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RESUMO

Os carrapatos, reconhecidos como transmissores de doengas, tém sido tradicionalmente
controlados por produtos quimicos sintéticos que causam problemas ambientais e de
resisténcia. Bioativos de plantas, como os da Cannabis sativa, emergiram como alternativas
promissoras. Diante do potencial desses extratos de alterar células/tecidos/6rgaos dos
carrapatos, bem como dos hospedeiros, o presente projeto propds investigar
morfohistologicamente se os mesmos, nas concentragdes de 2,5 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL
(previamente testadas e eficientes contra Rhipicephalus linnaei), também alterariam 6rgaos
como os rins e o figado de camundongos (Mus musculus), aqui utilizados como bioindicadores
de toxicidade. Os resultados mostraram que na exposi¢ao a dose de 2,5 mg/mL, os rins ndo
apresentaram danos significativos, mas o figado desenvolveu esteatose (hepatdcitos com
vacuolizagdo citoplasmética e actimulo de lipidios). A de 10 mg/mL, observou-se nos rins
indicios de alteracdes morfoldgicas, tais como aumento do limen tubular (distal e proximal) e
hiperplasia das células epiteliais tubulares. Ja no figado houve progressdo do dano observado
na concentracao de 2,5 mg/mL, e hepatdcitos com perda de seus limites, picnose e fragmentacao
nuclear, indicando morte dessas células. A exposi¢do a maior concentragdo aqui testada, a saber
a de 20 mg/mL, provocou os danos mais severos/extensos em ambos 0s Orgaos; nos rins,
ocorreu necrose no tecido, com redu¢do do didmetro do limen tubular e edema intersticial; no
figado, houve desorganizacdo tecidual e esteatose intensas, acompanhadas de morte celular
generalizada e fusdo nuclear. Os niveis da creatinina urindria dos camundongos, aqui
mensurados nio sofreram alteracoes em nenhuma das concentragdes testadas. De forma geral,
o desenvolvimento do presente trabalho revelou resultados inéditos mostrando que o extrato da
planta Cannabis sativa atua no controle dos carrapatos com bastante eficiéncia, porém, os
efeitos que o mesmo provoca nos organismos ndo-alvo (camundongos), incluiram prejuizos
hepdticos e renais dose-dependentes, comprometendo a fisiologia de ambos os 6rgaos, sendo o

figado o mais sensivel as exposicoes.

Palavras-chave: controle, toxicologia, morfohistologia, Cannabis sativa, carrapato do cdo,

hepatotoxicidade.



ABSTRACT

Ticks, recognized as disease vectors, have been traditionally controlled by synthetic chemical
products that cause environmental and resistance problems. Plant bioactives, such as those from
Cannabis sativa, have emerged as promising alternatives. Given the potential of these extracts
to alter cells/tissues/organs of ticks, as well as hosts, the present project proposed to
morphohistologically investigate whether the same, at concentrations of 2,5 mg/mL, 10 mg/mL,
and 20 mg/mL (previously tested and efficient against Rhipicephalus linnaei), would also alter
organs such as the kidneys and liver of mice (Mus musculus), here used as bioindicators of
toxicity. The results showed that upon exposure to the 2.5 mg/mL dose, the kidneys did not
show significant damage, but the liver developed steatosis (hepatocytes with cytoplasmic
vacuolization and lipid accumulation). At 10 mg/mL, signs of morphological changes were
observed in the kidneys, such as an increase in the tubular lumen (distal and proximal) and
hyperplasia of tubular epithelial cells. In the liver, there was a progression of the damage
observed at the 2,5 mg/mL concentration, and hepatocytes with loss of their boundaries,
pyknosis, and nuclear fragmentation, indicating the death of these cells. Exposure to the highest
concentration tested here, namely 20 mg/mL, caused the most severe/extensive damage in both
organs; in the kidneys, tissue necrosis occurred, with a reduction in the diameter of the tubular
lumen and interstitial edema; in the liver, there was intense tissue disorganization and steatosis,
accompanied by generalized cell death and nuclear fusion. The levels of urinary creatinine of
the mice, here measured, did not suffer alterations at any of the tested concentrations. Overall,
the development of the present work revealed unprecedented results showing that the extract of
the Cannabis sativa plant acts in the control of ticks with great efficiency, however, the effects
that it causes in non-target organisms (mice) included dose-dependent hepatic and renal
damage, compromising the physiology of both organs, with the liver being the most sensitive

to the exposures.

Keywords: control, toxicology, morphohistology, Cannabis sativa, red dog ticks,
hepatotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os carrapatos transmitem representam um risco a saide de humanos e animais de
estimacgdo, por serem vetores de virus, bactérias, protozodrios e nematédeos causadores de
importantes doengas (Kwak & Nakao, 2025) Os carrapatos t€ém ganhado nos dltimos tempos
grande significancia médica e na drea da saude, devido também a ocorréncia de diversos casos
de infeccdes, registradas em humanos no interior do Estado de Sdo Paulo por diversas espécies,
incluindo as do carrapato do cao (Rhipicephalus linnaei), a do carrapato-estrela (Amblyomma
cajennense) € a do boi (R. microplus) (Cotes-Perdomo, 2023), todas elas consideradas
agressivas quando infestam seus hospedeiros trazendo aos mesmos grandes prejuizos, nao s
pela espoliagdo do corpo, mas também pelos danos que causam aos seus derivados, como por
exemplo, no caso do carrapato do boi, danos ao couro, leite e carne.

Especificamente o Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826), popularmente conhecido
como carrapato-vermelho-de-cdo, possui como principal hospedeiro os canideos, porém ja
existem registros de infestacdes ocorrendo em outros animais domésticos e até mesmo em
animais silvestres (Slapeta et al., 2022). Rhipicephalus linnaei tem sido considerada uma
espécie de grande importancia, visto parasitar animais “pets”, os quais hoje em dia convivem
com as familias em seus lares, sendo mesmo considerados como membros delas. A importancia
do seu parasitismo reside também na transmissdo de patégenos que causam diversas doengas,
tais como: Ehrlichia canis (erliquiose), Babesia vogeli (babesiose) e Hepatozoon canis
(Hepatozoonose) em caes, e Rickettsia conorii e a R. rickettsii que leva ao desenvolvimento da
febre maculosa em humanos (Abreu ef al., 2019; Sodelli et al., 2023).

Dessa forma, muitos estudos t€m procurado encontrar maneiras eficientes para controlar
esses ectoparasitas e, atualmente, os acaricidas quimicos sintéticos tém sido a primeira
estratégia/op¢ao para eliminacdo das infestacOes, os quais, embora eficientes, t€m trazido
alguns inconvenientes aos organismos ndo alvos, incluindo-se aqui os proprios hospedeiros,
bem como provocado danos ao ambiente em geral, devido ao uso excessivo dessas substancias
o que pode levar a problemas como o surgimento de carrapatos mais resistentes, obrigando a
industria veterinaria a formular de tempos em tempos (estima-se que a média € de 5 anos) novos
produtos. Tem-se registrado também os altos riscos de toxicidade para os animais hospedeiros
e seres humanos (organismos nao alvos dessas bases quimicas), devido aos residuos deixados
os quais além de provocarem o surgimento de vdrias patologias, ficam depositados no ambiente

poluindo solo e dguas (Lima-de-Souza et al., 2023; Tian et al., 2023). Desta forma e diante
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desses agravantes, torna-se cada dia mais urgente encontrar-se substincias que possam
controlar esses ectoparasitas, as quais sejam ao mesmo tempo eficientes no seu combate e que
ndo provoquem danos aos organismos ndo alvos, incluindo os hospedeiros (Abreu, 2023;
Gongalves, Huerta & Freitag, 2016).

