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RESUMO

A espécie de carrapato Rhipicephalus linnaei, conhecida popularmente como
carrapato-vermelho-do-céo, esta amplamente distribuida e causa grandes prejuizos
devido & espoliacdo sanguinea, além de ser vetora de patdgenos tanto para céaes,
seus hospedeiros preferenciais, quanto para humanos. O uso de carrapaticidas
sintéticos para o controle vem sendo utilizado, porém embora eficazes os mesmos
sdo toxicos para 0s organismos nao alvos. Assim, a busca por alternativas mais
sustentiveis tem revelado que muitas plantas possuem bioativos importantes que
auxiliam no combate desses ectoparasitas. Entre elas, a Cannabis sativa tem se
destacado, visto seu potencial carrapaticida ja ter sido comprovado em laboratério
contra R. linnaei. No presente trabalho sdo apresentados resultados que
demonstram como os bioativos presentes no extrato da inflorescéncia dessa planta,
aplicado topicamente, atuou sobre a pele de coelhas po6s infestadas, cujo
desprendimento do hospedeiro deixou lesGes importantes com caracteristicas
inflamatorias. Para tanto foram feitas exposicdes com as seguintes concentracdes
do extrato: 0,2; 0,4; e 0,8 mg/mL, e posteriormente procedeu-se a analise
histolégica. As coelhas foram divididas em grupos, e os resultados encontrados em
cada um deles foram: grupo controle GNI (coelhas que ndo foram infestadas): a pele
permaneceu integra; grupo GINT (infestadas e ndo expostas aos extratos): exibiu
um processo inflamatério intenso com proliferacao celular na epiderme e formacéo
de edema na derme; grupo GPA (infestadas e expostas ao azeite): apresentou
resultados semelhantes aos encontrados no GINT, ou seja, 0 azeite ndo diminuiu 0
processo inflamatério nem na epiderme nem na derme; grupo GTO02 (infestadas e
expostas a 0,2 mg/mL): a epiderme permaneceu desorganizada, com a presenca de
estruturas arredondadas e translicidas (lipideos) por entre os estratos e
espessamento do estrato corneo. A derme manteve-se integra, houve reducédo da
inflamacéo, mas sem cicatrizagcdo completa; grupo GT04 (infestadas e expostas a
0,4 mg/mL): a epiderme se recomp0s e se espessou, houve aumento das estruturas
arredondadas e translicidas, principalmente nos estratos superficiais. A derme
estava integra, apenas com pequenas areas de edema. A inflamacao foi reduzida;
GTO08 (infestadas e expostas a 0,8 mg/mL): houve aumento dos danos. A epiderme
perdeu sua organizacdo, ficou mais fina e a inflamacéo persistiu. Além da pele,
também realizaram-se analises histologicas do figado das coelhas expostas aos
extratos: GT1- expostas a 0,2 mg/mL. Houve alteragdo hepética com vacuolizacdo
citoplasmatica nos hepatocitos e nucleos irregulares, indicio de morte celular. GT2-
expostas a 0,4 mg/mL. Os corddes hepaticos se desorganizaram, e 0s hepatoécitos
sofreram hipertrofia. GT3- expostas a 0,8 mg/mL. Desorganizacdo tecidual e
vacuolizacdo celular, porém em menor intensidade do que no GT2.
Bioquimicamente verficou-se que apenas o GT2 teve aumento na enzima TGP. No
figado a concentracdo de 0,4 mg/mL foi a mais toxica. Embora o extrato de
inflorescéncia da Cannabis sativa mostrou-se eficiente nas concentracfes de 0,2 e
0,4 mg/mL para reduzir a inflamagdo e promover a cicatrizacdo da pele, a
concentracdo de 0,8 mg/mL intensificou os danos morfoldégicos cutaneos. Em
contrapartida, todas as concentracdes testadas (0,2; 0,4 e 0,8 mg/mL) causaram
danos histopatolégicos no figado, sendo a concentracdo de 0,4 mg/mL a mais
agressiva no mesmo. Ainda que o extrato contribua para a cicatrizagéo das lesbes
cutaneas causadas por carrapatos, ele apresenta significativa toxicidade hepatica no
hospedeiro.



Palavras chaves: Cannabis sativa, cicatrizacdo, enzimas hepaticas, hospedeiro,
Rhipicephalus linnaei.



