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RESUMO 

 

O controle de carrapatos por meio de produtos acaricidas sintéticos tem como resultado 

resíduos no meio ambiente e prejuízos aos hospedeiros, além de ocasionar a seleção de carrapatos 

resistentes. O acetilcarvacrol é um produto semi-sintético derivado do carvacrol, e possui 

propriedades acaricidas e repelentes. A tireoide, devido à sua sensibilidade aos fatores externos, 

tem sido utilizada como bioindicador em trabalhos de toxicidade. Assim, o objetivo do trabalho foi 

avaliar os efeitos tóxicos do acetilcarvacrol em ratos Wistar submetidos aos testes de toxicidade 

tópica e oral com dose repetida por meio da análise histopatológica e morfométrica de amostras da 

tireoide. Para isso, foram utilizados 40 ratos Wistar fêmeas e adultas, em dois experimentos 

diferentes. Para cada teste, os ratos foram divididos em 4 grupos contendo 5 animais cada. Nos 

animais submetidos ao tratamento por via tópica, o acetilcarvacrol foi diluído em DMSO a 5% e 

5mL da solução foram aplicados com pipeta Pasteur no dorso tricotomizado de cada animal por 21 

dias. Os grupos tratados (TI-TIII) foram expostos, respectivamente, a 26, 52 e 104μL/mL do 

produto diariamente. O grupo controle foi tratado apenas com o veículo (5mL de DMSO a 5%/dia). 

Já para o teste por via oral, os animais receberam dose única diária de acetilcarvacrol, diluído em 

óleo de milho (1,0 mL/kg por animal), por gavagem, durante 30 dias. Os grupos de tratamento (TI-

TIII) receberam, respectivamente, 26, 52 e 104μL do produto diariamente, e o grupo controle foi 

alimentado com 1,0 mL óleo de milho/dia (veículo). As amostras de tireoide foram coletadas para 

análises de alterações morfológicas por meio de análise qualitativa, semiquantitativa e 

morfométrica. Como resultado, nos testes por via tópica, não foram observadas diferenças 

significativas na morfologia da tireoide entre os grupos, exceto em relação ao aumento da 

vascularização do tecido intersticial, que se mostrou mais elevada no grupo TIII em comparação 

ao grupo controle (p < 0,05). Nos testes por via oral, não houve diferença estatística nas alterações 

morfológicas observadas nos diferentes grupos (p > 0,05). Nas análises morfométricas do teste por 

via tópica, não houve diferença estatística significativa entre as medidas da área e perímetro 

(coloide e folículo) e razão área do coloide/área do folículo (p > 0,05), área e perímetro nuclear. 

No teste oral, houve diferença estatística significativa apenas entre os grupos TII e TIII (p < 0,05) 

para as medições do perímetro do coloide, área e perímetro do folículo. No teste tópico, não houve 

diferença significativa na razão entre os diâmetros maior e menor do núcleo (LSratio) (p > 0,05), 

embora estas alterações tenham diferido significativamente entre os grupos TI e TIII no tratamento 

oral (p < 0,05). Também não houve diferença estatística no coeficiente de variação nuclear em 

ambos os tratamentos. Assim, embora poucas alterações tenham sido observadas, em extensão 

reduzia no tecido, é necessário que se tenha cautela ao utilizar o produto, principalmente em 

concentrações mais elevadas. A avaliação de outros órgãos é fundamental para uma análise 

completa da segurança de aplicação deste produto. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Carrapatos são artrópodes ectoparasitas obrigatórios, que podem se alimentar 

exclusivamente de sangue, linfa ou tecidos digeridos de vertebrados (ANDERSON; 

MAGNARELLI, 2008). Os carrapatos são vetores de inúmeros microorganismos patógenos como 

vírus, bactérias e protozoários que podem afetar bois, cachorros e seres humanos (JONGEJAN; 

UILENBERG, 2004), além de outros animais. Ademais, o animal vertebrado, ao ser parasitado, 

também pode apresentar prejuízos diretos como a perda de sangue e irritabilidade (FAO, 2004).  

Rhipicephalus sanguineus é um exemplo de espécie de carrapato que tem como hospedeiros 

principais os cães, mas que também podem parasitar humanos (DANTAS-TORRES, 2010). 

Estudos apontam esta espécie de carrapato como vetor de Rickettsia rickettsii, despertando um 

alerta na população, pois seria a primeira evidência de que R. sanguineus pode estar associado a 

transmissão de febre maculosa nos Estados Unidos (DEMMA et al., 2006). Trabalhos realizados 

na Argentina, detectaram a presença da bactéria Anaplasma platys em carrapatos R. sanguineus, 

podendo então ser considerado um potencial vetor de casos da trombocitopenia cíclica em cães na 

região (CICUTTIN et al., 2015). As zoonoses erliquiose monocítica e babesiose também são 

exemplos de doenças transmitidas por indivíduos desta espécie, afetando cães do mundo todo 

(VARGAS-HERNANDEZ et al., 2012). Devido a essa relevância, muito se tem discutido sobre 

novas formas de controle. 

Atualmente o controle de carrapatos tem sido feito com produtos químicos que tem como 

base hidrocarbonetos clorados, organosfosforados e arsenicais; esses compostos sintéticos 

possuem um alto efeito residual, tornando o produto uma má opção tanto para o meio ambiente 

quanto para os hospedeiros já que são produtos tão agressivos (ADENUBI et al., 2016) porém 

ainda são usados pelo fator econômico. Produtos que visam um menor dano ambiental então sendo 

procurados cada vez mais pelos consumidores, já que questões ambientais passaram a ser 

percebidas como qualidade de vida e responsabilidade social (GONZAGA, 2005).   

Além da carga residual, outro fato associado ao uso de acaricidas químicos sintéticos é a 

seleção de carrapatos resistentes, que pode acontecer inclusive com produtos pertencentes à mesma 

família ou grupo químico (MARTINS; FURLONG; PRATA, 2005). Ao ser aplicado um produto 

acaricida na população de carrapatos, gera-se uma condição ambiental que cria um processo de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401711002391#bib0055
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/anaplasma-platys


 

seleção artificial no qual nem todos os indivíduos serão eliminados, tornando aquela população 

resistente ao composto (KOLLER et al., 2019). 

Uma das estratégias para novos acaricidas e repelentes que pode reduzir os resíduos 

ambientais e a seleção de linhagens resistentes é o uso de plantas medicinais como base na sua 

formulação química, já que elas possuem mecanismos próprios contra predadores e patógenos 

(ADENUBI et al., 2016). As plantas medicinais são utilizadas na cura e na prevenção de doenças 

há milhares de anos pelo homem (GADELHA et al., 2013). Por isso a importância de se explorar 

cada vez mais os benefícios que elas podem proporcionar.  

Os monoterpenos estão entre os principais componentes dos óleos essenciais e vem sendo 

utilizados em várias áreas, desde a culinária à saúde humana, devido às suas propriedades 

farmacológicas (KOZIOL et al., 2014). Dentre esses compostos, pode-se citar o carvacrol, um 

monoterpeno bioativo isômero do timol, encontrado em membros da família herbácea Lamiaceae, 

como o orégano e tomilho, por exemplo (KACHUR; SUNTRES, 2019).  

Com várias aplicações, o carvacrol se destaca por ter propriedades antioxidante, 

antibacteriana, antifúngica, anticancerígena, hepatoprotetora, espasmolítica e vasorrelaxante 

(SUNTRES, COCCIMIGLIO, ALIPOUR, 2014). Além disso, seu uso tópico para auxiliar na 

cicatrização de lesões também foi avaliado em ratos, devido ao seu potencial antimicrobiano 

(GUNAL; HEPER; ZALOGU, 2014). 

A ação do carvacrol sobre carrapatos também vem sendo estudada frequentemente já que 

seus modos de ação ainda são incertos (ANDERSON; COATS, 2012). Pesquisas para entender 

melhor os modos de ação do carvacrol avaliaram a inibição da acetilcolinesterase e revelaram 

efeitos positivos em diversos artrópodes como a mosca doméstica (Musca domestica), o carrapato 

americano (Dermacentor variabilis) e a barata americana (Periplaneta americana) (ANDERSON; 

COATS, 2012).  Testes de campo utilizando óleo essencial da espécie Origanum vulgare ssp. 

hirtum, rico em carvacrol, também demostraram um potente efeito larvicida e repelente contra 

mosquitos da espécie Aedes albopictus (EVERGETIS, 2018).  

