 

Carvacrol 0.06µL/mL; C3: Carvacrol 0.012µL/mL; C4: Carvacrol 0.0024µL/mL; C5 Carvacrol 0.0005 

µL/mL; CC: Carvacrol Controle. Dados obtidos através do analisador de células marcadas com o kit 

Caspase-3/7 MUSETM.  

 

DISCUSSÃO 

O carrapato Rhipicephalus sanguineus s. l. também conhecido como carrapato marrom, 

tem como principal hospedeiro o cão embora também possa parasitar outros mamíferos, 

inclusive o homem (FLECHTMANN, 1973) e, por esse motivo é considerado parasita em 

ambientes domiciliares, além de em áreas rurais (PAZ; LABRUNA; LEITE, 2008).  

Os acaricidas frequentemente encontrados no mercado de produtos veterinários 

desempenham um papel crucial no controle dos carrapatos e principalmente no controle dos 

patógenos por eles transmitidos (DAVEY et al., 1998).  

A busca por novos compostos acaricidas tem se intensificado e, para testá-los em 

laboratório existe a necessidade de que se utilize animais vertebrados, no caso, aqueles que 

simulem os hospedeiros dos ectoparasitas, o que vem de encontro com as novas normas de uso 

 Timol 

   Vivas (%)    Necrose (%)   Apoptóticas (%) 

   24h 48h 72h   24h 48h 72h   24h 48h 72h 

T1 0,07mg/mL 72,05 50,25 89,55   2,25 0,5 1,2   25,7 49,25 9,25 

T2 0,014mg/mL 62,15 68,35 89,1   5,95 1,7 0,75   31,9 29,95 10,15 

T3 0,002mg/mL 64,05 56,35 88   6,4 2,15 0,65   29,5 41,5 11,35 

T4 0,0005mg/mL 64,8 52 86,55   5,5 0,8 1,05   29,7 47,2 12,4 

TC Controle 68,55 58,75 90,05   2,85 2,25 1,2   28,6 39 8,75 
 

 Carvacrol 

   Vivas (%)    Necrose (%)   Apoptóticas (%) 

   24h 48h 72h  24h 48h 72h   24h 48h 72h 

C2 0,06uL/mL 73,7 72,05 89,15  2,9 0,9 1,55   23,4 27,05 9,3 

C3 0,012uL/mL 69,7 44,3 87,6  5,95 0,9 0,8   24,35 54,8 11,6 

C4 0,002uL/mL 68,35 60,55 86,25  6,95 1,65 1,05   24,7 37,8 12,7 

C5 0,0004ul/mL 67,6 67,2 88,6  5,85 1,45 0,95   26,55 32,35 10,45 

CC Controle 63,85 59,2 83,9  5,3 1,15 0,65   30,85 39,65 15,45 
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de animais tanto para pesquisa como para o ensino, baixadas pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016). Estes tem sido utilizados 

para testar a eficiência e segurança dos produtos (CAMARGO-MATHIAS, 2018) e por esse 

motivo, entende-se que haja uma necessidade urgente não só de se encontrar novos produtos 

acaricidas que substituam os até agora disponíveis, mas também de se encontrar estratégias que 

minimizem ou até excluam de vez o uso de animais na realização dos testes.  

Nessa direção, a cultura de células in vitro tem despontado como uma estratégia bastante 

importante, pois possibilita que testes iniciais tanto de triagem, quanto de desenvolvimento e 

toxicidade de produtos, no caso acaricidas, substituam o uso dos animais experimentais 

(ERHIRHIE; IHEKWEREME; ILODIGWE, 2018; ERKEKOGLU; KOCER GIRAY; 

BAŞARAN, 2011). As linhagens de células obtidas de várias espécies de carrapatos tem sido 

uma estratégia em potencial nas pesquisas. Nas triagens preliminares in vitro o uso destas é 

menos oneroso e de mais fácil reprodutibilidade para a identificação destes compostos (BELL-

SAKYI et al., 2007a; MANGIA et al., 2018a). 

Diante disso o presente estudo buscou estabelecer um protocolo para o estudo in vitro dos 

produtos acaricidas timol e carvacrol, utilizando a linhagem de células de carrapatos RML-15, 

obtidas da espécie R. sanguineus, como alternativa aos testes tradicionais que utilizam 

carrapatos os quais precisam ser alimentados em animais vertebrados simulando seus 

hospedeiros.  