Sob essa perspectiva, muitos estudos vém sendo desenvolvidos com bioativos extraidos
de plantas ou mesmo de outros animais. As plantas (medicinais ou ndo) sdo ricas fontes de
bioativos provenientes do seu metabolismo secunddrio, e grande parte deles ja tem comprovada
em laboratdrio sua acdo carrapaticida (Gongalves, Huerta & Freitag, 2016; Camargo-Mathias,
et al.,2018; Lima-de-Souza et al., 2023).

A planta Cannabis sativa é hoje considerada uma dessas fontes de bioativos com papel
carrapaticida (informacdo pessoal), visto o extrato de suas inflorescéncias agirem sobre o
epitélio cuticular de fémeas de carrapatos R. linnaei desorganizando-o e provocando nas suas
células vacuolizacdo intensa e picnose nuclear, indicativos de que elas estariam passando por
processo de morte celular. O mesmo efeito carrapaticida foi observado nas glandulas salivares
desses ectoparasitas, quando a exposi¢ao ao extrato provocou a total desorganizacdo do 6rgao,
o que as andlises histologicas mostraram ser esses, danos irreversiveis (Camargo-Mathias et al.,
2024). Além desse potencial carrapaticida recém-descoberto, essa planta também € fonte de
muitos bioativos que oferecem diversos beneficios terapéuticos e que vem sendo aplicados na
terapia de doencas cronicas, neuroldgicas, ansiedade, bem como dor neuropatica, inflamatéria
e osteoartrose (Justo & Oliveira, 2022; Reis et al., 2023), além do seu uso recreativo.

A C. sativa, é popularmente conhecida como maconha ou “cianhamo da India”. E uma
planta antiga da familia Canabaceae e sua utilizagdo acompanhou a trajetéria da humanidade,
tendo seu reconhecimento aumentado significativamente desde 2000. Origindria da Asia,
existem evidéncias de seu uso para fins medicinais, industriais e até alimentares, dada a extracao
do 6leo de canhamo de suas sementes (Reis ef al., 2023). Paises como China e India reconhecem
seus beneficios ha muito tempo em razao dessa planta ser objeto de estudos ha muitos anos. No
entanto, no Brasil, seu uso ainda é recente e tem sido limitado pelas agéncias reguladoras, porém
a mesma tem sido indicada pelos seus potenciais beneficios terapéuticos para a saude, obtidos
por meio dos bioativos nela presentes, dentre os quais se destacam os canabinoides
Tetrahidrocanabinol (THC) e o Canabidiol (CBD) (Lima, Alexandre & Souza, 2021; Follador,
Miketen & Kuchla, 2022).

Em 2017, no Brasil, a ANVISA classificou a C. sativa como planta medicinal na
“Denominagdes Comuns Brasileiras (DCB)” através da RDC N° 156, de 5 de maio de 2017,

lista que engloba diversas substancias e plantas medicinais essenciais para a industria
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farmaceéutica nacional. Essa inclusdo ndo alterou as legislagdes sobre a maconha no pais, mas
reconheceu oficialmente que a C. sativa pode ser utilizada com fins medicinais ou como
componente de medicamentos registrados, com base em pesquisas cientificas (Brasil, 2017).
No mesmo ano, o Mevatyl, um medicamento a base de Cannabis, foi aprovado no Brasil para
tratar espasmos severos associados a esclerose multipla (Lima, Alexandre & Souza, 2021). Na
sequéncia das aprovagdes das agéncias reguladoras brasileiras, a ANVISA, Resolucao RE n°
3.893 de 24 de novembro de 2022, reconheceu a Cannabis como planta medicinal. No entanto,
apenas a importacao de Canabidiol (CBD) é permitida para pacientes com condicdes cronicas
(ANVISA, 2022; Lima et al., 2022). Ressalte-se ainda que mais recentemente os bioativos
extraidos da Cannabis tem sido utilizados em farmacos ou mesmo em 6leos essenciais também
no tratamento de animais, e, experimentos ja t€ém demonstrado sua eficiéncia no controle de
patologias como a osteartrite em cdes, diminuindo a dor e aumentando a atividade fisica desses
animais. Em cdes com epilepsia idiopdtica, hd reducdo significativa da frequéncia das
convulsdes e controle do comportamento agressivo (Gamble et al., 2018; McGrath et al., 2019;
Lima et al., 2022).

Assim, a partir das informagdes expostas, € visto que apesar da comprovagdo em
laboratdrio da acdo carrapaticida dos extratos das inflorescéncias da C. sativa, ainda ndo se tem
obtido dados de como esses extratos agiriam nos sistemas dos hospedeiros, a presente proposta
visa investigar morfohistologicamente qual é a acdo dos mesmos sobre os rins e figado de
camundongos (Mus musculus), a eles expostos, visto que: os rins sd@o os principais 6rgaos do
sistema excretor tendo a funcdo de manter tanto o volume quanto a composi¢do dos fluidos
corporais (plasma sanguineo e o liquido entre as células nos tecidos) (Junqueira & Carneiro,
2023); o figado, glandula associada ao sistema digestorio, é onde os nutrientes absorvidos sao
transformados e armazenados para serem posteriormente utilizados por outros Orgaos,
funcionando como uma conexao entre o sistema digestorio e a corrente sanguinea (Junqueira
& Carneiro 2023). Assim, pela sua importincia ambos os Orgdos se tornam bons
bioindicadores de danos no corpo dos vertebrados. Além do estudo morfohistolégico pretende-
se também realizar a andlise clinica da urina desses camundongos expostos aos extratos com o
objetivo de se verificar se os bioativos da C. sativa, quando utilizados como carrapaticidas
provocariam efeitos téxicos/danosos no organismo nao-alvo, ou seja, no préprio hospedeiro,

sinalizando assim se essa poderia ser uma alternativa para o controle de carrapatos.
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1.1. Justificativa

A C. sativa, ao longo da histdria, encontrou aplicacdo em uma variedade de propdsitos,
abrangendo desde a obten¢do de grios e fibras até o seu emprego em contextos recreativos,
medicinais e rituais (Ren et al., 2019), além da producdo de repelentes para insetos
(Arthropoda) (Bonini ef al., 2018). Para fins medicinais, a planta apresenta propriedades
terapéuticas que auxiliam no tratamento de patologias, agindo como anti-inflamatdrio,
antineopldsico, antimicrobiano, analgésico, relaxante muscular e antioxidante (Torres et al.,
2023). Apesar dessas informagdes, na literatura pertinente nota-se uma lacuna significativa de
dados provenientes de estudos que mostrem como o emprego de produtos derivados da C. sativa
podem atuar no controle de ectoparasitas, notadamente no que concerne ao carrapato do cao R.
linnaei (Audouin, 1826), informacgao essa que aliada as novas perspectivas quanto a utilizacao
de bioativos extraidos de plantas, impulsionou o desenvolvimento da presente proposta. Os
objetivos delineados visam avaliar nesse trabalho quais sdo os efeitos da exposi¢do do extrato
da planta C. sativa sobre fémeas de camundongos Mus musculus (escolha essa que se deu em
razdo do seu comportamento mais décil, que facilita 0 manejo e a experimentacdo), avaliando
a interferéncia desse extrato na morfohistologia e consequentemente na fisiologia dos rins e do
figado.