O uso do carvacrol como acaricida vem trazendo resultados positivos como é o caso da 

pulverização em massas de ovos de Ixodes ricinus (Acari: Ixodidae), obtendo uma diminuição 

significativa na taxa de eclosão (TABARI et al., 2017). Este mesmo estudo também revelou que o 

tratamento de larvas com o carvacrol atingiu uma taxa de mortalidade de 100% após o período de 

24 horas. Além disso, foi relatado também que o carvacrol inibiu o desenvolvimento oocitário de 

https://www.frontiersin.org/people/u/520676


 

carrapatos fêmeas, prejudicando a geração de novos indivíduos, e possibilitando então uma forma 

de controle ao longo prazo (SOUZA et al., 2019).  

Como consequência, muitos estudos têm explorado as caracteristicas do carvacrol e a 

formas de adquirir um melhor desempenho deste composto, como por exemplo, o uso em 

nanocápsulas (CACCIATORE, 2019). Este composto apresenta natureza volátil e, por este motivo, 

tem sido avaliada a possibilidade do seu encapsulamento, que resultaria em um maior período 

residual, aumentando, assim, sua eficácia (LIMA et al., 2017). Outras propostas são os 

desenvolvimentos de co-fármacos de carvacrol, obtendo então novos compostos que possuem 

como diferencial uma toxicidade reduzida e atividade antimicrobiana elevada quando comparado 

ao carvacrol isolado (CACCIATORE et al., 2015).  

Um dos fatores que limitam o maior uso de óleos essenciais é sua toxicidade, que pode 

causar efeitos indesejáveis como inflamação e corrosão celular no hospedeiro (MEMAR et al., 

2017). O carvacrol também possui possível ação tóxica, conforme demonstrado em estudos que 

indicaram o carvacrol como um potencial irritante (PINTO; MORAIS; NERI, 2015). A baixa 

solubilidade em água também é uma característica do carvacrol (SUNTRES; COCCIMIGLIO; 

ALIPOUR, 2014). Estes são fatores que podem influenciar no potencial do composto e em como 

ele irá atuar. Portanto, é de grande relevância estudos que possam amenizar essas propriedades para 

que o composto tenha uma melhor atuação. 

Com base nessas informações, alguns tipos de alterações na estrutura química de produtos 

acaricidas têm demonstrado um bom desempenho para amenizaram essas características, como é 

o caso do processo de acetilação. Esse procedimento pode ser realizado no carvacrol, tendo como 

base a conversão do grupo hidroxila fenólico em um grupo éster, o que resulta em uma molécula 

com maior estabilidade, denominada acetilcarvacrol (KONIG et al., 2020). Essas alterações 

químicas contribuem para um melhor uso de um princípio ativo, permitindo, assim, a obtenção de 

melhores resultados. 

Diante disso, a acetilação do carvacrol se tornou uma opção para aumenta a atividade 

nematicida e acaricida deste composto, além de diminuir sua toxicidade nos hospedeiros 

vertebrados (RAMÍREZ et al., 2016; ANDRÉ et al., 2016).  O uso do acetilcarvacrol ainda é pouco 

explorado, porém, testes em camundongos para avaliar efeitos anti-inflamatórios e 

antinociceptivos, demostraram resultados positivos (DAMASCENO et al., 2014). Outro estudo 

demonstrou menor toxicidade aguda do acetilcarvacrol em camundongos quando comparado ao 

https://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Cacciatore,%20Fabiola%20Ayres%22


 

carvacrol e atividade anti-helmíntica tanto em testes in vitro quanto in vivo (ANDRÉ et al., 2016). 

Além disso, estudos indicaram que o acetilcarvacrol demonstrou ótimo desempenho, ocasionando 

cem por cento de mortalidade contra R. microplus na concentração de 5 mg/mL (NOVATO et al. 

2018).  

O uso de animais como modelo de estudo tem sido uma ferramenta amplamente utilizada 

ao longo dos anos. A busca por novos medicamentos ou componentes, os estudos toxicológicos e 

a avaliação dos efeitos colaterais de um determinado produto são exemplos de estudos que podem 

ser realizados in vivo, ressaltando a contribuição do uso de modelos animais para pesquisas 

(MUKHERJEE et al., 2022). É importante destacar que as pesquisas envolvendo vertebrados 

devem ser realizadas com maior responsabilidade, tendo como base o conhecimento dos princípios 

éticos e das regulamentações (RÖCKLINSBERG; GJERRIS; OLSSON, 2017).  

Nestes estudos, as técnicas histológicas podem ser utilizadas como método de avaliação, 

permitindo a avaliação da toxidade de uma substância química por meio da observação das 

alterações na morfologia que esses produtos podem ter causado em um determinado tecido. Dentro 

deste contexto, a tireoide pode ser considerada um órgão muito explorado nos estudos 

toxicológicos por ser um excelente bioindicador devido à sua sensibilidade à exposição tóxica, 

mesmo em dosagens mínimas (CUNHA et al., 2017).  

Nos mamíferos, a tireoide é um órgão vital e de extrema importância para regulação do 

metabolismo em geral. Essa glândula é necessária para o crescimento e maturação do corpo, 

aumentando o oxigênio consumido e atuando nos processos regulatórios de lipídeos e carboidratos 

(MAHMOOD; QURESHI; IQBAL, 2010). A tireoide é uma glândula endócrina que possui a 

função de sintetizar os hormônios tiroxina (T4) e tri-iodotironina (T3), responsáveis por regular a 

taxa de metabolismo do corpo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Segundo o mesmo autor, esta 

glândula é composta por milhares de folículos tireoidianos, que são pequenas esferas revestidas 

por epitélio simples, que possui no seu interior uma substância gelatinosa denominada coloide. A 

vascularização é primordial para este órgão, possuindo então uma rede capilar sanguínea e linfática 

que recobre os folículos incluindo as células endoteliais fenestradas dos capilares sanguíneos. Todo 

esse arranjo colabora com o transporte de substâncias para o sangue.  

Na literatura, diferentes estudos demonstraram, nos tecidos que compõem a tireoide, os 

efeitos tóxicos que as substâncias podem causar, como a destruição dos folículos, núcleos 

danificados dentro do lúmen do folículo e estroma disperso na tireoide de camundongos expostos 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rhipicephalus-boophilus-microplus


 

ao alumínio (AKTAÇ; BAKAR, 2002). Em teste utilizando ratos machos Wistar expostos ao 

composto tóxico 2,3',4,4',5-Pentaclorobifenil (PCB 118), os animais apresentaram alterações na 

tireoide como hiperplasia e expansão folicular, descamação de células epiteliais e necrose 

fibrinóide, além de alterações nas concentrações séricas dos hormônios tiroxina (T4), tri-

iodotironina (T3) e tireoestimulante TSH (TANG et al., 2013). Camundongos machos e fêmeas 

expostos por gavagem ao extrato de ginko biloba demonstraram incidência de hepatoblastomas e 

evidências de potencial carcinogênico na glândula tireoide (RIDER et al., 2014). Estudos utilizando 

éter decabromodifenílico (BDE-209) indicaram indução ao hipertireoidismo e hepatotoxicidade, 

além de degeneração de áreas do epitélio folicular em exposições de altas doses (LEE et al., 2010).   

A exposição ao triclosan indicou afetar significativamente as concentrações de hormônio 

tireoidiano (ZORRILA et al., 2008). Em exposições combinadas de Clofen A60 e DEP (Ftalato de 

dietila), ratos machos e fêmeas apresentaram efeitos como perda de tireoglobulina e encolhimento 

dos folículos na tireóide (PEREIRA; MAPUSKAR; RAO, 2007). Experimentos analisando a 

tireoide de ratos expostos a baixas dosagens de DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano), um 

conhecido inseticida, revelaram, por meio de análises histológicas, alterações no epitélio do 

folículo (YAGLOVA; YAGLOV, 2017).  

Mais estudos também apontam que a exposição de animais a agrotóxicos, podem induzir 

alterações na estrutura da tireoide como folículos hiperplásticos e danificados (HADIE; MANSOR; 

SHARIFF, 2012). Pesquisas indicaram também a sensibilidade da tireoide à exposição à metais 

como cromo hexavalente (MAHMOOD; QURESHI; IQBAL, 2010). Ratos expostos a nitrato 

também apresentaram alterações como hipertrofia e hiperplasia das células foliculares, aumento da 

vascularização no tecido tireoidiano, além de alterações no metabolismo hormonal da glândula 

como a diminuição dos níveis séricos de tiroxina (KOSTOGRYS; PISULEWSKI; PECIO, 2006). 

Todos esses estudos indicam que a tireoide pode ser usada como bioindicadora em pesquisas 

envolvendo toxicidade, principalmente em estudos histológicos. Isso porque a glândula tireoide é 

intensamente afetada por fatores internos e altamente sensível à toxicidade de muitos fatores 

ambientais externos, incluindo herbicidas, fungicidas e inseticidas. (ABUSER et al., 2021).  