Inicialmente, foi aqui realizado o teste de viabilidade celular fazendo uso do corante azul 

de Trypan, o qual penetraria nas células sem, no entanto, danificá-las. Ainda neste ensaio 

realizou-se a identificação daquelas concentrações (de ambos os acaricidas) que teriam 

potencial para provocar alterações na viabilidade celular.  

Os resultados aqui obtidos mostraram que a exposição das células RML-15 a todas as 

concentrações do timol não interferiu na viabilidade destas quando comparou-se os resultados 

com aqueles do grupo controle, indicando que as concentrações aqui utilizadas não foram letais 

a essa linhagem. Estudos desenvolvidos por Mendes et al. (2011) mostraram que em larvas de 

carrapatos da espécie Amblyomma cajenense a concentração de 10 mg/mL de timol causaria a 

mortalidade de 90% das larvas em jejum, lembrando ainda que embora as larvas dos carrapatos 

tenham maior sensibilidade aos acaricidas do que os indivíduos adultos, sabe-se que cada 

espécie tem um nível de resposta de resistência diferente (GOMES et al., 2014; SCORALIK et 

al., 2017) e ainda que para os indivíduos adultos há a necessidade de utilizar concentrações 

maiores do acaricida.  
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As exposições das células ao acaricida carvacrol na maior concentração (0,3µL/mL) 

provocou alteração da viabilidade das mesmas, uma vez que 77% das células morreram, isto é, 

diferentemente do observado no grupo controle onde a porcentagem de células mortas foi de 

35%, ambos os resultados tendo sido obtidos no tempo de 24 horas de exposição. Em 48 horas 

essa mesma concentração matou 100% das células, enquanto o controle matou cerca de 18%, 

sinalizando a letalidade desta concentração. Aquelas mais baixas não provocaram alterações na 

quantidade de células mortas. Diferentemente dos dados aqui obtidos, em estudo desenvolvido 

por Lima de Souza et al., (2019) utilizando o carvacrol na concentração de 100µL/mL, foram 

obtidos resultados que mostraram que mesmo em alta concentração o carvacrol não foi 

suficiente para matar fêmeas adultas ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus, no entanto, a 

substância nesta concentração agiu no ectoparasita provocando neste danos no seu sistema 

reprodutor, representados por alterações morfológicas nos ovócitos e inibição da vitelogênese, 

visto que essas células só conseguiram chegar até o estágio II de desenvolvimento o que 

certamente inviabilizou a geração de novos indivíduos. Outra informação que é relevante e que 

deve ser considerada é a de que fêmeas ingurgitadas apresentam maior resistência aos acaricidas 

do que aquelas em jejum (CAPERUCCI; CAMARGO-MATHIAS; BECHARA, 2009), além 

do fato de que as concentrações consideradas letais são diferentes para cada fase de vida das 

diferentes espécies de carrapatos (GOMES et al., 2014).  

No presente trabalho realizou-se também a avaliação de possíveis alterações na 

morfologia das células RML-15, após exposição aos acaricidas timol e ao carvacrol.  

As células do grupo controle apresentaram morfologia preservada e em divisão. Quando 

procedeu-se a sua exposição ao timol na menor concentração (0,0005 mg/mL), foram 

observadas alterações apenas depois de decorridas 48 horas e estas foram do tipo: vacuolização 

citoplasmática e picnose nuclear. No tempo de 72 horas essas alterações na morfologia foram 

menos intensas, inclusive tendo sido observadas algumas células em divisão, mostrando que o 

uso dessa concentração não deve ultrapassar a 72 horas, quando depois disso o produto não será 

eficiente.  

A exposição a concentração de 0,0025 mg/mL de timol provocou alterações semelhantes 

aquelas observadas no grupo exposto a 0,0005 mg/mL. Notou-se que a medida que a 

concentração e o tempo de exposição foram aumentando, as alterações morfológicas ficaram 

mais frequentes e mais intensas, uma vez que na concentração de 0,014 mg/mL houve um 

aumento da frequência de células apoptóticas após 72 horas de exposição, e na exposição a 
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concentração de 0,07mg/mL (a maior aqui testada), a morte celular teve início logo nas 

primeiras 24 horas de exposição, tendo aumentado após 72 horas. Esses dados indicaram que o 

timol teve um efeito citotóxico sobre essas células, levando as mesmas a morte por apoptose e 

que, provavelmente, isso tenha sido dependente da dose e do tempo de exposição. Resultados 

semelhantes sobre a ocorrência de morte celular por exposição de carrapatos R. sanguineus ao 

timol foram observados por  Matos et al., (2018), que observaram características que sugeriram 

estar ocorrendo necrose e/ou apoptose as células das glândulas salivares e do singânglio dos 

ectoparasitas.  