1.2. Objetivo Geral

Diante da busca por carrapaticidas que sejam efetivos no controle dos
ectoparasitas e oferecam riscos minimos aos organismos nao alvos, o presente projeto tem como
objetivo analisar os efeitos da exposicao de fémeas de camundongos Mus musculus ao extrato
das inflorescéncias da C. sativa, uma vez que ja foi comprovado em laboratério por
pesquisadores do grupo “Brazilian Central Studies of Ticks Morphology” (BCSTM),
estabelecido na Unesp do campus de Rio Claro, que carrapatos do cdo R. linnaei t€m seu
integumento e suas glandulas salivares alterados (desorganizado no caso do integumento e
degeneradas precocemente no caso das glandulas salivares) em funcao da exposicdo (Figura 1,
Camargo-Mathias et al., 2024).

1.3. Objetivos Especificos

Pretende-se responder a questdao que diz respeito diretamente ao hospedeiro, no
sentido de se verificar como a exposi¢do dos mesmos aos bioativos da C. sativa alteraria:

a) a morfofisiologia dos rins e do figado, importantes 6rgdos com papel na

filtracdo de metabdlitos (rins) e na eliminagdo de substincias toxicas (figado);
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b) os resultados das andlises clinicas da urina desses camundongos expostos,

com &énfase na concentracdo dos metabdlitos ureia e creatinina, em decorréncia da exposi¢ao.

Figura 1: Ao centro, desenho esquemadtico de um carrapato mostrando a localizacdo do
tegumento (int) e das glandulas salivares (sg). A-F: Seccdes histoldgicas de tegumento (coradas
por HE). G-L: Seccdes histolégicas de glandulas salivares (coradas por HE).
A-L: 40X.
1A: Exposicao a dgua destilada e etanol / 1B: Exposicdo a concentragdo de 2,5 mg de extrato
de Cannabis / 1C: Exposicao a concentracdo de 5,0 mg de extrato de Cannabis / 1D: Exposi¢cdo
auma concentracdo de 10,0 mg de extrato de Cannabis / 1E: Tegumento exposto a concentracao
de 20,0 mg de extrato de Cannabis / 1F: Tegumento exposto a concentracao de 40,0 mg de
extrato de Cannabis.
cut= cuticula; pontilhado = epitélio secretor da cuticula; seta= abertura glandular.
1G: Glandula salivar exposta a dgua destilada e etanol / 1H: Glandula salivar exposta a
concentracdo de 2,5 mg de extrato de Cannabis / 11: Glandula salivar exposta a concentragdao
de 5,0 mg de extrato de Cannabis / 1J: Glandula salivar exposta a concentracao de 10,0 mg de
extrato de Cannabis / 1K: Glandula salivar exposta a concentracido de 20,0 mg de extrato de
Cannabis / 1L: Glandula salivar exposta a concentracao de 40,0 mg de extrato de Cannabis.

A : . EOE——

Fonte: Camargo-Mathias et al., 2024
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2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos aqui apresentados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Uso Animal (CEUA, Instituto de Biociéncias, UNESP — Campus Rio Claro), protocolo n°
000405.

2.1. Obtencao do extrato da Cannabis sativa

O extrato bruto das inflorescéncias da C. sativa para a realizacdo desse projeto foi
gentilmente cedido pela Associacdo Candbica Maria Flor, localizada na cidade de Marilia — SP,
produzido sob a supervisdo técnica da Dra. Caroline Marroni Cremonez, Diretora Cientifica da
Associacdo e com quem foi estabelecida colaboragdo. A andlise fitoquimica do extrato foi
realizada pela DALL Solucdes Analiticas e Empresariais, lotada em Curitiba — PR, e
supervisionada pelo Dr. Gustavo Bertol, Gerente Técnico da empresa, em parceria com a
Associacdo Candbica Maria Flor.

O extrato antes de ser utilizado passou por diluicdes em etanol 30% nas
concentracdes de: 2.5 mg/mL, 10.0 mg/mL e 20.0 mg/mL (Nasreen et al., 2020), baseadas em
estudos prévios realizados com carrapatos da espécie R. microplus, e que mostraram eficiéncia
acaricida também em carrapatos R. linnaei (Figura 1). O extrato nas diferentes concentragdes
foi borrifado nos camundongos Mus musculus cuja metodologia de aplicacao segue descrita no

item 2.5.

2.2. Mus musculus
Dez fémeas, da espécie Mus musculus, saudaveis, com peso aproximado de 40g,
e idade entre 8 e 10 semanas, adquiridas do Centro de Pesquisa e Produc¢ao de Animais (CPPA)
da UNESP de Botucatu - SP, Brasil, foram alocadas em sala do Biotério do Instituto de
Biociéncias da Unesp/Rio Claro, em caixas retangulares de polipropileno (30x20x13cm)
identificadas (2 animais/caixa) em condi¢des normais de temperatura 22°C + 2° C, e umidade
(50%), ventilacao apropriada, exaustor, fotoperiodo de 12 horas e alimentadas com racdo e dgua

ad libitum.

2.3. Coleta da urina e exames laboratoriais das amostras
A coleta da urina das fémeas, via mic¢do espontanea, foi realizada utilizando-se
gaiola metabdlica com medidas internas 20cm de didmetro e 14 cm de altura, confeccionada

em aluminio, a prova de fuga e que abrigou os camundongos. Os animais tiveram livre acesso
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ao bebedouro e ao comedouro. Antes da realizagdo das coletas, os animais passaram por um
periodo de aclimatacao de 24h na gaiola metabdlica e apds, permanecerdo por 24h para a coleta
de urina, recebendo dgua e ragdo comercial marca BioTron ad libitum com periodo de
iluminagdo e escuriddo alternados (12h para cada fotoperiodo) durante todo o processo.

A urina coletada foi recolhida em tubo Falcon e refrigerada (2°C — 8°C) até a
realizacdo do teste (periodo menor do que 18 horas) de urindlise em laboratorio de andlises

clinicas veterindrias (item 2.4).

2.4. Analise clinica da urina
A andlise clinica foi realizada no Centro de Diagndstico Veterinario “CediVet”,
localizado na cidade de Rio Claro, SP. Os parametros fisicos, bioquimicos e microscépicos que
foram considerados sdo: cor, odor, nimero de leucdcitos, urobilinogénio, bilirrubina,
hemograma, nitritos, pH, densidade, proteina, glicose, corpos cetonicos, além de presenca de

bactérias e leveduras.

2.5. Exposicao das fémeas ao extrato da C. sativa via aspersao

As 10 fémeas de camundongos Mus musculus foram alocadas nos seguintes grupos
experimentais:

Grupo Controle Agua Destilada (CA): expostas a dgua destilada;

Grupo Controle Etanol (CE): expostas ao etanol 30%, solvente do extrato a ser
testado;

Grupo Tratamento (T1): expostas ao extrato de C. sativa na concentracdao de 2.5
mg/mL;

Grupo Tratamento (T2): expostas ao extrato de C. sativa na concentragdo de 10.0
mg/mL;

Grupo Tratamento (T3): expostas ao extrato de C. sativa na concentracdo de 20.0
mg/mL.