Modificações no tecido contribuem na avaliação e na continuidade de estudos a fim de que 

novos compostos sejam pesquisados. A realização de testes com compostos ainda não tão 

explorados proporcionam novos resultados para problemas de importância médica, econômica e 

ambiental. O presente estudo possui relevância já que problemas com resistência de acaricidas, alto 



 

efeito residual e impactos nos hospedeiros podem ser resolvidos ou amenizados com produtos de 

base natural, como é o caso do acetilcarvacrol. Este composto, conforme já descrito por Ramirez 

et al. (2016), Novato et al. (2018) e Konig et al. (2020) apresentaram resultados positivos em testes 

realizados com carrapatos, tornando uma opção significativa como novos acaricidas.  

 

OBJETIVOS 

  

Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos tóxicos do acetilcarvacrol em ratos 

Wistar submetidos aos testes de toxicidade tópica e oral com dose repetida por meio da análise 

histopatológica e morfométrica de amostras da tireoide. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1.1. Acetilação do carvacrol 

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol, fórmula molecular C₁₀H₁₄O) foi adquirido da 

empresa Merck (Darmstadt, Alemanha) com 99% de pureza e o processo de acetilação foi realizado 

de acordo com metodologia proposta por Konig et al. (2019). Para isso, 5mL de carvacrol foram 

adicionados a um balão volumétrico contendo 25mL de solução de hidróxido de sódio a 10%, em 

temperatura ambiente. Em seguida, 5,5mL de anidrido acético foram adicionados ao frasco sob 

refrigeração. A mistura foi mantida em agitação por 15 minutos e o óleo obtido foi separado da 

solução e caracterizado de acordo com seu ponto de fusão e por espectroscopia de infravermelho 

(SOLOMONS et al., 2016; KONIG et al., 2019), em espectrômetro IR affinity-1 Shimadzu, 

funcionando em faixa espectral de 4000-400 cm-1. A ausência de banda larga intensa entre 3000 a 

4000 cm-1 foi utilizada como indicativo da ausência de fenol residual do reagente. Além disso, a 

presença de uma banda intensa a 1753 cm-1 foi utilizada como método de confirmação da estrutura 

do éster carbonílico. 

2.1.2. Animais 

Foram utilizados 40 ratos fêmeas adultos da linhagem Wistar, com aproximadamente 9 

semanas de idade e peso variando entre 200-300g, oriundos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Lavras (UFLA). A variação de peso dos animais no início do estudo não excedeu ± 20% 

do peso médio. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente (22 ± 3⁰C, umidade relativa 

50-60%), com luz artificial e fotoperíodo de 12/12h (claro/escuro), recebendo água e ração ad 

libitum. Os animais foram acondicionados em grupos de não mais que 5 indivíduos em caixas de 

polipropileno medindo 40x34x17cm. Os animais foram identificados e mantidos nas gaiolas por 

pelo menos 5 dias antes do início do estudo, para permitir aclimatação às condições laboratoriais 

(OCDE, 1981, 1995). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Lavras (Protocolo n° 002/21). 

 



 

2.2. Delineamento experimental 

2.2.1. Toxicidade dérmica com dose repetida 

Os procedimentos para determinação da toxicidade dérmica do acetilcarvacrol em ratos 

foram baseados no Guideline 410 da OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento 

Econômico) (OCDE, 1981) e no experimento desenvolvido por Cunha et al. (2017). 

Um dia antes do início dos procedimentos experimentais, a pelagem de cerca de 10-20% 

do dorso dos ratos foi cortada utilizando-se tosador profissional. Os animais foram, então, pesados 

e divididos em 4 grupos (n = 5 animais por grupo). Os tratamentos foram realizados por meio de 

aplicação do acetilcarvacrol, diluído em DMSO a 5%, que não foi injetado e sim aplicado sobre a 

pele (área tricotomizada) com auxílio de uma pipeta de Pasteur (volume de 5mL de solução por 

animal), durante 21 dias, no mesmo horário, às 8:00. O tempo do experimento foi baseado na 

Guideline 410 da OCDE (Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico) (OCDE, 

1981) no qual pode ser realizado em um tempo de 21 a 28 dias, à critério do pesquisador. 

Em experimento in vitro, em que carrapatos Rhipicephalus sanguineus foram imersos em 

soluções contendo acetilcarvacrol, Konig et al. (2020) determinaram estatisticamente que a 

concentração de 26 μL/mL é suficiente para gerar mortalidade em 90% dos indivíduos (CL90). 

Com base neste valor, foram definidas as doses a serem utilizadas no presente trabalho. O grupo 

Tratamento I recebeu diariamente a aplicação de 5mL de solução de acetilcarvacrol na 

concentração de 26μL/mL (1 x CL90); o Tratamento II foi tratado com 5mL de solução de 

acetilcarvacrol a 52μL/mL (2 x CL90); e o Tratamento III foi exposto a 5mL de solução de 

acetilcarvacrol a 104μL/mL (4 x CL90). O grupo Controle foi tratado apenas com o veículo (5mL 

de DMSO a 5%/dia). 

O acetilcarvacrol foi diluído imediatamente antes de sua administração. Os animais foram 

diariamente observados, sempre no mesmo horário, para detecção de sinais de irritação, toxicidade 

sistêmica, morbidade e mortalidade. Ao final do experimento, não houve mortalidade e os ratos 

foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e cetamina (90mg/kg), eutanasiados por 

exsanguinação por punção cardíaca e dissecados para coleta das amostras de tireoide. 



 

2.2.2. Toxicidade oral com dose repetida 

Os procedimentos para determinação da toxicidade oral do acetilcarvacrol em ratos foram 

baseados no Guideline 407 da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) 

(OECD, 1995) e nos experimentos desenvolvido por Barros et al. (2014) e André et al. (2020). 

Antes do início dos procedimentos experimentais, os ratos foram pesados e divididos em 4 

grupos (n = 5 animais por grupo). Os tratamentos foram realizados por meio de administração de 

dose única diária de acetilcarvacrol, diluído em óleo de milho (volume de 1,0 mL/kg por animal), 

por gavagem, utilizando-se tubo estomacal, durante 30 dias, no mesmo horário às 11:00. O tempo 

do experimento foi baseado na Guideline 407 da OCDE (Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico) (OCDE, 1995). 

Em experimento in vitro, em que carrapatos R. sanguineus foram imersos em soluções 

contendo acetilcarvacrol, Konig et al. (2020) determinaram estatisticamente que a concentração de 

26 μL/mL é suficiente para gerar mortalidade em 90% dos indivíduos (CL90). Com base neste 

valor, foram definidas as doses a serem utilizadas no presente trabalho. O grupo Tratamento 1 

recebeu diariamente 26μL de acetilcarvacrol (1 x CL90) diluído em 1mL de óleo de milho; o grupo 

Tratamento 2 foi tratado com 52μL de acetilcarvacrol (2 x CL90) diluído em 1mL de óleo de milho; 

e o grupo Tratamento 3 foi tratado com 104μL de acetilcarvacrol (4 x CL90) diluído em 1mL de 

óleo de milho. O grupo Controle recebeu apenas o veículo (1,0 mL óleo de milho/dia).  

O acetilcarvacrol foi diluído imediatamente antes de sua administração. Os animais foram 

diariamente observados, sempre no mesmo horário, para detecção de sinais de toxicidade sistêmica, 

morbidade e mortalidade. Ao final do experimento, não houve mortalidade e os ratos foram 

mantidos em jejum de 12h antes da eutanásia. Após este período, foram anestesiados com xilazina 

(10mg/kg) e cetamina (90mg/kg), eutanasiados por punção cardíaca e dissecados para coleta das 

amostras de tireoide.  

2.3.  Material biológico 

2.3.1. Avaliação morfológica 

Para avaliação histopatológica, o material coletado foi seccionado e imediatamente imerso 

em solução fixadora de paraformaldeído a 4% por pelo menos 72h. A amostra foi, então, 

desidratada em série gradativa de álcool etílico (70, 80, 90 e 95%, por 20 minutos cada), embebida 



 

e incluída em historesina. Os blocos foram seccionados em micrótomo, e as secções submetidas à 

técnica de hematoxilina-eosina, para observação das características gerais do material 

(JUNQUEIRA, 1983). As lâminas foram montadas em bálsamo do Canadá e fotografadas em 

fotomicroscópio. 

A partir das fotomicrografias obtidas, foi realizada a análise qualitativa e semiquantitativa 

das alterações morfológicas observadas na tireoide, que permitiu a comparação da morfologia dos 

indivíduos por meio de análise estatística. Para isso, foi estabelecido um protocolo de avaliação 

baseado no trabalho conduzido por Bernet et al (1999) e modificado por Marinho et al. (2014). 