A exposição das células ao carvacrol na concentração de 0,0024µL/mL não provocou o 

surgimento de alterações morfológicas. Estas sim começaram a ser observadas após 72 horas 

na concentração de 0,012µL/mL, visto serem observados núcleos picnóticos e fragmentados. À 

medida que a concentração do produto aumentou, as alterações foram mais precocemente 

observadas, como por exemplo na exposição a 0,06 µL/mL as alterações foram vistas após 48 

horas, embora as mesmas tivessem se mantido até decorridas 72 horas de exposição. Quando 

expôs-se as células a maior concentração (0,3 µL/mL) de carvacrol verificou-se 100% de morte 

já nas primeiras 24 horas, quando restaram apenas fragmentos celulares, demonstrando que 

nesta concentração o carvacrol foi citotóxico.  

Outros trabalhos desenvolvidos por outros autores registraram também resultados 

semelhantes com respeito a ocorrência de morte celular, como naquele de Lima de Souza et al., 

(2019) onde houve inibição do desenvolvimento dos ovócitos de fêmeas ingurgitadas de R. 

sanguineus quando foram expostos ao carvacrol a 100µL/mL, células estas que não 

conseguiram passar do estágio II de maturação em função da presença do composto tóxico que 

provocou aumento de morte das células por apoptose.  

Ainda a fim de se detectar o tipo de morte celular envolvida na exposição das células 

RML-15 aos compostos acaricidas timol e carvacrol, aplicou-se a técnica da caspase-3/7, uma 

protease que, em resposta a sinais pró-apoptóticos, propaga a morte celular programada 

(apoptose). O sinal apoptótico, ativa as caspases 3 e 7 e uma cascata proteolítica leva a morte 

celular programada (JULIEN; WELLS, 2017; MORRIS et al., 2018). O Kit MuseTM caspase-

3/7 além de marcar as caspases, tem um marcador de morte celular por ruptura da membrana 

nuclear, o 7-AAD o qual se liga ao DNA deixando fluorescente as células que estão com a 

permeabilidade comprometida (LECOEUR; DE OLIVEIRA-PINTO; GOUGEON, 2002) 
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A técnica da caspase nas células expostas a todas as concentrações do timol, não marcou 

nem a caspase-3/7 nem o 7-AAD, sugerindo que, assim como observado nos resultados 

anteriores, o timol não seria potencialmente citotóxico para as células. 

Na exposição ao carvacrol na concentração de 0,012uL/mL após 48 horas, houve um 

aumento das células marcadas apenas pela caspase-3/7, indicando que a morte celular 

envolvida, nessas condições, seria a apoptose. Nas demais exposições as concentrações de 

carvacrol, tanto a maior (0,06 uL/mL) quanto as menores (0,002 e 0,0004uL/mL) não foram 

observadas alterações nas marcações das células não tendo sido possível se identificar o 

mecanismo de morte envolvido. Pesquisas anteriormente realizadas registraram que o carvacrol 

além de ser um potencial acaricida teria também efeitos anticâncer, anti-inflamatorio, 

hepatoprotetor e vasorelaxante e que o mesmo causaria apoptose nas células tumorais 

(FACHINI-QUEIROZ et al., 2012; SHARIFI-RAD et al., 2018; SUNTRES; COCCIMIGLIO; 

ALIPOUR, 2015; YIN et al., 2012). No presente trabalho os dados sugeriram que o efeito 

acaricida deste produto deve também ter influenciado na morte das células por apoptose 

corroborando pesquisas já realizadas anteriormente que indicaram alterações morfológicas com 

ocorrência de morte de células em diversos outros órgãos dos carrapatos (CAMARGO-

MATHIAS, 2018).  