ABSTRACT

The tick species Rhipicephalus linnaei, commonly known as the red dog tick, is
widely distributed and causes significant damage due to blood spoliation, in addition
to being a vector of pathogens for both dogs, its preferred hosts, and humans. The
use of synthetic tickicides for control has been implemented, but although effective,
they are toxic to non-target organisms. Therefore, the search for more sustainable
alternatives has revealed that many plants possess important bioactive compounds
that help combat these ectoparasites. Among them, Cannabis sativa has stood out,
as its tickicidal potential has already been proven in the laboratory against R. linnaei.
This study presents results demonstrating how the bioactive compounds present in
the extract of the inflorescence of this plant, applied topically, acted on the skin of
post-infested rabbits, whose detachment from the host left significant lesions with
inflammatory characteristics. To this end, exposures were made using the following
extract concentrations: 0.2, 0.4, and 0.8 mg/mL, followed by histological analysis.
The rabbits were divided into groups, and the results found in each of them were:
control group GNI (non-infested rabbits): the skin remained intact; group GINT
(infested and not exposed to the extracts): showed an intense inflammatory process
with epidermal cell proliferation and dermal edema formation; group GPA (infested
and exposed to olive oil): presented similar results to those found in GINT, meaning
that olive oil did not reduce the inflammatory process in either the epidermis or
dermis; group GTO02 (infested and exposed to 0.2 mg/mL): the epidermis remained
disorganized, with the presence of rounded and translucent structures (lipids) among
the layers and thickening of the stratum corneum. The dermis remained intact,
inflammation was reduced, but without complete healing; group GT04 (infested and
exposed to 0.4 mg/mL): the epidermis reorganized and thickened, with an increase in
rounded translucent structures, mainly in the superficial strata. The dermis was intact,
with only small areas of edema. Inflammation was reduced; group GTO08 (infested
and exposed to 0.8 mg/mL): damage increased. The epidermis lost its organization,
became thinner, and inflammation persisted. In addition to the skin, histological
analyses of the liver of rabbits exposed to the extracts were also performed: GT1 -
exposed to 0.2 mg/mL. There was hepatic alteration with cytoplasmic vacuolation in
hepatocytes and irregular nuclei, indicating cell death. GT2 - exposed to 0.4 mg/mL.
The hepatic cords disorganized, and the hepatocytes hypertrophied. GT3 - exposed
to 0.8 mg/mL. Tissue disorganization and cellular vacuolation were observed, but
less intense than in GT2. Biochemically, only GT2 showed an increase in the TGP
enzyme. In the liver, the 0.4 mg/mL concentration was the most toxic. Although the
Cannabis sativa inflorescence extract proved effective at concentrations of 0.2 and
0.4 mg/mL in reducing inflammation and promoting skin healing, the concentration of
0.8 mg/mL exacerbated cutaneous morphological damage. Conversely, all tested
concentrations (0.2, 0.4, and 0.8 mg/mL) caused histopathological damage to the
liver, with the 0.4 mg/mL concentration being the most aggressive. While the extract
contributes to the healing of skin lesions caused by ticks, it exhibits significant
hepatic toxicity in the host.

Keywords: Cannabis sativa, wound healing, liver enzymes, host, Rhipicephalus
linnaei.