Este sistema de análise poderá servir como referência para futuras análises morfológicas da tireoide 

de ratos expostos a produtos potencialmente tóxicos, podendo ser readequado para outros órgãos, 

outras metodologias e inclusive outras espécies de vertebrados. 

A partir das informações disponíveis na literatura, as principais alterações estruturais que 

podem ser observadas na tireoide de ratos expostos a produtos tóxicos foram sumarizadas em 

tabela. Cada alteração recebeu um fator de importância (w), definido previamente pelos 

pesquisadores participantes do projeto, de acordo com sua relevância no desenvolvimento e 

sobrevivência das células em questão. Foram considerados três fatores de importância: (1) 

importância mínima, quando a lesão é facilmente reversível após a interrupção da exposição ao 

agente químico; (2) importância moderada, quando na maioria dos casos a lesão pode ser 

reversível, apões a neutralização do agente estressor; (3) importância elevada, quando a lesão é 

irreversível, levando à perda parcial ou total da função da célula. As alterações morfológicas 

observadas na tireoide de ratos tratados com acetilcarvacrol foram, então, classificadas em escores 

(a), que variaram de 0 a 5, dependendo do grau de extensão da alteração no tecido, sendo (0) 

nenhuma ocorrência e (5) ocorrência muito frequente. Multiplicando-se o fator de importância pelo 

escore, obteve-se o índice de cada alteração (INDEXalt = w x a). O índice total de cada indivíduo 

foi determinado pela somatória dos índices de cada alteração: INDEXind = Σ (INDEXalt). A partir 

dos índices individuais, foram obtidos os valores de média e desvio padrão para cada grupo, que 

foram avaliados estatisticamente por meio do teste de ANOVA one way com nível de 5% de 

significância, utilizando-se o programa GraphPad Prism (v.7.00). 

A análise morfométrica foi realizada em software Image J (NIH). Foram avaliados a área e 

perímetro do núcleo, do folículo e do coloide, bem como a variação no formato do núcleo. Para as 

medidas de área e perímetro, 100 núcleos e 20 folículos foram avaliados de forma randomizada em 



 

10 imagens em aumento de 400x para cada indivíduo, em todos os grupos. Regiões com possíveis 

lesões em que forem observados núcleos sobrepostos ou células degeneradas foram 

desconsideradas. A razão coloide/folículo foi calculada a partir da divisão entre os valores de área 

de ambas as regiões. As variações de formato do núcleo foram avaliadas a partir da razão entre a 

dimensão maior e a dimensão menor do núcleo (LSratio); nesta análise, foram avaliados os 

diâmetros maior e menor de 100 núcleos randomizados de células foliculares, em 10 imagens no 

aumento de 400x para cada indivíduo, de cada grupo. Os resultados foram calculados por meio da 

seguinte fórmula: LSratio = maior diâmetro/menor diâmetro; nesta análise, valores iguais a 1 

correspondem a núcleo circular, e valores >1 indicam núcleo elíptico. Também foi calculado o 

coeficiente de variação da área nuclear (NACV) por indivíduo, por meio da fórmula: NACV = 

(desvio padrão da área nuclear/área nuclear média) x 100 (NAGASHIMA et al., 1997). Os 

resultados serão analisados estatisticamente por meio de análise ANOVA com teste post-hoc de 

Tukey para variáveis com distribuição normal e Kruskal-Wallis seguida de teste de Dunn para 

variáveis sem distribuição normal. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. RESULTADOS 

3.1. Toxicidade dérmica com dose repetida 

3.1.1. Análise morfológica 

 
- Grupo Controle (DMSO a 5%) 

No grupo controle, foram observados folículos de tamanhos variados, sendo maiores na 

região limítrofe e menores na região central. Os folículos apresentaram formas arredondadas a 

irregulares e eram revestidos por uma única camada de epitélio com células achatadas 

mononucleadas nos folículos maiores e cúbicas nos menores. Os núcleos, em sua maioria, 

apresentaram forma arredondada e coraram uniformemente com a hematoxilina. O interior dos 

folículos era preenchido por coloide; em alguns indivíduos, contudo, foi observada a presença de 

células descamadas, dispersas pelo coloide. Nos espaços interfoliculares foram notados vasos 

sanguíneos de calibres variados espalhados pelo tecido. Em pouca frequência, foi observado 

espaços entre os folículos e a presença de folículos fusionados. Os resultados podem ser observados 

na Figura 1. 

 

- Grupo Tratamento I (26μL/mL) 

As amostras de tireoide de ratos tratados com 26μL/mL de acetilcarvacrol mostraram 

algumas alterações em comparação com os ratos do tratamento controle. Um indivíduo desse grupo 

apresentou ruptura folicular e diminuição na quantidade de coloide quando comparado ao controle. 

Também foi observado em dois indivíduos um aumento do espaço intersticial entre os folículos. 

Um indivíduo apresentou aumento da vascularização em aproximadamente 20% do tecido 

tireoidiano analisado, quando comparado ao grupo controle. Folículos irregulares e descamação no 

lúmen folicular também foram observados em maior frequência. Em todos os indivíduos foi 

possível notar folículos fusionados, assim como no grupo controle. Os resultados podem ser 

observados na Figura 1. 

 

- Grupo Tratamento II (52μL/mL) 



 

Nesse tratamento, o aumento da vascularização do tecido tireoidiano foi mais evidente, 

tendo sido observada em cerca de 20 a 40% das amostras analisadas de todos os indivíduos deste 

grupo. Também foi notado o aumento do espaço intersticial em dois indivíduos e maior frequência 

de ruptura folicular em comparação ao grupo I. Folículos irregulares também foram visualizados 

em maior frequência quando comparados ao grupo controle; entretanto, aparentemente não houve 

diferença em relação ao grupo TI. Um indivíduo deste grupo apresentou vasos sanguíneos 

congestionados, o que não havia sido encontrado no grupo controle e no grupo TI. A presença de 

células descamadas no lúmen folicular foi mais frequente neste tratamento em comparação ao 

grupo controle, porém semelhante ao grupo TI. A fusão dos folículos, contudo, foi evidenciada 

apenas em um indivíduo deste tratamento, diferente dos outros grupos, em que esteve presente em 

todos os indivíduos. Os resultados podem ser observados na Figura 1. 

 

- Grupo Tratamento III (104μL/mL) 

Em todos os indivíduos, houve aumento da vascularização do tecido tireoidiano comparado 

ao grupo controle. Estas alterações também foram visualizadas em maior frequência quando 

comparadas aos demais tratamentos. Neste grupo, a descamação do lúmen folicular foi mais 

evidente, estando presente em uma maior área, quando comparado com os demais grupos. Dois 

indivíduos apresentaram aumento do espaço intersticial em relação ao grupo controle. Além disso, 

o aumento da quantidade de coloide foi notado em dois indivíduos neste grupo. Em contraste, um 

indivíduo apresentou diminuição na quantidade de coloide em relação aos indivíduos do grupo 

controle. A ruptura folicular ocorreu em maior frequência em relação aos controles e ao Tratamento 

I, mas de forma semelhante ao grupo TII. Folículos irregulares também foram identificados em 

uma maior extensão do tecido. Todos os indivíduos do tratamento apresentaram folículos 

fusionados em distribuição semelhante com os outros grupos. Os resultados podem ser observados 

na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 1–  Tireoide de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade dérmica 

com dose repetida, corada com hematoxilina-eosina.  

 

    Legenda:(A,B) Grupo Controle; (C,D) Tratamento I; (E,F) Tratamento II; (G,H) Tratamento III. (FF) 

Folículos fusionados, (FI) folículos irregulares, (EI) espaço intersticial, (V) vasos sanguíneos, 

(D) descamação do lúmen. Barra de escala: 40 μm.  

Fonte: Do autor (2022) 



 

3.1.2.  Análise semiquantitativa 

A partir das informações disponíveis na literatura, as principais alterações observadas na 

tireoide de ratos expostos a substâncias químicas e seus respectivos fatores de importância estão 

listadas na Tabela 1. Os índices de cada alteração observada em ratos expostos topicamente às 

diferentes concentrações de acetilcarvacrol (INDEXalt), bem como a média dos índices individuais 

(INDEXind) e seu respectivo desvio padrão, para cada grupo, estão apresentados na Tabela 2. A 

comparação estatística não evidenciou diferenças significativas entre os grupos com relação às 

alterações observadas, exceto em relação ao aumento da vascularização do tecido intersticial, que 

se mostrou mais elevada em comparação ao grupo controle (p < 0,05). O INDEXind, contudo, 

evidenciou diferença significativa entre o grupo TIII e o grupo controle, demonstrando os efeitos 

do acetilcarvacrol administrado topicamente nos indivíduos avaliados (p < 0,05). Os resultados 

podem ser observados na Tabela 2 e no Gráfico 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabela 1–  Principais alterações encontradas na tireoide de ratos expostos a substâncias químicas    

seus respectivos fatores de importância (w).  