Desta forma, os resultados aqui apresentados demonstraram claramente que o uso dos 

acaricidas timol e carvacrol poderia ser uma estratégia promissora para o controle de carrapatos, 

com vantagens adicionais sobre os acaricidas químicos tradicionais, visto que o timol agiu 

alterando a morfologia das células RML-15, e o carvacrol agiu induzindo a morte celular por 

apoptose. Ficou ainda, aqui demonstrado que esse tipo de estudo in vitro teria condições de 

substituir aqueles que fazem uso de animais in vivo para o desenvolvimento de novos acaricidas, 

sejam eles vertebrados para simular os hospedeiros e/ou invertebrados como os próprios 

carrapatos inteiros.  
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DISCUSSÃO GERAL 

O presente estudo teve como objetivo trazer à luz informações sobre o efeito in vivo do 

EGS de carrapatos R. sanguineus s. l., em ratos Wistar com LPN induzida, bem como avaliar a 

toxicidade sistêmica do mesmo em ratos saudáveis, proposta essa decorrente do fato de já se 

saber que bioativos presentes na saliva de algumas espécies poderiam ser utilizados com fins 

terapêuticos e antitumorais (DREWES et al., 2012; SOUZA et al., 2015).  

Nessa perspectiva, Abreu e colaboradores em 2014 desenvolveram um estudo que 

demonstrou o efeito inibidor promovido pelo extrato da glândula salivar de fêmeas de 

carrapatos R. sanguineus s. l.  sobre tumor de Walker 256 implantado em pata de ratas Wistar, 

bem como da exposição de células tumorais ao Amblyomin-X, uma proteína extraída do extrato 

da glândula salivar de carrapatos Amblyomma cajennense (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 

2016).  

No entanto, apesar de terem sido encontrados resultados animadores dentro desta 

temática, para que a saliva do carrapato se torne uma alternativa segura para utilização, 

necessita-se investigar o seu potencial terapêutico (em decorrência de eventuais efeitos 

tóxicos), o que garantiria a obtenção da informação sobre a ocorrência ou não de toxicidade 

quando da exposição aos bioativos aí presentes.  

A exposição de ratas Wistar aos extratos de glândulas salivares de fêmeas de carrapatos 

R. sanguineus s. l. nas concentrações de 10, 40 e 80 µg/µL forneceram resultados que 

mostraram que a menor concentração (10 µg/µL) não causou toxicidade sistêmica nos animais, 

apenas causou hepatotoxicidade, demonstrada por alterações morfológicas (vacuolização 

citoplasmática e desorganização nos cordões de hepatócitos), além da imunossupressão do EGS 

às células do sangue (diminuição de linfócitos e aumento de neutrófilos). A exposição as 

maiores concentrações (40 e 80 µg/µL) causaram toxicidade sistêmica, uma vez que o peso 

relativo do fígado diminuiu, bem como surgiram alterações morfohistológicas e histoquímicas 

(nos cordões de hepatócitos, vacuolização citoplasmática, acúmulo de vesículas lipídicas e 

picnose nuclear). Apenas na concentração de 80 µg/µL observou-se um aumento da frequência 

de células de Kupffer.  

A literatura pertinente sobre essa temática tem descrito que sinais de toxicidade nos 

animais em decorrência de testes de toxicidade também podem ser definidos pela alteração no 

peso corporal, bem como pelo peso relativo dos órgãos (OECD, 2001; WALLIG et al., 2017). 

Além disso, alterações na morfologia do fígado também poderiam ser indicativas de toxicidade. 

Assim no presente trabalho confirmou-se a ocorrência de intoxicação sistêmica nas ratas 
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expostas às maiores concentrações, visto a observação de alterações provocadas pelas maiores 

concentrações do EGS.  

Estudos com hepatocarciomas (HCC), um tipo de câncer que compromete o fígado e que 

tem poucas chances de cura, principalmente devido a sua rápida progressão e a difícil detecção 

dos sintomas (TSUCHIYA et al., 2015), tem utilizado as denominadas lesões pré-neoplásicas 

(LPN) como modelos. O HCC tem sido induzido experimentalmente por meio de químicos tais 

como: a dietilnotrosamina (DEN) e o 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) agentes promotores de 

alteração e proliferação dos hepatócitos (GROOS et al., 2007; ITO et al., 2000; WILLIAMS et 

al., 1998). 

Diante desse cenário, frequentemente são publicados estudos que buscam alternativas 

para se controlar o câncer hepático e, atualmente muito se tem investido em tratamentos que 

tenham como base bioativos com potencial anticarcinogênico, podendo os mesmos serem 

sintetizados por plantas ou mesmo por outros animais.  