As exposigdes foram realizadas em 3 dias consecutivos, com intervalos de 24h entre
cada uma, utilizando-se frascos sprays esterilizados, segundo protocolo j4 descrito na literatura
pertinente (Brasil, 2015), simulando a aplicacdo de acaricidas comerciais em animais
hospedeiros de carrapatos. Os camundongos foram contidos fisicamente para que fiquem
1moveis até o borrifamento dos extratos diluidos, no dorso dos mesmos, evitando assim a
exposicao do extrato por outras vias, como nariz, boca e olhos. Apds cada exposi¢do, 0s animais

foram observados por 14 dias.
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No 14° dia p6s exposicao, todos os individuos foram eutanasiados, por superdosagem
de analgésicos com cloridrato de ketamina (80 mg/kg MC/IP) e cloridrato de xilasina (20mg/kg
MC/IP) e tiveram os rins e o figado coletados, seguindo protocolo estabelecido por Cunha,
(2017).

Os procedimentos de remog¢do dos 6rgaos foram realizados pelo veterinario responsavel
pelo Biotério do Departamento de Biologia Geral e Aplicada do IB, UNESP - Rio Claro, SP,
MS Gabriel Correia de Camargo, CRMV-SP 52730/SP, segundo metodologia indicada pelo
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal). Os 6rgdos coletados

foram imediatamente fixados em mistura aquosa de Bouin onde permaneceram por 7 dias.

2.6. Analise morfolégica dos rins e figado dos camundongos M. musculus

Ap0s a fixacdo, o material foi lavado em solu¢do tampao fosfato de sédio por 2 vezes,
em seguida, desidratado em série crescente de dlcool etilico (70, 80, 90, 95 %) com intervalos
de 30 minutos cada, e logo apés, embebido em historesina Leica®. A inclusdo ocorreu em
moldes plasticos contendo resina+polimerizador que posteriormente foram levados a estufa
com temperatura de 37°C até a polimerizacdo da resina. Ap0s esse periodo, os blocos contendo
fragmentos dos 6rgdos (rins e figado) foram seccionados em micr6tomo LEICA RM 2255, com
seccoes de 3 um de espessura que foram recolhidas em laminas de vidro previamente limpas e

colocadas para secagem ao ar livre.

2.7. Coloracao pela hematoxilina de Harris e eosina aquosa (HE)

Por esta técnica, é possivel avaliar como se encontra a organizacdo do tecido e a
integridade das células que dele fazem parte. As laminas contendo as seccoes histolégicas dos
rins e do figado foram, apds a fixagdo, hidratadas em agua destilada por um minuto, coradas
com hematoxilina durante 10 minutos e entdo lavadas por quatro minutos em agua parada e
depois em dgua corrente. Em seguida, foram coradas pela eosina aquosa por cinco minutos e

novamente lavadas em dgua corrente.

2.8. Histoquimica

2.8.1. Coloracao pelo Xylidine Ponceau (segundo Guerra, Medeiras Filho &
Gallao, 2006, para deteccao de proteinas)

As laminas com fragmentos dos rins e do figado foram cobertas com 4cido acético

glacial a 3%, pH 2,5. A coloragdo com o Xylidine Ponceau ocorreu durante 15 minutos a
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temperatura ambiente, seguindo-se a lavagem em &cido acético 3% durante 15 minutos, dgua

destilada por 2 minutos. Apds esse processo, foram secas e montadas em Entellan® e laminulas.

2.8.2. Detecciao da atividade de Fosfatase Acida

Para a realizacdo desta técnica, as laminas contendo as seccdes do figado e dos rins
foram incubadas cobertas a 37°C durante 48h na seguinte mistura de solutos: SmL de soluto
Stock I (tampdo acetato 0,05M com 1,2¢g de nitrato de chumbo) e 50 mL de soluto II (soluto
glicerofosfato de sédio 3% (0,1M)). Apds a incubacdo, as 1aminas foram lavadas com dgua
destilada durante 30 minutos e posteriormente incubadas em sulfeto de amdnio por 2 minutos.
ApOs esse processo, foram lavadas novamente com 4gua destilada e contra-coradas com
Hematoxilina. Foram secas em temperatura ambiente até o processo de montagem, rapidamente

mergulhadas em xilol e montadas com Entellan® entre laminula de vidro previamente limpa.

2.9. Fotodocumentacao
As laminas permanentes obtidas foram analisadas e fotodocumentadas em
fotomicroscopio de luz de campo claro LEICA DM750 alocado no Laboratério de Microscopia

do Departamento de Biologia Geral e Aplicada do IB/UNESP/RC.
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3 RESULTADOS

No presente trabalho estdo sendo apresentados os resultados obtidos da exposi¢do de
camundongos a diversas concentracoes do extrato da C. sativa, quando analisado a

concentragdo de creatinina na urina, o tecido renal e hepatico dos mesmos.
3.1. Creatinina

Os resultados dos niveis de creatinina um subproduto do metabolismo muscular,
considerado como um bioindicador importante da regularidade da funcdo renal (Oliveira,

2019). Os resultados obtidos estdo apresentados no Quadro 1.

As concentracdes de creatinina obtidas com a andlise da urina dos animais de todos os
grupos estiveram abaixo do valor de referéncia maximo (Quadro 1), o que foi interpretado
como um indicativo de que ndo houve alteracdes na fisiologia renal em funcdo da exposi¢do a

diferentes concentragdes da C. sativa.

Quadro 1: Analise clinica da urina, com valores de creatinina

CA 0,3 <14
CE 0,3 <14
T1 0,3 <14
T2 0,4 <14
T3 0,3 <14

Fonte: Autor, 2025
3.2. Morfologia dos rins
3.2.1. Grupos Controle

A analise dos camundongos alocados no Grupo Controle Agua (CA), como ja era
esperado, mostrou que a regido cortical dos rins desses animais estava integra, com a
organizacao tecidual e celular preservada, conforme descrito por Junqueira & Carneiro (2023).
Foram identificados os corpusculos de Malpighi, envoltos por suas respectivas capsulas de
Bowman, estas ultimas com epitélio escamoso caracteristico, observado via seus nucleos
achatados e bem preservados (Figura 2A). Além dessa parte do néfron, também foi possivel
observar os tibulos contorcidos proximais e distais, os quais exibiram células cubicas e

mononucleadas, organizadas em um epitélio simples, que se manteve preservado (Figura 2A).
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A andlise histoquimica para detec¢@o de proteinas acidas (Xylidine Ponceau) na regido
cortical dos rins dos animais dos Grupos Controle (CA e CE), mostrou forte marcacao nas alcas
capilares dos glomérulos e uma reagao intensa nas células da capsula de Bowman. O espago de
Bowman e o limen dos tubulos contorcidos distais ndo foram marcados (Figura 2B). Os
nucleos das células epiteliais dos tubulos contorcidos, tanto proximais quanto distais, exibiram

reacdo moderada ao corante.