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ..ottt ete et eaesaeeaeeae e 12
2. OBUIETIVOS ... 18
FZ0t R T - | 18
A S o =T o 1 18
3. MATERIAL E METODOS ....c.oiiiiiiceecieeeeee ettt ete ettt aens 19
3.1. Equipamentos e locais de realizacdo do estudo..............ceeivieeeriiiiiiiiiineeeenn, 19
3.2. Obtencéo do extrato da CannabisS SAtiVa .........ccovveeeiiiieiiiiiiiie e 19
3.3. Obtencéo das coelhas hospedeiras.........cccuvueiiiiiiceieeeice e 19
3.4, CAITAPALOS ...ttt ettt e et 19
3.5. Confeccédo da camara alimentadora (Bechara et al., 1995)..........cccccceeeeeeeenn. 20
3.6. Infestagdo das coelhas com carrapatos R. INN@EI............cooevvvviiiiiiiiiiiiiiiennnn. 21
3.7. Preparo das diluicOes do extrato de C. satiVa............oceevvuiiiiieeeeeeeiiiiiiee e, 21
3.8. Aplicagéo topica das concentragfes do extrato da C. sativa nas lesdes da
pele das coelhas pds-infestadas por carrapatos R. linnaei.............c..occovvvevvvnnnnnn. 22
3.9 Exposicéo do figado de coelhas infestadas pelo carrapato R. linnaei e
expostas as concentragdes extrato de C. SatiVa...........ccvvveeevviiiiiiee e 22
3.10. ANAIISE DIOQUIMICA ... e e 23
3.11. ANAIISE €StatiSICA ......cevveiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
3.12. ANAlISES MOITOIOQICAS ... ..ceeeeeeeeiiee e e e 24
3.12.1. Processamento das amostras da pele e do figado das coelhas................ 24
3.12.2. Coloracao pela hematoxilina de Harris-eosina aquosa (Junqueira;
JUNQUEITA, 1983). ..eeeiiiiiiiiiiiiiiieiieet ettt 24
3.13. Histoquimica do figado das coelhas hospedeiras........cccccccccvvvvviiiieiviieiennnnnn. 25
3.13.1. Técnica do azul de bromofenol (Pearse, 1985) .........ccccceeveeeeiiiiiiiiiiieneeeen, 25
3.13.2. Técnica do PAS (acido periédico-Schiff) (Junqueira; Junqueira, 1983).....26
3.14. CoNfECCAO dOS ESQUEIMAS ....cceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiee ettt ettt ettt ettt 26
S U | I AN B 1 1 S 27
(O o 11111 [ 100 TSRS 28
CAPITUIO 2 .. 60
5. CONCLUSAO GERAL ..ottt ettt 99

B. REFERENCIAS.......oiiieeeeeeeeeee ettt ettt anas 100



Introducao Geral

1. INTRODUCAO GERAL

A espécie de carrapatos Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826), também
conhecida como carrapato-vermelho-do-cdo, é uma linhagem tropical de R.
sanguineus s.l. (Slapeta et al., 2022), que tem como seu hospedeiro preferencial os
canideos. Esse artropode estd amplamente distribuido e, além dos danos causados
pela espoliacdo de sangue e dos tecidos do seu hospedeiro, eles ainda atuam como
transmissores de patdégenos como a Babesia canis (babesiose) e a Ehrlichia canis
(erliquiose) em caes e, em humanos, a Rickettsia conorii e a R. rickettsii que levam
ao desenvolvimento de importantes patologias como a febre maculosa (Abreu et al.,
2019; Dantas-Torres, 2008; Fonséca et al., 2022).

As infestacbes por carrapatos, com suas diversas preferéncias de
hospedeiros, representam nao apenas um problema para a saude animal, mas
também € uma questdo sanitaria, e assim o0 seu controle passa muitas vezes pela
utilizacdo de agentes quimicos que podem ser de natureza sintética ou mesmo
extraido de plantas (Tadee et al., 2024; Gonzaga et al., 2023). Nesse cenario, cabe
enfatizar que o uso continuo de compostos com bases quimicas sintéticas, embora
seja eficaz, tem gerado o desenvolvimento de resisténcia nos carrapatos, 0 que
compromete sua eficacia ao longo do tempo (Camargo-Mathias et al., 2018; Picot et
al., 2022; Sunkara et al., 2021).

Na busca por estratégias de controle desses ectoparasitas, que sejam mais
sustentaveis e menos prejudiciais tanto aos organismos nao-alvos quanto ao meio
ambiente, plantas com propriedades carrapaticidas tém despertado o interesse de
pesquisadores, que vém explorando o potencial de seus bioativos principalmente
por meio de extratos brutos extraidos de diversas partes da planta, ou de 6leos
essenciais, atividade que ja vem sendo estudada em laboratorio e tem trazido
resultados bastante animadores (Pereira et al., 2023; Quadros et al., 2020; Mabasa
et al., 2021, Camargo-Mathias et al., 2024). Entre os estudos que tem focado nessa
tematica estdo aqueles que ja analisaram os Oleos extraidos do neem (Azadirachta
indica) (Remedio et al., 2016) e do acai (Euterpe oleraceae) (Marques et al., 2019)
e, mais recentemente, a C. sativa teve comprovado seu potencial carrapaticida, no
controle de R. linnaei (carrapato do c&o), destacando-se como uma abordagem

inédita no combate a esse ectoparasita (Camargo-Mathias et al., 2024).
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Introducao Geral