Fonte: Do autor (2022). 

Alterações morfológicas 
Fator de 

importância 
Referências 

Encolhimento folicular 1 
PEREIRA; MAPUSKAR; VAMAN RAO, 

2007; KHALAF; ARAFAT, 2015; SAKR; 
OKDAH; EL-ADLY, 2007) 

Ruptura folicular 3 (PITSIAVAS et al., 1997; TANG et al., 2013) 

Fusão de folículos 3 (CUNHA et al., 2017; FERREIRA et al., 2012) 

Folículos irregulares 2 

(EHSAN et al., 2016; ABUSRER et al, 2021; 
HANIM HADIE; MANSOR; TUAN SHARIFF, 

2012; AL-AMOUDI, 2018; KOSTOGRYS; 

PISULEWSKI; PECIO, 2006; FERREIRA et 
al., 2012) 

Aumento da altura do epitélio folicular 1 
(KHALAF; ARAFAT, 2015; KOSTOGRYS; 

PISULEWSKI; PECIO, 2006) 

Diminuição da altura do epitélio folicular 1 
(TEBOURBI, 2010, KAVITHA; FRANCIS; 

VARIYAR, 2016) 

Núcleos picnóticos em células foliculares 3 
(KHALAF; ARAFAT, 2015; CUNHA et al., 

2017) 

Núcleos picnóticos em células interfoliculares 3 
(KHALAF; ARAFAT, 2015; CUNHA et al., 

2017) 

Apoptose das células foliculares 3 (CUNHA et al., 2017) 

Hiperplasia das células foliculares 1 

(KHALAF; ARAFAT, 2015; TANG et al., 

2013; KOSTOGRYS; PISULEWSKI; PECIO, 
2006; EL-BANNA et al., 2014; ABUSRER et 

al., 2021) 

Placas hiperplásicas no epitélio folicular 1 (LÜ; ZHAN, 2010) 

Hipertrofia das células foliculares 1 
(KOSTOGRYS; PISULEWSKI; PECIO, 2006; 

FERREIRA et al., 2012) 

Vacuolização citoplasmática nas células 

foliculares 
2 

(CUNHA et al., 2017; SAKR; OKDAH; EL-
ADLY, 2007; AL-AMOUDI et al., 2018; EL-

BANNA et al., 2014) 

Degeneração hidrópica 3 
(HANIM HADIE; MANSOR; TUAN 
SHARIFF, 2012) 

Aumento da quantidade de coloide 1 (AL-AMOUDI, 2018) 

Diminuição na quantidade de coloide 1 

(KOSTOGRYS; PISULEWSKI; PECIO, 2006; 

SAKR; OKDAH; EL-ADLY, 2007; PEREIRA 

et al. 2007; KAVITHA; FRANCIS; VARIYAR, 
2016) 

Descamação no lúmen folicular 3 

(HANIM HADIE; MANSOR; TUAN 

SHARIFF, 2012; KAVITHA; FRANCIS; 

VARIYAR, 2016, AL-AMOUDI, 2018, DE 
ANGELIS et al., 2009) 

Aumento da vascularização do tecido tireoidiano 2 
(KOSTOGRYS; PISULEWSK; PECIO, 2006; 

CUNHA et al., 2017) 

Redução do estroma interfolicular 2 (LÜ; ZHAN, 2010) 

Presença de células de gordura 2 (CUNHA et al., 2017) 

Vasos sanguíneos congestionados 1 
(SAKR; OKDAH; EL-ADLY, 2007; HALOI et 
al., 2017; ABUSRER et al., 2021) 

Aumento do espaço intersticial 2 
(HANIM HADIE; MANSOR; TUAN 

SHARIFF, 2012; SAKR; OKDAH; EL-ADLY, 
2007) 

Distribuição irregular do tecido conjuntivo 2 (HALOI et al., 2017) 

Fibrose do epitélio interfolicular 3 (PEREIRA et al., 2007) 



 

Tabela 2 – Média ± desvio padrão dos índices de cada alteração (INDEXalt) e dos índices 

individuais (INDEXind) observados na tireoide de ratos submetidos ao teste de 

toxicidade dérmica com dose repetida. 

 

Alteração morfológica 

Fator de 

importância 

(w) 

Controle TI TII TIII 

Ruptura folicular 3 0,75 ± 1,50a 1,00 ± 1,73a 3,00 ± 3,00a 3,00 ± 3,00a 

Fusão de folículos  3 3,00 ± 0,00a 4,00 ± 1,73a 1,00 ± 1,73a 4,00 ± 1,73a 

Folículos irregulares  2 3,50 ± 1,00a 5,30 ± 1,15a 4,66 ± 1,15a 5,33 ± 1,15a 

Aumento da quantidade de coloide 1 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,33 ± 0,57a 1,66 ± 1,52a 

Diminuição na quantidade de coloide  1 0,00 ± 0,00a 1,00 ± 1,73a 0,66 ± 1,15a 0,66 ± 1,15a 

Descamação no lúmen folicular 3 5,25 ± 2,87a 7,00 ± 1,73a 8,00 ± 1,73a 9,00 ± 3,00a 

Aumento da vascularização do tecido 2 0,00 ± 0,00a 2,00 ± 3,46a,b 4,00 ± 0,00a,b 4,66 ± 1,15b 

Vasos sanguíneos congestionados 1 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,33 ± 0,57a 0,00 ± 0,00a 

Aumento do espaço intersticial 2 0,00 ± 0,00a 3,33 ± 3,05a 4,00 ± 3,46a 2,66 ± 2,31a 

Índice individual   12,50 ± 4,70a 23,60 ± 3,05a,b 26.00 ± 9,10a,b 31.00 ± 9,50b 
Fonte: Do autor (2022) 

 

Gráfico 1 – Índices individuais (teste de toxicidade dérmica com dose repetida). 

 

 
Fonte: Do autor (2022) 

3.1.3. Análise morfométrica 

Não houve diferença estatística significativa entre as medidas da área e perímetro do coloide 

e área e perímetro do folículo, bem como em relação à razão área do coloide/área do folículo (p > 

0,05). Também não foram observadas diferenças na área e perímetro nuclear, e na razão entre os 

diâmetros maior e menor do núcleo (LSratio) (p > 0,05). Com relação ao coeficiente de variação 

nuclear (NACV) o grupo TI apresentou maior porcentagem de variação (15,34%). Os resultados 

podem ser observados no Gráfico 2 e nas Tabelas 3, 4 e 5. 
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Gráfico 2– Área e perímetro do coloide, do folículo e do núcleo das células foliculares, razão área 

do coloide/área do folículo e LSratio, em indivíduos submetidos ao teste de toxicidade 

dérmica com dose repetida.  

Fonte: Do autor (2022). 
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Tabela 3 – Medidas da área (x 10-3mm2) e perímetro (x 10-3mm) do coloide e do folículo, bem 

como a razão entre as áreas de ambas as regiões em indivíduos submetidos ao teste de 

toxicidade. dérmica.com dose repetida. 
 

Fonte: Do autor (2022). 

 

 

Tabela 4 – Medidas da área (µm2), perímetro (µm), diâmetro maior e menor (µm) do núcleo do 

folículo, bem como valores de NACV (coeficiente de variação da área nuclear) em 

indivíduos submetidos ao teste de toxicidade dérmica com dose repetida. 

 

Grupo 
Núcleo 

Área Perímetro Diâmetro maior Diâmetro menor NACV 

Controle 18.78 ± 1.13a 16.53 ± 0.45a 5.79 ± 0.06a 3.75 ± 0.18a 25.31 ± 4.24a 

TI 19.68 ± 3.02a 16.85 ± 1.27a 5.90 ± 0.53a 3.83 ± 0.36a 24.32 ± 3.67a 

TII 18.96 ± 1.33a 16.53 ± 0.59a 5.83 ± 0.26a 3.69 ± 0.17a 27.53 ± 3.23a 

TIII 18.86 ± 1.37a 16.58 ± 0.41a 5.82 ± 0.17a 3.66 ± 0.26a 27.14 ± 1.54a 
Fonte: Do autor (2022). 

 

Tabela 5 – Valores de LSratio (razão entre o maior e menor diâmetro do núcleo) e a classificação 

nuclear em indivíduos submetidos ao teste de toxicidade dérmica com dose repetida. 