A histologia dos rins no Grupo Controle Etanol (CE), mostrou dados morfoldgicos que
foram semelhantes aos do Controle Agua (CA), ou seja, sem indicios de alteragdes no tecido,
indicando que a exposi¢do ao solvente do extrato também ndo causou danos estruturais a essa

regido do 6rgdo (Figura 2B).
3.2.2. Grupo Tratado T1 - (2,5 mg/mL do extrato de C. sativa)

A analise histoldgica mostrou que a regido cortical dos rins desses animais permaneceu
integra, assim como observado nos Grupos Controle, ressaltando que os corpusculos de
Malpighi puderam ser claramente identificados. No entanto, observou-se a ocorréncia de
alteracdes morfoldgicas, que implicaram na reducdo do diametro do limen dos tubulos
contorcidos proximais e distais (Figura 2C). Além disso, o citoplasma das células dos tubulos

proximais apresentou-se mais acidofilo (mais rosada) em relagdo a dos tubulos distais.

A deteccdo de proteinas, via teste histoquimico revelou um padrdo de marcacdo
semelhante aquele dos Grupos Controle CA e CE, porém, nos glomérulos e nas células dos
tubulos contorcidos a marcagdo foi menos intensa, ou seja, a coloracao ficou mais clara, tanto
no nucleo quanto no citoplasma. O Iimen dessas estruturas foram observados mais amplos

quando comparou-se com aqueles dos animais dos Grupos Controle (Figura 2C).
3.2.3. Grupo Tratado T2 - (10 mg/mL do extrato de C. sativa)

Os resultados histologicos mostraram alteragdes no limen dos tiibulos contorcidos, visto
que os mesmos tiveram seu diametro reduzido, quando comparou-se com aqueles do Grupo
CA. Apesar da preservacgao da integridade das células epiteliais dos corptisculos, houve indicios
de hipertrofia das mesmas, alteragdo essa que pode ter contribuido para a diminui¢ao do
diametro luminal. Ainda que reduzido, esse didmetro foi maior do que o observado no Grupo
T1. Acredita-se também que essa hipertrofia celular possa ter pressionado os corpusculos de
Malpighi, aproximando o glomérulo da capsula de Bowman o que reduziu o espago entre essas

estruturas (Figura 2D).
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Histoquimicamente a marcagdo das proteinas foi fortemente positiva nos corptsculos
de Malpighi e nos tibulos contorcidos proximais e distais, com forte alaranjada, o que realgou

a extensao das areas teciduais onde uma desorganizagao celular se instalou (Figura 2D).
3.2.4. Grupo Tratado T3 - (20 mg/mL do extrato de C. sativa)

A histologia mostrou que houve uma desorganizacao estrutural na regido cortical dos
rins desses animais em funcao da exposicdo ao extrato (Figura 2E). Foram detectados espagos
entre os tubulos contorcidos, o que afetou também a estrutura de alguns corpusculos de
Malpighi, especialmente na capsula de Bowman (Figura 2E). Além disso, verificou-se que
houve uma desorganizagdo nos glomérulos, a qual foi detectada via disposicao atipica dos

nucleos celulares nessas estruturas (Figura 2E).

No grupo exposto a maior concentracdo do extrato de C. sativa, a histoquimica dos rins
para marcagao de proteinas revelou areas intensamente marcadas, particularmente ao redor dos
glomérulos e dos tubulos contorcidos (Figura 2E). Os nucleos das células dos tubulos
contorcidos apresentaram contornos bem definidos, mas com evidente picnose e nitida

marginaliza¢do da cromatina (Figura 2E).
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Figura 2: Seccdes histologicas da regido cortical do rim de camundongos Mus musculus dos
Grupos Controle CA e CE e Grupos Tratamento 1-3. A = Grupo Controle CA (adgua destilada).
B = Grupo Controle CE (etanol 30%). C = Grupo Tratamento T1 (2,5 mg/mL do extrato de C.
sativa). D = Grupo Tratamento T2 (10 mg/mL do extrato de C. sativa). E = Grupo Tratamento
T3 (20 mg/mL do extrato de C. sativa). tc = tibulo contorcido; tcp = tibulo contorcido proximal;
tcd = tiibulo contorcido distal; * = edema; tracejado = corptisculo de Malpighi. Barras: (A — E):
50 um.



Fonte: Autor, 2025
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Fonte: Autor, 2025
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Fonte: Autor, 2025
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Fonte: Autor, 2025
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Fonte: Autor, 2025
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3.3. Morfologia do figado
3.3.1. Grupos Controle

Os resultados obtidos das fémeas de camundongos que foram expostas a dgua
destilada e ao etanol 30% mostraram que ndo houve alteragdes no figado, o que ja era esperado
e também corroborando os dados descritos por Junqueira & Carneiro (2023) para o 6rgao em
estado morfofisiologico normal. E confirmada a preservagéo e a integridade do tecido hepatico
(Figs. 3A-B ¢ 4A-B). A histologia mostrou que os hepatdcitos se encontraram organizados em
corddes celulares dispostos radialmente no interior do 16bulo hepatico, partindo da periferia do
orgdo em direcdo a veia centrolobular, se interconectando de maneira complexa, formando uma
estrutura labirintica semelhante a uma esponja (Figs. 3F-G). Assim como descrito para o 6rgao

em estado normal, os hepatocitos apresentaram-se mono ou binucleados (Figs. 3A-B)

Os resultados histologicos também permitiram observar as células de Kupffer, estas

possuindo ntcleos maiores € com morfologia alongada (Figs. 3A-B, G ¢ 4A-B).
3.3.2. Grupo Tratado 1 - (2,5 mg/mL do extrato de C. sativa)

A exposi¢do dos camundongos a concentracao de 2,5 mg/mL do extrato provocou
alteragdes no tecido hepatico que foram observadas sob a forma de vacuolizagado citoplasmatica
no hepatocito, bem como um acumulo de lipidios no tecido em geral indicando ai uma possivel

ocorréncia de esteatose hepatica (Fig. 4C).
3.3.3. Grupo Tratado T2 - (10 mg/mL do extrato de C. sativa)

A exposi¢ao dos camundongos a concentragdo de 10 mg/mL do extrato de C. sativa
resultou em alteracdes significantes no tecido hepatico, ou seja, observou-se que muitos
hepatocitos, apesar de terem mantido sua distribuicdo de forma radial caracteristica, ndo
puderam ter seus limites evidenciados (Figs. 3D e 4D). As células de Kupffer mantiveram seus
formatos, tamanhos e propor¢ao semelhantes ao observado nos Grupos Controle € no Grupo T1
(Figs. 3-4). Os nucleos dos hepatocitos, embora visiveis, exibiram picnose, ou seja, estavam
com a cromatina condensada e consequentemente tiveram seus tamanhos diminuidos (Fig. 3D).
Além disso, foram observados nucleos em processo de fragmentagao (indicios de morte celular)
e, outros ainda, com extensa marginalizagdo da cromatina (Figs. 3D e 4D). Puderam também

ser observados hepatocitos apresentando vacuolizagdo citoplasmatica (Figs. 3D, I e 4D).

3.3.4. Grupo Tratado T3 - (20 mg/mL do extrato de C. sativa)
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Ao contrario do observado nos Grupos Controle e nos Tratados T1 e T2, a histologia no
tecido hepatico de camundongos expostos a concentragdo de 20mg/mL do extrato da C. sativa,
revelou alteragdes importantes na morfologia do tecido, que mostrou clara desorganizagao de
sua estrutura normal, onde os hepatocitos sofreram alteragdes na sua forma e no seu tamanho
(Figs. 3E e 4E). Assim como observado no Grupo Tratado 2, os limites celulares dos
hepatocitos ficaram pouco definidos (Figs. 3E e 4E) e ainda muitos deles com extensa presenca
de vacuolos, principalmente ao redor dos nucleos (Fig. 3E), além da presenca de goticulas de
lipideo (sinalizando indicios de esteatose hepatica) (Figs. 3E ¢ 4E). Ressalte-se que a grande
maioria dos nicleos estava com a cromatina totalmente marginalizada, ou condensada ou ainda

em processo de fragmentacgdo (Figs. 3E e 3J).