A C. sativa é uma planta que apresenta uma rica fonte de bioativos potentes e
com multiplas acdes terapéuticas. Pertencente a familia Cannabaceae, ndo é nativa
do Brasil, sendo popularmente conhecida como "maconha”. Sua comercializacéo se
expandiu em diversos paises devido as suas diversas propriedades, tanto na
medicina humana quanto na veterinaria (Gewehr, 2021; Miranda-Cortés et al., 2023).
Historicamente, a Cannabis ganhou notoriedade pelo uso de suas fibras de
canhamo na fabricacdo de redes e cordas, além dos O6leos extraidos de suas
sementes, o que a tornou popular mundialmente. Na india, é utilizada no alivio de
dores, ansiedade, nauseas, além de melhorar o apetite e 0 sono, com efeitos
relaxantes e euforizantes reconhecidos (Chicoine et al., 2020). No Brasil, os
beneficios dos bioativos presentes na C. sativa comecaram a ganhar destaque no
século XIX, apos estudos divulgados pela Faculdade de Medicina de Tours, na
Franca. Contudo, seu uso continua sendo um tema polémico devido as questdes
éticas e legais, que agora comecam a ser reguladas por leis especificas (Neto;
Pierre; Fernandes, 2023; Martins et al., 2022).

13



Introducao Geral

Figura 1 (A-F): Fotografias da evolucdo das inflorescéncias femininas da planta

Cannabis sativa ao longo de trés semanas, segundo Punja e Holmes (2020).

Nas plantas do género Cannabis, sdo encontrados mais de 100 compostos
fitocanabinoides sendo os principais: sendo os mais conhecidos o canabidiol (CBD),
acido canabididlico (CBDA), terpenos, flavonoides e o tetra-hidrocarbinol (THC),
esse ultimo conhecido devido aos seus efeitos psicotropicos e farmacolégicos. Outro

composto é o canabidiol (CBD), ndo psicotrépico, reconhecido pelas suas
14



Introducao Geral

propriedades farmacoldgicas/terapéuticas, tendo sido recentemente retirado da lista
de substancias proibidas pela ANVISA (Miranda-Cortés et al., 2023; Elsohly et al.,
2017). Ja o acido canabidiolico (CBDA) também néo psicoativo, € encontrado em
abundancia na inflorescéncia de diversas espécies da Cannabis. Esse fitoterapico
possui também acBes antiemética e ansiolitica (Vieira; Marques; Sousa, 2020).

O crescente interesse no uso terapéutico dos bioativos da Cannabis tem
atraido a atencdo de pesquisadores em diversas areas, (Martins et al., 2022;
Chicoine et al., 2020), visto seus bioativos estarem sendo também utilizados em
tratamentos no combate a inflamacbes, dores, bem como atuando como
imunomoduladores, tanto em humanos quanto em animais (Schoeman; Beukes;
Frost, 2020; Vieira; Marques; Sousa, 2020). Como consequéncia, muitos tutores de
animais domésticos estdo buscando tratamentos alternativos que incluam
medicamentos que sejam formulados a base de bioativos da Cannabis, devido aos
seus ja comprovados beneficios terapéuticos.

Registros da literatura tem demonstrado que o sistema endocanabinoide
(SEC) desempenha um papel fundamental na regulacédo de respostas inflamatorias
e imunolégicas e, em estudos recentes mostrou-se que 0S receptores
endocanabinoide tipo 1 (CB1) e endocanabinoide tipo 2 (CB2) s&o amplamente
expressos na pele, bem como em outros tecidos (Tambeli; Martins; Barbosa,
Machado, 2023; Miranda-Cortés et al., 2023). A ativacao do receptor CB1 tem sido
associada a reducdo da producao de citocinas proé-inflamatérias nos queratindcitos,
0 que contribui para a protecao da barreira cutédnea. Ja a ativacdo do receptor CB2
promove na pele efeitos anti-inflamatorios, regulando a producédo de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, compostos presentes na C. sativa, como o0 tetra-
hidrocarbinol (THC) e o canabidiol (CBD), tém mostrado interagir com o SEC,
potencializando os efeitos terapéuticos no tratamento de condi¢cdes dermatoldgicas
tais como, a dermatite atopica (Zugi¢ et al., 2024). Essas informacdes enfatizam o
potencial terapéutico dos canabindides na modulagdo de respostas inflamatorias
cutdneas e na preservacdo da integridade da pele, abrindo caminho para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras para tratar condicoes
dermatoldgicas especificas (Carvalho et al., 2020).