 
Grupo LSratio Classificação 

Controle 1.63 ± 0.10a Elíptico 

TI 1.63 ± 0.13a Elíptico 

TII 1.67 ± 0.14a Elíptico 

TIII 1.69 ± 0.17a Elíptico 
Fonte: Do autor (2022). 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

  Grupo 
Coloide Folículo 

Razão coloide/folículo 
Área Perímetro Área Perímetro 

Controle 9.54 ± 3.46a 366.68 ± 63.49a 12.38 ± 3.80a 414.11 ± 60.69a 0.75 ± 0.05a 

TI 12.09 ± 2.05a 415.76 ± 36.33a 15.14 ± 2.17a 461.33 ± 36.33a 0.79 ± 0.02a 

TII 12.87 ± 4.28a 420.11 ± 66.75a 15.94 ± 4.69a 464.06 ± 64.76a 0.79 ± 0.03a 

TIII 13.18 ± 4.57a 424.40 ± 75.04a 16.65 ± 5.20a 473.06 ± 76.00a 0.78 ± 0.03a 



 

3.2. Toxicidade oral com dose repetida 

 
3.2.1. Análise morfológica 

- Grupo Controle (DMSO a 5%) 

 Neste grupo, os folículos da região limítrofe foram observados com maior tamanho, 

enquanto os da região central se apresentaram menores; ambos demonstraram formas arredondadas 

a irregulares. Nos folículos maiores, foi observado epitélio simples com células achatadas 

diferentemente dos folículos menores, no qual observou-se epitélio simples cúbico. No interior do 

coloide foram observadas células foliculares descamadas, além de alguns folículos fusionados, 

porém em pouca frequência. As células apresentaram núcleo de forma circular a ovalada, corado 

uniformemente. Em um dos indivíduos, foi identificada ruptura folicular em pequena extensão ao 

longo da amostra analisada. Os resultados podem ser observados na Figura 2. 

 

- Grupo Tratamento I  

Neste grupo, três indivíduos apresentaram aumento do espaço intersticial, em comparação 

ao grupo controle. Um indivíduo deste tratamento demonstrou leve aumento na vascularização do 

tecido tireoidiano. Além disso, maior frequência de descamação no lúmen folicular e presença mais 

frequente de folículos irregulares também foram visualizados neste grupo de tratamento, se 

comparado ao grupo controle. Também foi observado, em um indivíduo, a ocorrência de ruptura 

folicular, de forma semelhante ao grupo controle. Os resultados podem ser observados na Figura 

2. 

 

- Grupo Tratamento II  

Neste grupo, notou-se o aumento do espaço intersticial em relação ao grupo controle, porém 

em menor frequência com relação ao grupo TI. Em todos os indivíduos, foi possível observar o 

aumento da vascularização no tecido tireoidiano, quando comparados ao grupo controle e ao grupo 

TI. Em um indivíduo, foram encontradas células de gordura no tecido tireoidiano, característica 

que ainda não havia sido observada nos grupos anteriores. A descamação do lúmen folicular se 

manteve similar ao grupo de TI, com maior frequência em relação ao controle. A presença de 

folículos irregulares e fusão de folículos foi semelhante aos grupos anteriores. Os resultados podem 

ser observados na Figura 2. 



 

- Grupo Tratamento III  

Neste tratamento de maior concentração, foi observado em dois indivíduos a diminuição da 

quantidade de coloide presente no tecido tireoidiano. Esta característica ainda não havia sido 

visualizada nos grupos de tratamento. O aumento no espaço intersticial, embora menos extenso 

que no grupo TI, foi mais frequente, sendo observado em todos os indivíduos tratados. A 

descamação no lúmen folicular se assemelhou aos demais grupos de tratamento, porém ocorreu em 

maior frequência quando comparada ao grupo controle. Folículos irregulares e fusão dos folículos 

também foram observados de forma similar aos demais grupos de tratamento e ao grupo controle. 

Um indivíduo apresentou presença de células de gordura, assim como no grupo TII. Os resultados 

podem ser observados na Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 2–  Tireoide de ratos Wistar tratados com acetilcarvacrol pelo teste de toxicidade oral com 

dose repetida, corada com hematoxilina-eosina. 

 

Legenda: (A, B) Grupo Controle; (C, D) Tratamento I; (E, F) Tratamento II; (G, H) Tratamento III.  (FF) 

Folículos fusionados, (FI) folículos irregulares, (EI) espaço intersticial, (V) vasos sanguíneos, (D) 

descamação do lúmen, (*) Folículos menores, (CG) Células de gordura. Barra de escala: 40 μm. 

Fonte: Do autor (2022). 



 

3.2.2. Análise semiquantitativa 

A Tabela 6 lista os índices de cada alteração (INDEXalt) observada nos indivíduos 

submetidos ao tratamento oral com acetilcarvacrol, bem como os valores médios dos índices 

individuais (INDEXind) e seus respectivos desvios padrão, para cada grupo. Estatisticamente, não 

foram observadas diferenças entre os grupos com relação a cada alteração (p > 0,05). Também não 

houve diferença significativa entre os grupos com relação aos INDEXind (p > 0,05). Os resultados 

podem ser observados na Tabela 6 e no Gráfico 3. 

 

Tabela 6 –Média ± desvio padrão dos índices de cada alteração (INDEXalt) e dos índices 

individuais (INDEXind) observados na tireoide de ratos submetidos ao teste de 

toxicidade oral com dose repetida. 

 

Alteração morfológica 

Fator de 

importância 

(w) 

Controle TI TII TIII 

Ruptura folicular 3 1,00 ± 1,73a 0,60 ± 1,34a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 

Fusão de folículos  3 3,00 ± 0,00a 3,00 ± 0,00a 3,60 ± 1,34a 3,60 ± 1,34a 

Folículos irregulares  2 4,00 ± 0,00a 4,40 ± 0,89a 4,40 ± 0,89a 4,00 ± 1,41a 

Diminuição na quantidade de coloide  1 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,80 ± 1,09a 

Descamação no lúmen folicular 3 3,00 ± 0,00a 4,20 ± 2,68a 4,20 ± 1,64a 3,60 ± 1,34a 

Aumento da vascularização do tecido  2 0,00 ± 0,00a 0,40 ± 0,89a 2,00 ± 0,00a 1,20 ± 1,79a 

Presença de células de gordura 2 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,40 ± 0,89a 0,40 ± 0,89a 

Aumento do espaço intersticial 2 0,00 ± 0,00a 3,20 ± 3,03a 0,80 ± 1,09a 2,40 ± 0,89a 

Ruptura folicular 3 1,00 ± 1,73a 0,60 ± 1,34a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 

Índice individual   11,00 ± 1,73a 15,80 ± 7,82a 15,40 ± 3,85a 16,00 ± 5,30a 
Fonte: Do autor (2022). 

 

Gráfico 3 – Índices individuais (teste de toxicidade oral com dose repetida). 
 

 

Fonte: Do autor (2022). 
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3.2.3. Análise morfométrica 

Nas medições realizadas, não houve diferença significativa entre o grupo controle e os 

tratamentos com relação à área do coloide, área e perímetro do núcleo e razão entre coloide e 

folículo. Já nos resultados das medições para perímetro do coloide, área e perímetro do folículo 

houve diferença estatística significativa entre os grupos TII e TIII (p < 0,05). Também foi 

observada diferença estatística na a razão entre os diâmetros maior e menor dos núcleos (LSratio), 

no qual os grupos TI e TIII se mostraram diferentes estatisticamente. Com relação ao coeficiente 

de variação nuclear (NACV) o grupo TIII apresentou maior porcentagem de variação (20,04%). 

Os resultados podem ser observados no Gráfico 4 e nas Tabelas 7, 8 e 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Gráfico 4  – Área e perímetro do coloide, do folículo e do núcleo das células foliculares, razão área 

do coloide/área do folículo e LSratio, em indivíduos submetidos ao teste de toxicidade 

oral com dose repetida.  

Fonte: Do autor (2022). 
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Tabela 7 – Medidas da área (x 10-3mm2) e perímetro (x 10-3mm) do coloide e do folículo, bem 

como a razão entre as áreas de ambas as regiões em indivíduos submetidos ao teste de 

toxicidade oral com dose repetida. 

Fonte: Do autor (2022). 

 

 

Tabela 8 –  Medidas da área (µm2), perímetro (µm), diâmetro maior e menor (µm) do núcleo do 

folículo, bem como valores de NACV (coeficiente de variação da área nuclear) em 

indivíduos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida. 