A aplicagdo da técnica histoquimica para detec¢ao de proteinas marcou fortemente as
areas do citoplasma dos hepatdcitos, ressaltando a intensa vacuolizagdo (Fig. 4E). Além disso,
alguns hepatdcitos pareciam estar sofrendo fusdo dos seus nucleos, quando os mesmos eram

binucleados (Fig. 4E).

Para melhor compreensdo dos resultados aqui obtidos, as alteragdes encontradas nos

Grupos Tratados foram sumarizadas na Quadro 2.

Quadro 2: Alteragdes morfoldgicas que foram observadas no tecido hepatico de camundongos

Mus musculus e que foram expostos ao extrato de C. sativa em diferentes concentragdes.

Parametros Grupo T1 2,5 mg/mL)  Grupo T2 (10 mg/mL) Grupo T3 (20 mg/mL)

Presenca de Alta (++) Moderada (+) Muito Alta (+++)

vacuolos/lipidio no

citoplasma

Limites celulares Preservados (-) Comprometidos (++) Muito  Comprometidos
(+++)

Picnose nos hepatécitos =~ Ausente (-) Moderada (++) Intensa (+++)

Fragmentacao dos | Ausente (-) Alguns indicios (+) Presente (+++)

nucleos dos hepatocitos

Desorganizagio Ausente (-) Ausente (-) Extensa (+++)
tecidual
Fusio Nuclear Ausente (-) Ausente (-) Presente (++)

Legenda: (-) Negativo/Ausente; (+) Presente; (++) Pouco presente; (+++) Muito presente.
Fonte: Autor, 2025
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Figuras 3 e 4: Seccdes histologicas do figado de camundongos Mus musculus dos Grupos
Controle CA (Agua destilada) e CE (Etanol 30%) e dos Grupos Tratamento 1-3. A/F = Grupo
Controle CA; B/G = Grupo Controle CE; C/H = Grupo Tratamento T1 (2,5 mg/mL do extrato
de C. sativa); D/I = Grupo Tratamento T2 (10 mg/mL do extrato de C. sativa); E/J = Grupo
Tratamento T3 (20 mg/mL do extrato de C. sativa).

Kc: célula de Kupffer; n: nucleo; h: hepatocito; va: vacuolizacdo; I: esteatose (A — E): 50 um.



Fonte: Autor, 2025
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Fonte: Autor, 2025
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4 DISCUSSAO

A busca por alternativas de controle de carrapatos, tem sido atualmente o foco de muitas
pesquisas, visto que os produtos que vém sendo comercializados com esse propdsito sao na sua
maioria formulados a partir de bases quimicas sintéticas, o que traz aos organismos nao alvos,
bem como ao meio ambiente, problemas que muitas vezes tornam-se irreversiveis (Lima-de-
Souza et al., 2023; Tian et al., 2023). Assim, tentando minimizar esse tipo de dano, estratégias
de controle que sejam mais sustentaveis e menos agressivas, vém sendo pesquisadas e, aqui
cabe ressaltar que os bioativos encontrados em diversas plantas, ja foram comprovadamente
testados em laboratério e se mostraram excelentes carrapaticidas (Abreu, 2023; Gongalves,

Huerta & Freitag, 2016).

Nesse sentido o uso de extratos obtidos a partir de inflorescéncias da planta Cannabis
sativa vem demonstrando resultados bastante animadores, o que levou ao desenvolvimento do
trabalho em tela que teve como objetivo avaliar se a exposi¢ao a diferentes concentragdes desse
extrato provocaria alteragdes morfo-histoldgicas nos rins e no figado de camundongos Mus
musculus aqui utilizados como modelos hospedeiros de carrapatos Rhipicephalus linnaei
(carrapato marrom do cdo). Essa abordagem foi de extrema importancia, visto que, muito se
tem registrado sobre o que os quimicos carrapaticidas causam nos carrapatos, mas pouco se
sabe quais sdo seus efeitos nos hospedeiros. Ainda a escolha para analise dos rins e do figado
dos hospedeiros, foi importante, visto que estes Orgdos desempenham papéis centrais na
homeostase € no metabolismo de xenobidticos, os rins, por serem considerados como os
principais orgdos do sistema urinario, sendo responsaveis por manter o equilibrio hidrico e
eletrolitico, além de fun¢des endocrinas e de regulagdo de proteinas (Junqueira & Carneiro,
2023; Frazier et al., 2012) e o figado, por ser o principal sitio de biotransformagdo de
compostos, incluindo os canabinoides, tornando-o um orgdo altamente suscetivel a acdo de

substancias toxicas (Junqueira & Carneiro, 2023).

Os resultados morfoldgicos dos rins e do figado, bem como do comportamento da
creatinina presente na urina, € que foram obtidos nos bioensaios com os grupos controle, ja
eram esperados, uma vez que nesse grupo a exposicao foi a agua destilada e ao etanol 30% o
que nao trouxe alteracdes aos orgaos, dados esses que corroboraram aqueles de Porwal, Khan,
Maheshwari (2017), que avaliaram o efeito toxico provocado pela exposicao de ratos ao extrato
de folhas de Marsdenia tenacissima, planta popularmente conhecida como “Rajmahal hemp”

(canhamo de Rajmahal) em inglés e “Marua bel” em hindi. Com relagdo a creatinina nesses
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grupos, os valores se mantiveram em niveis normais (abaixo do valor de referéncia para a
espécie) reforgando a auséncia de comprometimento da taxa de filtracdo glomerular (TFG), um
preditor crucial da func¢do renal (Thrall ez al., 2022; Alvarez-Argote et al., 2022). Conforme as
diretrizes estabelecidas pela National Kidney Foundation, a creatinina sérica (e, por extensao,
a urinaria, que reflete sua depuragdo) ¢ um biomarcador fundamental na estimativa da TFG,
sendo que niveis dentro da faixa de normalidade sdo indicativos de fung¢do renal preservada

(Jones & Lim, 2003).

Quando realizou-se a exposi¢ao dos animais aos extratos da C. sativa, observou-se que
sim, o extrato alterou a morfologia dos rins e do figado e ainda mais, observou-se uma relagao
de dose-dependéncia, visto que muito embora o figado tenha sido mais sensivel a exposi¢ao as
menores concentracdes do extrato (2,5 mg/mL) do que os rins, as concentracdes mais altas (10
mg/mL e 20 mg/mL) afetaram mais intensamente ambos os 6rgdos. Segundo outros trabalhos
disponiveis na literatura (Yousef et al., 2010), a toxicidade diferencial entre orgdos e a
dependéncia da dose da substancia toxica, sao fendmenos amplamente reconhecidos em estudos
com xenobidticos. Nesses estudos, o figado, devido ao seu papel central no metabolismo dessas
substancias, frequentemente demonstra maior vulnerabilidade a sua agdo, ou ainda € o primeiro
orgao a ser por elas afetado. Como exemplo, pode-se citar os estudos que avaliaram a toxicidade
em ratos, apds exposi¢do ao paracetamol, cujos resultados mostraram a ocorréncia de alteragdes
histolégicas tanto no nivel hepético quanto no renal, sendo no hepéatico consideradas pelos

autores como as mais agressivas e que causaram mais lesdes (Yousef ef al., 2010).