Estudos com bioativos de carrapatos (ABREU et al., 2014), tem colocado esses 

ectoparasitas num status diferente do de organismos praga, visto agora também serem os 

mesmos considerados importantes reservatórios destes potentes bioativos com as mais diversas 

funções (HOVIUS; LEVI; FIKRIG, 2008a), inclusive com muitas delas até agora pouco 

esclarecidas e até mesmo desconhecidas. Sabe-se que as glândulas salivares dos carrapatos são 

os locais onde a síntese desses bioativos ocorre incluindo: esterases, prostaglandinas, 

glicoproteínas e lipoproteínas as quais além de atuarem nos hospedeiros por ocasião da sua 

alimentação (BINNINGTON, 1978; BOWMAN; DILLWITH; SAUER, 1996; WALKER; 

FLETCHER; GILL, 1985), teriam também, devido as suas propriedades, ação terapêutica 

(AKAGI et al., 2012; SIMONS et al., 2011). 

Os dados aqui obtidos trouxeram à luz informações sobre o papel terapêutico do EGS em 

LPNs instaladas no fígado de ratos Wistar. Ficou demonstrado que o fígado passou por 

alterações em razão da instalação das LPN, resultado já de certa forma esperado. Observou-se 

aumento do peso relativo do fígado dos ratos do grupo LPN acompanhado de alterações 

estruturais, demonstradas morfologicamente (desorganização dos cordões hepáticos, aumento 

da quantidade de tecido conjuntivo, presença de hepatócitos hipertrofiados e com citoplasma 

vacuolizado e presença de hepatócitos com núcleos apoptóticos.).  

Quando os animais LPN foram expostos ao EGS verificou-se a diminuição da extensão 

dos danos presentes no tecido em resposta a lesão induzida, indicando que o extrato não causou 

toxicidade aos animais e, ao contrário, foi capaz de inibir a progressão das lesões, muito embora 

ainda tenham sido observados nesses fígados hepatócitos que não estavam organizados em 
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cordões e hepatócitos com alguma vacuolização citoplasmática, além da presença mais intensa 

de tecido conjuntivo no órgão. Sabe-se que tecidos que sofreram injúrias, passaram por 

processos de cicatrização realizados pela proliferação do tecido conjuntivo, o que, dependendo 

da extensão da lesão, provoca uma desorganização estrutural no tecido e no caso do fígado, 

alterando a disposição dos hepatócitos, o que certamente interferirá no trajeto da circulação 

sanguínea no interior do órgão, afetando sua eficiência. Esses dados corroboraram aqueles de 

Furtado et al. (2009) que registraram que no fígado de animais expostos ao DEN e ao 2-AAF o 

tecido hepático sofreu alterações morfológicas devido não só a um aumento na síntese de fibras 

reticulares, mas também devido a um espessamento das mesmas.  

No estudo aqui apresentado, também procedeu-se a investigação in vitro do efeito dos 

acaricidas naturais timol e carvacrol sobre células da linhagem RML-15 derivadas de 

carrapatos, trabalho desenvolvido em parceria com o Tick Cell Biobank na Universidade de 

Liverpool e com o objetivo de se minimizar o uso de animais in vivo para testes de eficiência 

de acaricidas, neste caso servindo como estratégia para controle dos carrapatos da espécie R. 

sanguineus s. l. que tem como principal hospedeiro o cão, embora também possa parasitar 

outros mamíferos, inclusive o homem (REY, 2008). A substituição de animais in vivo atende 

as novas normas de uso de animais tanto para pesquisa como para o ensino, baixadas pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016). 

Assim sob essa perspectiva, o uso de linhagens de células obtidas de várias espécies de 

carrapatos vem ser uma alternativa neste tipo de pesquisa, visto que também o uso destas é 

menos oneroso financeiramente e de mais fácil reprodutibilidade nos estudos de identificação 

da eficiência de compostos desta natureza (BELL-SAKYI et al., 2007a; MANGIA et al., 2018). 