 

Grupo 
Núcleo 

Área Perímetro Diâmetro maior Diâmetro menor NACV 

Controle 20.32 ± 1.02a 17.30 ± 0.32a 6.05 ± 0.16a 3.86 ± 0.04a 32.67 ± 9.52a 

TI 17.48 ± 1.88a 16.39 ± 0.64a 5.90 ± 0.13a 3.34 ± 0.34a 28.83 ± 2.47a 

TII 21.45 ± 1.76a 17.87 ± 0.72a 6.40 ± 0.39a 3.75 ± 0.19a 25.96 ± 0.19a 

TIII 21.48 ± 4.31a 17.46 ± 1.70a 6.03 ± 0.59a 3.93 ± 0.54a 24.00 ± 1,80a 
Fonte: Do autor (2022). 

 

Tabela 9 –  Valores de LSratio (razão entre o maior e menor diâmetro do núcleo) e a classificação 

nuclear em indivíduos submetidos ao teste de toxicidade oral com dose repetida. 

 
Grupo LSratio Classificação 

Controle 1.70 ± 0.08a,b Elíptico 

TI 1.94 ± 0.21b Elíptico 

TII 1.83 ± 0.16a,b Elíptico 

TIII 1.64 ± 0.09b Elíptico 
Fonte: Do autor (2022) 

 

 

 

 

 

Grupo 
Coloide Folículo 

Razão coloide/folículo 
Área Perímetro Área Perímetro 

Controle 10.97 ± 1.22a 403,20 ± 24,22a,b 14.18 ± 1.61a,b 454,36 ± 27,89a,b 0.77 ± 0.01a 

TI 11.72 ± 0.98a 417,39 ± 22,21a,b 14.84 ± 1.46a,b 464,83 ± 25,96a,b 0.77 ± 0.02a 

TII 14.66 ± 4.94a 458,19 ± 78,76a 18.87 ± 5.50a 516,55 ± 77,12a 0.75 ± 0.05a 

TIII 9.33 ± 2.06a 365,60 ± 41,01b 12.58 ± 2.39b 420,39 ± 41,80b 0.73 ± 0.03a 



 

4. DISCUSSÃO 

 
A tireoide pode ser altamente afetada por fatores externos sendo muito sensível à toxicidade 

quando exposta a compostos como herbicidas, fungicidas e inseticidas (ABUSER et al., 2021). 

Dentro deste contexto, o presente trabalho avaliou histologicamente as alterações causadas 

exposição tópica e oral ao acetilcarvacrol na tireoide de ratos Wistar fêmeas. O acetilcarvacrol é 

derivado da acetilação do carvacrol, e apresenta propriedades acaricidas e atividade repelente 

contra carrapatos Rhipicephalus sanguineus (KONIG et al., 2020), e Rhipicephalus microplus 

(KONIG et al., 2019). Estudos utilizando o acetilcarvacrol no controle de nematoides também 

demonstram resultados positivos (ANDRÉ et al., 2016). No entanto, este composto ainda é pouco 

explorado, sendo este estudo o primeiro relato da sua ação na tireoide. 

No presente estudo, a presença de folículos irregulares foi observada em todos os 

indivíduos, tanto no tratamento tópico quanto oral, o que pode indicar uma ocorrência normal na 

tireoide. Entretanto, especialmente nos ratos submetidos à exposição dérmica, esta alteração 

ocorreu em maior escala quando comparada ao grupo controle, embora sem diferenças estatísticas 

na análise semiquantitativa. Já no tratamento por via oral, os resultados foram similares entre os 

grupos de tratamento e controle. Ehsan et al. (2016), em estudos utilizando o inseticida fipronil 

(FPN) e exposição oral em ratos albinos machos, identificaram a presença de folículos irregulares 

nos grupos tratados. Entretanto, no grupo controle utilizando óleo de milho, pouca irregularidade 

nos folículos foi observada (EHSAN et al., 2016). A exposição de ratos Wistar ao nitrato por via 

oral também ocasionou irregularidade leve a moderada dos folículos (KOSTOGRYS; 

PISULEWSKI; PECIO, 2006). Além disso, testes por via oral utilizando o pesticida indoxacarb 

em camundongos revelaram que os indivíduos tratados também apresentaram irregularidade nos 

folículos, além de outras alterações, indicando que este pesticida pode ter um papel tóxico para a 

tireoide (ABUSRER et al., 2021). A presença de folículos irregulares pode estar relacionada à 

exposição a substâncias diferentes no organismo (ABUSRER et al., 2021). Entretanto, 

modificações no arranjo morfológico também podem ter relação com fatores hormonais, como uma 

diminuição do TSH (PENEL; BASTIANI; ROGNONI, 1982).   

Abusrer et al. (2021) identificaram a dilatação e congestão dos vasos sanguíneos da tireoide 

após exposição ao indoxacarb. Haloi et al. (2017), após administração oral do fungicida ACTARA 

250 WG em camundongos, também observaram esta alteração. Além disso, a congestão de vasos 

sanguíneos foi descrita em testes realizados por via oral utilizando o fungicida Mancozeb (SAKR; 



 

OKDAH; EL-ADLY, 2007), mostrando que esta alteração pode ser indicativa para toxicidade. 

Entretanto, os resultados do presente trabalho revelaram pouca frequência desta alteração. 

Ainda assim, o aumento na vascularização foi evidenciado em ambos os tratamentos no 

presente estudo, com diferenças estatisticamente significativas no grupo tratado topicamente com 

a maior concentração de acetilcarvacrol. Cunha et al. (2017) encontraram resultados similares na 

tireoide de camundongos fêmeas expostos a banhos de aspersão, com o objetivo de comparar os 

acaricidas timol e fipronil. Os autores observaram o aumento da vascularização da glândula e do 

calibre dos vasos sanguíneos, ocasionados de forma mais agressiva pelo composto sintético. A 

exposição por via oral ao nitrato também apontou vascularização mais desenvolvida nos grupos de 

tratamento em comparação ao grupo controle (KOSTOGRYS; PISULEWSK; PECIO, 2006). O 

aumento da vascularização pode ter ocorrido devido às propriedades vasorelaxantes do carvacrol, 

conforme demonstrado por Peixoto-neves et al. (2010), que observaram vasodilatação reversível 

em amostras de aorta. Segundo os autores, não há relação entre a vasodilatação e os possíveis 

efeitos tóxicos do carvacrol, já que este composto demonstra baixa toxicidade. 

Nos estudos com lambda-cialotrina, ratos tratados por via oral com esse inseticida 

apresentaram folículos de formas variadas, além de esfoliação celular dentro de seu lúmen (AL-

AMOUDI, 2018). Esta característica também foi visualizada nos ratos expostos ao acetilcarvacrol. 

Houve maior frequência de descamação nos grupos de tratamento para ambas as formas de 

exposição, tanto dérmica quando oral, na análise qualitativa. A descamação do epitélio folicular 

também foi demonstrada em estudos utilizando inseticidas organofosforados, como o clorpirifós 

em que foram avaliados os potenciais efeitos de curto e longo prazo em testes com camundongos 

por via subcutânea (DE ANGELIS et al., 2009). Experimentos utilizando o pesticida dicofol em 

dose oral em fêmeas de ratos (KAVITHA; FRANCIS; VARIYAR, 2016) e testes por via oral em 

ratos machos empregando o pesticida carbofurano (HANIM HADIE; MANSOR; TUAN 

SHARIFF, 2012) também mostraram a ocorrência de descamação no lúmen em seus tratamentos.  

Segundo Kavitha et al. (2016), a descamação no lúmen pode estar relacionada ao dano oxidativo 

que induzido pelos radicais livres das células mediado pela toxicidade do dicofol. A exposição de 

ratos ao Carbofurano por gavagem também ocasionou degeneração folicular, provavelmente 

relacionada aos danos foliculares induzidos pelo estresse (HANIM HADIE; MANSOR; TUAN 

SHARIFF, 2012). Cunha et al. (2017), por sua vez, também sugerem que as exposições a produtos 

tóxicos estão associadas à morte celular. A análise semiquantitativa, não demonstrou diferenças 



 

estatísticas significativas entre os grupos com relação à descamação folicular. Entretanto, levando 

em consideração a análise qualitativa, sugere-se que exposições mais prolongadas ao 

acetilcarvacrol podem apresentar efeitos diretos ou indiretos nos tireócitos. 