Quando foram obtidos os resultados da creatinina, bem como da histopatologia renal,
quando da exposi¢ao a concentra¢do mais baixa (2,5 mg/mL) do extrato da C. sativa, observou-
se que os rins nao sofreram alteragdes estruturais significantes, uma vez que os valores de
creatinina mantiveram-se idénticos aos dos grupos controle, o que sugeriu que a TFG (taxa de
filtragdo glomerular) ndo foi comprometida (Alvarez-Argote et al., 2022). Esses dados também
corroboraram aqueles encontrados na literatura em trabalho desenvolvido por Bookout et al.
(2024) que expods cdes da raca Beagle ao 6leo de canabidiol de amplo espectro, com acido
canabidiolico a 5 mg de canabinoides totais/kg de peso corporal/dia, verificando que doses mais
baixas de canabinoides seriam bem toleradas pelos cdes e ndo provocariam efeitos adversos
nesses animais. De forma similar, a auséncia de danos morfo-histolégicos renais na exposicao
as baixas concentracdes do extrato também foi observada em estudos com exposicao a outras

plantas, como na avaliacdo de toxicidade aguda e subaguda de extrato folhas de pinhdo-manso



37

(Jatropha curcas L.) em camundongos, onde doses subletais de 200 mg/Kg ndo provocaram

lesdes histopatoldgicas no tecido renal (Sawadogo et al., 2018).

Em claro contraste aos efeitos ocorridos no rim, a exposi¢ao a essa concentragao de 2,5
mg/mL do extrato da C. sativa, os resultados obtidos para a histologia do figado mostraram que
esse foi o 6rgdo que sofreu as maiores alteragdes, visto que os hepatdcitos apresentaram
vacuoliza¢do citoplasmatica, bem como presenca no tecido de goticulas de lipidios,
caracterizando a instalagdo de um quadro de esteatose hepatica, patologia que acarreta no
figado acimulo anormal de lipidios, principalmente triglicerideos no citoplasma das células,
sendo assim considerado o estagio inicial da Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcoodlica
(DHGNA) (Tamaki, Ajmera & Loomba, 2022). Sua importincia clinica residiria no potencial
de progressdo para esteato-hepatite, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, destacando-a
como precursora das doencgas hepaticas graves. Nesse trabalho aqui desenvolvido, os resultados
foram semelhantes aqueles encontrados por outros autores que desenvolveram outros estudos e
puderam demonstrar que mesmo que a exposicdo de uma substincia toxica seja em baixa
concentragdo, existe a possibilidade da ocorréncia de disturbios no metabolismo lipidico
hepatico, resultando na esteatose, assim como ¢ verificado ocorrer em modelos de doenga
hepatica induzida por dieta e por agentes diabetogénicos (Dwivedi & Jena, 2020). No nosso
estudo inferiu-se que a esteatose possa ter sido um sinal de estresse metabolico hepdtico
resultante da exposicdo ao extrato, sem, no entanto, exceto no surgimento de vacuolizacao

citoplasmatica, ter levado a danos celulares/teciduais mais extensos.

A avaliacdo renal depois que realizou-se a exposi¢ao dos camundongos ao extrato da C.
sativa na concentracdo de 10 mg/mL, mostrou que histologicamente houve um aumento no
diametro do limen dos tibulos contorcidos, bem como hiperplasia das suas células epiteliais,
alteragdes morfoldgicas estas que provavelmente resultaram, na compressao dos corpusculos
de Malpighi, culminando na redugdo do espago que ¢ normalmente encontrado entre a capsula
de Bowman e o proprio glomérulo. Tais achados foram indicativos de uma resposta renal
adversa a essa concentracdo do extrato, corroborando dados semelhantes encontrados por
outros autores, que descreveram a ocorréncia de alteragdes renais quando realizaram a
exposicdo de camundongos a agentes sabidamente nefrotoxicos como no caso do fungicida
tirame (Paiva et al., 2013). Apesar desses resultados histoldgicos, a andlise dos niveis de
creatinina urinaria foram pouco variados quando se comparou aqueles obtidos dos grupos
controle, para a TFG nos rins, sugerindo que nao houve disfun¢do glomerular grave, ou até caso

tenha havido, essa foi mais leve (Alvarez-Argote et al., 2022).
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Os resultados revelados quando realizou-se a exposicao na concentragdo de 10 mg/mL,
mostraram que no tecido hepatico houve uma progressao das alteragdes, o que permitiu inferir
que houve lesdao hepatica. Notou-se a perda dos limites celulares dos hepatocitos, bem como
picnose na maioria dos nucleos, ¢ ainda alguns deles ja com indicios de fragmentagao,
alteracdes essas que seriam fortes indicativos da ocorréncia de dano tecidual e celular
irreversiveis (Elmore, 2007). Nesse quadro de lesdo hepdtica severa, como aqui observado, a
morte de hepatdcitos poderia desencadear complexos mecanismos de resposta no tecido
remanescente, incluindo alteracdes na ploidia celular. Outros trabalhos como aquele
desenvolvido por Matsumoto (2022) destacaram que a poliploidia, bem como outras alteragdes
de ploidia em hepatocitos seriam frequentemente observadas em figados lesionados ou em
processos de carcinogénese. Embora a picnose e a fragmentagdo nuclear sinalizem a eliminag¢ao
de células danificadas, a resposta do figado a essa perda celular pode envolver a proliferagdo
de hepatdceitos com diferentes niveis de ploidia como parte da regeneragdo ou de uma adaptagao
patoldgica ao estresse cronico que o Orgdo esteja sofrendo. Esse resultado contrastaria
marcadamente com aqueles obtidos para o grupo de exposi¢do a 2,5 mg/mL, onde as alteragdes
mais severas foram aquelas relacionadas a esteatose, sem sinais indicativos de morte celular

como picnose ou fragmentacao nuclear.

A maior concentragdo do extrato da Cannabis que foi aqui testada, ou seja, a de 20
mg/mL provocou severos danos morfoldgicos tanto nos rins quanto no figado dos camundongos
expostos, sendo, no entanto, esse tltimo o 6rgao que exibiu uma desorganizagao estrutural mais

acentuada.

Para a histopatologia renal, os dados da exposi¢do dos camundongos a concentragao de
20 mg/mL revelaram a ocorréncia de necrose e de alteracOes consideraveis nas células dos
tabulos contorcidos, o que refletiu no limen dos mesmos que passaram a exibir diametro
reduzido. Dados semelhantes foram também obtidos no estudo conduzido por Randjelovic et
al. (2012), que registraram que houve alteracdes renais quando da exposicdo de ratos as
concentracdes mais altas de gentamicina (antibiotico que inibe a producdo de proteinas em
bactérias) e ao acido salicilico (utilizado no alivio de dores e de condi¢des inflamatorias),
compostos que servem de modelo de nefrotoxicidade. Outra alteragdo observada nessa
exposi¢ao foi encontrada nas células epiteliais dos glomérulos, que embora estruturalmente
integras, exibiram hipertrofia, uma alteragao morfoldgica que provavelmente contribuiu para a
redu¢do do espaco entre a cdpsula de Bowman e o glomérulo (espaco de Bowman),

pressionando este ultimo contra a capsula. Esse resultado poderia ser um indicativo da
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ocorréncia de nefrotoxicidade, o que foi também observado nos rins de camundongos que foram
expostos a gentamicina pelos pesquisadores Mahmoud & Farag (2017), os quais registraram
que essa substancia induziria a ocorréncia de alteracdes histologicas significantes nos
glomérulos, bem como nos tiibulos renais, alteracdes essas que incluiriam atrofia glomerular e
degeneragdo tubular, evidenciando assim o efeito toxico do farmaco sobre a morfologia renal.
Por fim, a presenca de edema no intersticio entre os tubulos contorcidos aqui observada, inferiu
a ocorréncia de inflamagao aguda e lesdo tubular renal, achado frequente em nefropatias toxicas

(Frazier et al., 2012).