A pele é o maior 6rgédo do corpo e desempenha um papel essencial como
primeira linha de defesa contra agentes externos, bem como preserva a integridade
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Introducao Geral

do ambiente interno dos animais. Quando tratamos de controle de infestagbes por
carrapatos, a pele torna-se entdo o principal alvo, pois é ai que 0s mesmos
realizardo o seu repasto sanguineo (Hebling et al., 2012).

Histologicamente a pele esta composta por duas camadas principais: a
epiderme (mais externa) e a derme (mais interna), sendo que a primeira ainda esta
subdividida em varios estratos, a saber: o germinativo, composto por um epitélio
cubico simples, cujas células, podem ser consideradas como células tronco, visto
gue as mesmas se diferenciardo para dar origem aos outros estratos da epiderme.
Na sequéncia, tem-se 0 estrato espinhoso, caracterizado por células poligonais com
prolongamentos que formam pontes intercelulares; o estrato granuloso, cujas células
contém granulos de querato-hialina que desempenham um papel na queratinizacao;
o0 estrato lucido, que apresenta células achatadas e transllcidas, encontrado
principalmente em regifes de pele espessa; e 0 mais superficial, o estrato cérneo,
composto por células mortas, anucleadas e repletas de queratina, que formam uma
barreira protetora contra o ambiente externo, conforme descrito por Junqueira e
Carneiro, (2023).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, camada composta majoritariamente
por tecido conjuntivo denso ndo modelado, com a presenca de fibroblastos que
secretam as fibras colagenas e elasticas, proporcionando firmeza e elasticidade a
pele (Junqueira; Carneiro, 2023; Aarestrup, 2015).

Ainda quando tratamos de controle de carrapatos fazendo uso de produtos
qguimicos (sintéticos ou naturais), a maioria dos trabalhos sempre foca no
ectoparasita, e pouca informacao fica disponibilizada de se e como esses produtos
afetam os hospedeiros. Uma vez que no sistema do hospedeiro, o 06rgao
responsavel pela metabolizacdo de compostos exdgenos é o figado, torna-se
interessante e até mesmo necessario analisar se o0 mesmo sofre algum tipo de
alteracdo em resposta a exposicao a esses produtos. O figado € uma glandula que
estd composta principalmente por hepatécitos, células responsaveis por
desempenhar fun¢des essenciais ao organismo como a sintese proteica, producao
de bile, metabolismo de carboidratos e lipidios, e desintoxicacéo, essencial para a
manutencdo da homeostase corporal, o que o torna um excelente biomarcador para
demonstrar os efeitos de substancias exdégenas nos organismos, compreendendo

assim o segundo objetivo a ser atingido no presente trabalho.
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Em razdo do acima exposto, um dos objetivos do presente trabalho foi o de
avaliar se os extratos da C. sativa diluidos em diversas concentragdes, teria acéo
cicatrizante sobre as lesdes deixadas pelos carrapatos na pele de coelhas
hospedeiras, por meio da exposicdo topica dessas diferentes concentracbes e
verificando, via a aplicagdo de técnica histolégica se e como esse processo de

cicatrizagéo ocorreria.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os dados obtidos neste estudo permitiram concluir que:

1. O azeite isolado e aqui utilizado como solvente do extrato n&o foi eficiente
na reducéo do processo inflamatdério decorrente das picadas na pele das coelhas.

2. As concentracdes de 0,2 e de 0,4 mg/mL reduziram a inflamacéo e foram

eficazes no processo de cicatrizacao da pele.

3. A concentracdo de 0,8 mg/mL do extrato intensificou os danos morfolégicos
na pele das coelhas.

4. Todas as concentracdes do extrato que foram aplicadas topicamente na

pele (0,2; 0,4 e 0,8 mg/mL) provocaram danos histopatologicos no figado.

5. A concentragdo de 0,4 mg/mL do extrato foi a mais agressiva ao tecido
hepatico.

6. A Unica alteracdo nas enzimas hepaticas foi observada na exposicdo ao

extrato na concentracdo de 0,4 mg/mL, cujo indice da TGP foi aumentado.

7. O uso do extrato da inflorescéncia da C. sativa auxilia no processo de
cicatrizacdo das lesOes da pele decorrentes das picadas dos carrapatos, no entanto,

provoca toxicidade hepatica no hospedeiro.
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