Ferreira et al. (2012) apontaram a ocorrência da fusão de vários folículos menores ao 

analisar a tireoide de camundongos expostos ao acaricida fipronil, principalmente no grupo de 

maior concentração (FERREIRA, 2012). Estes mesmos autores também observaram o aumento 

dos espaços que permeiam os folículos. Cunha et al (2017) também ressaltaram o aumento dos 

espaços interfoliculares, devido à ocorrência de edema. Neste mesmo estudo, os autores justificam 

a fusão dos folículos, o aumento da vascularização e do calibre dos vasos sanguíneos da glândula 

como alterações que provavelmente foram causadas pela presença de substâncias tóxicas no 

organismo, alterando a morfologia e fisiologia do órgão. Entretanto, um estudo que analisou a 

tireoide de ratos expostos à diferentes concentrações de iodo sugere que os mecanismos de 

reorganização da tireoide (migração celular e fusão folicular) podem estar relacionados à 

diminuição do hormônio TSH. O que pode justificar a presença de células fusionadas também no 

grupo controle do presente estudo, sendo algo não relacionado com o composto acetilcarvacrol e 

sim um rearranjo morfológico. A fusão de folículos também foi observada no presente estudo, de 

maneira similar entres todos os grupos do tratamento oral e dérmico, incluindo os grupos controle. 

Já o aumento do espaço intersticial foi notado nos tratamentos I, II e III de ambos os testes, na 

análise qualitativa, embora a análise semiquantitativa não tenha revelado diferenças estatísticas 

entre os grupos.  

Tebourbi et al. (2010) observaram a redução da área folicular em ratos tratados por injeção 

via intraperitoneal com o pesticida diclorodifeniltricloroetano (DDT), quando comparados aos 

ratos do grupo controle (TEBOURBI et al 2010). Isso demonstrou que a diminuição dos folículos 

também pode ser um indicativo para toxicidade. Al-Amoudi (2018), por sua vez, identificou a 

presença de folículos degenerados com redução do coloide, bem como a diminuição dos hormônios 

T3 e T4 e o aumento do TSH, após exposição de ratos albinos aao inseticida lambda-cialotrina por 

via oral. Al-Amoudi apontou essas alterações hormonais como consequência dos efeitos tóxicos 

da pressão oxidativa, assim como nos estudos feitos por Abdollahi et al. (2004). Além disso, 

pesquisas utilizando ratos expostos ao dicofol via oral apontaram a redução da área do coloide além 

da diminuição significativa do nível de hormônios tireoidianos, T3 e T4 e aumento do TSH, que 

podem estar relacionados ao tamanho dos coloides (KAVITHA; FRANCIS; VARIYAR, 2016).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214750018301847#!


 

No presente estudo, na análise qualitativa, foi observada uma leve diminuição da quantidade de 

coloide nos grupos TI, TII e TIII no tratamento dérmico e apenas no grupo III do tratamento por 

via oral. Contudo, estas alterações não foram extensas o suficiente para gerar diferenças estatísticas 

significativas entre os grupos. Na análise morfométrica, apenas os grupos TII e TIII expostos ao 

acetilcarvacrol via oral apresentaram diferenças entre si com relação ao perímetro e área do folículo 

e ao perímetro do coloide. Contudo, não houve diferença em relação ao grupo controle. Somado a 

isso, os indivíduos dos grupos TII e TIII do tratamento de gavagem também apresentaram células 

de gordura em seu tecido, alteração também observada por Cunha et al. (2017).  

No tratamento tópico com acetilcarvacrol, a ruptura folicular ocorreu de forma similar entre 

os grupos de tratamento e controle. Já na exposição por via oral, os folículos com ruptura foram 

localizados em pouca frequência no grupo controle e no grupo TI. Na literatura, Pitsiavas et al. 

(1997) descreveram alterações como distorção e ruptura na arquitetura dos folículos na tireoide de 

ratos causadas pela exposição à amiodarona (AMD) por via oral. Além disso, pesquisas envolvendo 

testes com o composto sintético PCB 118 em ratos Wistar macho, por meio de injeção 

intraperitoneal, demonstraram a presença de folículos colapsados, além de outras alterações 

causadas pela exposição ao composto (TANG et al., 2013). Porém, folículos com essa alteração 

foram encontrados em pouca frequência em geral nos indivíduos, incluindo aqueles do grupo 

controle, o que pode indicar uma alteração comum no tecido tireoidiano.  

Nagashima et al. (1998) utilizaram parâmetros morfológicos para diagnosticar doenças da 

tireoide como carcinomas foliculares, adenomas e bócios adenomatosos. Em seu estudo, foram 

utiliados os seguintes parâmetros morfométricos: área nuclear média, perímetro nuclear médio, 

razão de dimensão (LS ratio) dos núcleos, e o coeficiente de variação da área nuclear (NACV). 

Para os autores, valores elevados de NACV corresponderiam à tendência à malignidade na tireoide, 

com base nos dados obtidos nos grupos controle.  A exposição ao acetilcarvacrol, contudo, não 

ocasionou diferenças estatísticas neste parâmetro. Resultados significativos estatisticamente foram 

encontrados no tratamento oral nas medições para perímetro do coloide, área e perímetro do 

folículo, entre os grupos TII e TIII (p < 0,05). A razão entre os diâmetros maior e menor dos núcleos 

(LSratio) entres os grupos TI e TIII também se mostraram diferentes estatisticamente no uso oral. 

Considerando que estas diferenças ocorreram apenas entre os tratamentos, não é possível afirmar 

que se tratem de alterações com significado morfológico relevante. Já no tratamento dérmico, não 

foram observadas diferenças estatisticamente significativas nestes parâmetros.  



 

Para melhor conhecimento do metabolismo do carvacrol, estudos utilizando ratos e a 

exposição de  1 mmol/kg do composto, foi observado que o carvacrol é excretado na urina sem 

alteração ou como seus conjugados glicuronídeos e sulfatos, entretanto também pode sofrer 

oxidação  dos grupos metil e isopropil no seu metabolismo (AUSTGULEN et al., 1987). Em 

pesquisas utilizando coelhos e exposição por via oral de carvacrol, os resultados foram que, o 

composto é absorvidos de forma lenta no intestino sendo que 30% do carvacrol se manteve no trato 

gastrointestinal e 25% foi excretada através da urina em menos de vinte quatro horas (SUNTRES 

et al., 2015).  

Os testes de toxicidade em sua maioria são feitos através da via oral, sendo importante as 

testagens sobre via dérmica para avaliar os riscos que um determinado produto pode ter e assim 

avaliar de forma ampla (VAN RAVENZWAAY; LEIBOLD, 2004). Em testes por via tópica, a 

penetração do produto vai variar de acordo com as condições da pele, propriedades químicas do 

produto, tempo de exposição além de outros fatores (NGO; O’MALLEY; MAIBACH, 2010). Nos 

testes através da via oral, é importante ressaltar que o metabolismo intestinal e hepático é 

fundamental na absorção de uma substância (WACHER et al., 2001).  

No presente estudo houve diferenças nos resultados entre os testes por via oral e por via 

tópica, o que pode ser um indicativo diante as diferentes formas de absorção. A estrutura do 

intestino é composta por uma enorme área de superfície devido a presença de microvilosidades que 

geram uma maior absorção. Esses são fatores que podem influenciar os resultados dos testes de 

toxicidade por via oral. Com essas informações, o produto acetilcarvacrol que é um derivado do 

carvacrol pode se encontra em maior tempo na corrente sanguínea quando aplicado sob o dorso 

dos animais do que quando aplicado sobre o método de gavagem. Essa maior permanência do 

produto na corrente sanguínea pode justificar então as alterações sofridas na tireoide nos testes de 

toxicidade via dérmica. 

 

 

 

 

 

 

 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ptr.6103?casa_token=t7dPo3DThaAAAAAA%3AU14gTrDdpmtVVlhtJeGqxYGZgocOv01um3L79X-g7jSN260QsebEI9YF20MNvmw68f91ZZbUHxddgMY2#ptr6103-bib-0011
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ptr.6103?casa_token=t7dPo3DThaAAAAAA%3AU14gTrDdpmtVVlhtJeGqxYGZgocOv01um3L79X-g7jSN260QsebEI9YF20MNvmw68f91ZZbUHxddgMY2#ptr6103-bib-0111


 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Embora algumas alterações morfológicas tenham de fato sido observadas em ratos expostos 

ao acetilcarvacrol por via tópica e oral, a extensão das alterações não foi grande o suficiente para 

ocasionar diferenças estatísticas significativas entre os grupos. Entretanto, os índices individuais 

dos ratos expostos à maior concentração de acetilcarvacrol no tratamento dérmico foram 

significativamente diferentes do grupo controle. Isso indica que, embora a maioria dos parâmetros 

analisados não tenha diferido entre os grupos, é necessário que se tenha cautela ao utilizar o 

produto, principalmente em concentrações mais elevadas. As concentrações equivalentes aos 

tratamentos TI e TII, contudo, não produziram efeitos adversos relevantes, podendo ser 

consideradas seguras para uso, considerando-se especificamente os parâmetros aqui analisados. 

Mesmo assim, a avaliação de outros órgãos é fundamental para uma análise completa da segurança 

de aplicação deste produto. 
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