Clinicamente, a analise de creatinina urindria para os rins dos animais expostos a essa
concentragdo, mostrou a manutencao dos valores que também foram encontrados nos grupos
controle. Cabe ressaltar, no entanto, que segundo Alvarez-Argote et al., (2022), esse pardmetro
de nivel de creatinina sérica poderia ser considerado em camundongos como um marcador

ineficaz, o que poderia ndo refletir completamente a ocorréncia ou ndo de dano tecidual

A desorganizagdo estrutural observada no figado em fungdo da exposi¢do a
concentragdo mais alta do extrato aqui testada, foi acompanhada de extensa morte de
hepatocitos. Dentre os danos observados esta aquele referente a disposicdo dos cordodes
hepaticos, a qual foi severamente comprometida. Além dessa, os hepatocitos sofreram
alteracdes na sua forma e tamanho, bem como a maioria deles perdeu seus limites e
apresentaram vacuoliza¢do citoplasmdtica marcante, também acompanhada da presenca de
goticulas lipidicas, intensificando os indicios de esteatose hepatica severa. Outra importante
alteracdo que foi observada foi com relagdo a fusdo de nucleos observada em alguns hepatdcitos
binucleados, sugerindo uma resposta patologica severa ou tentativa de reparo de falha segundo
Kim et al., (2022). Esse dado obtido corroborou outros encontrados na literatura pertinente que
exploraram a poliploidia dos hepatocitos em doencas hepaticas. Conforme destacado por Kim
et al., (2022) em sua revisdo sobre a poliploidizacdo (processo que pode envolver a fusdo
nuclear de células binucleadas) de hepatdcitos e suas implicagdes na patogénese de doencas
hepaticas, a poliploidizac¢do seria uma resposta do figado a injuria a que o 6rgdo estaria sendo
exposto. Embora considerado um mecanismo compensatorio para ainda manter a funcao do
orgdo em face dos danos, a presenca de hepatdcitos poliploides ou com fusdo nuclear em um
cenario de lesdo severa, também estaria indicando uma tentativa de reparo, ou uma
predisposicao a uma sequéncia de processos patoldgicos mais graves, incluindo a fibrose e a

carcinogénese.
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De forma geral, as alteragdes hepaticas, encontradas na exposi¢ao ao extrato da C. sativa
nessa concentragdo, sugeriram que o 6rgao perdeu a capacidade de desintoxicagdo, permitindo
inferir que em altas concentragdes, o mesmo, embora ser ainda um eficiente carrapaticida,
provoca danos de carater hepatotdxico. Ogar ef al., (2023) realizando estudos que expuseram
ratos Wistar a altas concentracdes de extrato de cha verde, ou popularmente conhecido como
cha-da-india (Camellia sinensis), verificaram que, além da instalagio de esteatose no 6rgio,
com goticulas lipidicas distribuidas por todo o tecido hepdtico, detectou-se também a presenca
de inflamagao leve, patologias que associadas certamente acarretaram na disfun¢do hepatica e

no comprometimento do metabolismo do animal exposto.

No Quadro 3 foram resumidas todas as alteragdes morfo-histologicas que foram
encontradas nos rins e no figado, durante a execucdo dos bioensaios que fizeram a exposi¢ao

de camundongos Mus musculus a diferentes concentragdes do extrato da Cannabis sativa.

Quadro 3: Alteracdes morfologicas que foram observadas no figado e nos rins de
camundongos Mus musculus que foram expostos a agua, ao etanol 30% e ao extrato de C. sativa
(carrapaticida) em diferentes concentragdes.

FIGADO

Integridade Geral Preservada (-) | Preservada (-) @ Desorganizada Extensamente
(++) Desorganizada

(+++)

Vacuolizagao Ausente (-) Alta (++) / Moderada (++) Intensa (+++) /

Citoplasmatica/ Sugestiva  de Esteatose Severa

Esteatose Esteatose

Limites Celulares Visiveis (-) Visiveis (-) Pouco  visiveis Nao observados
(++) (+++)

Picnose no Ausente (-) Ausente (-) Moderada (++) Intensa (+++)

Hepatacito
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Fragmentacio Ausente (-) Ausente (-) Indicios (+) Presente (++)

Nuclear

Fusao Nuclear Ausente (-) Ausente (-) Ausente (-) Presente (++)

Integridade Geral Preservada (-)  Preservada (-) = Comprometida Severamente

(++) Comprometida

(+++)

Didmetro do Limen Normal (-) Normal (-) Aumentado (++) | Reduzido (+++) /

Tubular (Distal e Necrose

Proximal)

Hipertrofia das Ausente (-) Ausente (-) Presente (++) Muito  Presente

Células Epiteliais (+++)

Tubulares

Comprometimento Ausente (-) Ausente (-) Provavel Compressao/

Corpusculos de Compressao/ Reducao Espaco

Malpighi/Espaco de Redugdo Espago  (+++)

Bowman (++)

Edema Intersticial Ausente (-) Ausente (-) Ausente (-) Presente (+)

Necrose Tecidual = Ausente (-) Ausente (-) Ausente (-) Presente (+)

Renal

Legenda de Intensidade: (-) Negativo/Ausente; (+) Pouco presente; (++) Presente; (+++) Muito
presente. Fonte: Autor, 2025
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5 CONCLUSAO
Desta maneira, os dados encontrados no presente estudo, que avaliou o potencial do
extrato de Cannabis sativa nas concentragdes de 2.5 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL, por meio
da andlise morfo-histologica dos rins e do figado de camundongos Mus musculus e analise

clinica da urina, demonstraram que:

1. A concentracdo mais baixa do extrato (2,5 mg/mL) foi melhor tolerada nos rins do que
no figado, nao causando nos primeiros danos morfo-histologicos;

2. Nos rins, a concentracao de 10 mg/mL do extrato de C. sativa induziu surgimento de
alteracdes morfologicas;

3. Na concentra¢do de 10 mg/mL, o extrato de C. sativa alterou a morfo-histologia do
figado, e provocou morte de hepatocitos;

4. A exposi¢do a concentragcdo de 20 mg/mL provocou os danos morfo-histologicos mais
severos em ambos os Orgdos; nos rins, incluindo morte celular, e no figado, extensa
esteatose e morte celular generalizada;

5. As concentragdes de 10 mg/mL e 20 mg/mL do extrato foram as mais agressivas para
os tecidos renal e hepatico;

6. O tecido hepatico foi mais sensivel a exposicao ao extrato de Cannabis sativa do que o
tecido renal;

7. A creatinina urinaria ndo sofreu alteragdes nos seus niveis em nenhum dos bioensaios

aqui realizados.
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