Os resultados aqui obtidos mostraram que a exposição das células ao timol não alterou a 

viabilidade das mesmas em nenhuma das concentrações testadas. Já o carvacrol na 

concentração de 0,3 µL/mL matou mais de 70% das células e a de 0,06µL/mL matou cerca de 

23% delas. Diferentemente dessas concentrações, Lima de Souza et al. (2019) utilizando o 

carvacrol na concentração de 100µL/mL, demonstraram que o acaricida não foi eficiente para 

matar as fêmeas adultas ingurgitadas de carrapatos R. sanguineus s. l., no entanto, causou danos 

no seu sistema reprodutor, representados por alterações morfológicas nos ovócitos e inibição 

da vitelogênese, inviabilizando a geração de novos indivíduos. É relevante considerar que 

fêmeas ingurgitadas apresentam maior resistência aos acaricidas do que aquelas em jejum 

(CAPERUCCI; CAMARGO-MATHIAS; BECHARA, 2009), além do fato de que as 

concentrações consideradas letais são diferentes para cada fase de vida e para cada diferente 

espécie de carrapato (GOMES et al., 2014). 
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A avaliação das alterações na morfologia das células RML-15, após exposição ao timol e 

ao carvacrol revelou que estas expostas as menores concentrações apresentaram-se com 

morfologia íntegra, estando algumas delas em divisão. As expostas às maiores concentrações 

do timol (0,014mg/mL e 0,07mg/mL) apresentaram alterações como: vacuolização 

citoplasmática, picnose e fragmentação nuclear. Segundo os resultados o carvacrol, foi o 

composto que causou as maiores alterações morfológicas, incluindo: perda dos limites 

celulares, picnose e fragmentação nuclear observadas já nas menores concentrações. Na maior 

concentração (0,3 µL/mL) não foram mais observadas células íntegras e sim apenas fragmentos 

destas. Outros trabalhos desenvolvidos demonstraram que o timol e o carvacrol foram 

citotóxicos para R. sanguineus s. l., visto terem sido observadas células em apoptose nas 

glândulas salivares e no singânglio destes indivíduos (MATOS et al., 2018), bem como a 

inibição do desenvolvimento dos ovócitos de fêmeas ingurgitadas (LIMA DE SOUZA et al., 

2019).  

Ainda com o objetivo de se detectar qual seria o tipo de morte celular envolvido quando 

as células RML-15 fossem expostas ao timol e ao carvacrol, aplicou-se a técnica da caspase-

3/7, uma protease que, em resposta a sinais pró-apoptóticos, propagaria a morte celular 

programada (apoptose) (LECOEUR; DE OLIVEIRA-PINTO; GOUGEON, 2002). Os 

resultados mostraram que em todas as concentrações do timol, não houve marcação da caspase-

3/7 corroborando os resultados anteriormente aqui descritos e que confirmaram que o timol não 

seria potencialmente citotóxico. Já na exposição ao carvacrol na concentração de 0,012uL/mL 

houve morte das células por apoptose, corroborando dados de Camargo-Mathias (2018). 

Em linhas gerais o desenvolvimento do presente trabalho trouxe informações que 

demonstraram claramente que o uso dos acaricidas naturais timol e carvacrol poderia ser uma 

estratégia promissora para o controle de carrapatos, com vantagens adicionais sobre os 

acaricidas químicos tradicionais, visto que o timol agiu alterando a morfologia das células 

RML-15, e o carvacrol agiu induzindo a morte celular por apoptose. Ficou ainda, aqui 

demonstrado que esse tipo de estudo in vitro teria condições de substituir aqueles que fazem 

uso de animais in vivo para o desenvolvimento e testes de eficiência de novos acaricidas, sejam 

eles animais vertebrados para simular os hospedeiros e/ou invertebrados (os próprios 

carrapatos).  
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CONCLUSÕES  

a) A exposição aguda de ratas Wistar ao extrato (EGS) obtido a partir de glândulas 

salivares de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l. na concentração de 10 µg/µL não 

causou toxicidade sistêmica nos animais, mas causou hepatotoxicidade (alterações 

morfológicas no fígado) e alterações hematológicas (aumento de neutrófilos e 

diminuição de linfócitos).  

b) A exposição aguda das ratas ao EGS de fêmeas de carrapatos R. sanguineus s. l. nas 

concentrações de 40 e de 80 µg/µL causou toxicidade sistêmica nos animais detectada 

por meio do aumento do peso relativo do fígado e da presença de alterações 

morfohistológicas. 

c) A concentração de 80 µg/µL do EGS foi a mais tóxica, inclusive aumentando o 

recrutamento de células de Kupffer.  

d) O EGS à concentração de 0,04 µg/µL reduziu os danos no fígado dos ratos LPN 

positivos.  

e) O timol alterou, in vitro, a morfologia das células da linhagem RML-15. 

f) O carvacrol foi citotóxico in vitro, para as células RML-15 e induziu a apoptose 

destas. 
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