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RESUMO

A ocorréncia de dermatites é relativamente elevada nos animais domésticos em especial de
cées, com tratamentos onerosos e recidivas constantes, dessa forma busca-se alternativas de
tratamento com custo mais acessivel e eficaz no &mbito da medicina veterinéria. Este trabalho
teve como objetivo verificar a composicao fitoquimica do extrato hidroalcodlico de folhas do
Anthurium affine, Schott, “milho de urubu”, avaliando-se 0s niveis de toxicidade celular e
sistémica e resposta inflamatéria em modelo de implante de algoddo subcutaneo, além de
avaliar os efeitos do extrato hidroalcéolico em modelo experimental de dermatite em
camundongos. Apds um processo de triagem, amostra de folhas da planta foi colocada para
maceracao em solucédo hidroalcodlica a 70%(400mL) por sete dias. Ap0s esta etapa aliquotas
do extrato foram utilizadas para a realizacdo dos ensaios de fitoquimica. A citotoxicidade foi
avaliada em culturas de Saccharomyces cerevisiae e a toxicidade sisttmica em modelo de
atividade espontadnea com camundongos. A atividade antinflamatoria foi dimensionada em
modelo de implante de algod&do subcutaneo e o modelo de dermatite foi confeccionado com
aplicacdo tdpica de acetona e hidroxido de sédio a 2,5% em area previamente tricotomizada no
dorso dos animais, ambas com avalia¢fes bioquimicas, hematoldgicas e histopatologicas.
Como resultado, para uma concentracdo do extrato de 85 mg/mL; obteve-se resposta positiva
para taninos, flavonoides, alcaldides e saponinas, na avaliacdo fitoquimica. Nos testes de
citotoxicidade, ndo foram observadas alteracGes significativas na taxa de crescimento celular,
embora na concentragdo de 10,75 mg/mL ocorreu diminui¢do importante no nimero de células.
Quanto a toxicidade sistémica, na condicdo aguda, ndo foram observados Obitos até a
concentracdo de 2913,6mg/Kg embora tenham ocorrido efeitos do tipo dose dependente; essas
respostas que sdo excitatdrias e depressoras sobre 0 SNC, assim como as respostas sobre 0 SNA
ocorreram de forma caracteristica conforme a dose empregada. O extrato de A. affine na dose
de 145,75mg/Kg inibiu a cascata de eventos associados a resposta pro-inflamatoria de forma
significativa (p<0,05), interferindo sobre os mecanismos de sinalizagéo, inducdo, producéo e
liberacdo de leucdcitos, com elevagdo na taxa de albumina. Verificou-se também que o extrato
interferiu sobre os eventos relacionados com o0s mecanismos de reorganizacdo de areas
injuriadas, afetando a infiltracdo de células do tipo polimorfonucleares e mononucleares, assim
como os mecanismos de sinalizagdo envolvidos nos processos de formagdo de crosta,

organizacao angiogénica e de distribuicdo dos fibroblastos.

PALAVRAS CHAVE: antdrio, dermatite canina, fitoterapia, planta medicinal.



ABSTRACT

The ocurrence of dermatitis is relatively high in domestic animals, especially dogs, with
expensive treatments and constant recurrences. In this way, alternative treatments with more
accessible and effective costs are sought in the field of veterinary medicine. This study intended
to verify the phytochemical composition of the hydroalcoholic extract of Anthurium
affineSchott leafs, the “vulture corn”, evaluating the levels of sytstemic and cellular toxicity
and inflammatory response in a subcutaneous cotton implant model, besides evaluating the
effects of the hydroalcoholic extract in a experimental model of dermatitis in mice. After a
screening process, samples of the plant’s leafs were put to maceration in a hydroalcoholic
solution at 70% (400mL) by seven days. After this stage, aliquots of the extract were used for
phytochemical assays. The cytotoxicity was evaluated in tilths of Sacaromices cerevisiae and
the systemic toxicity in a model of spontaneous mice activity. The anti-inflammatory activity
was scaled-out in a subcutaneous cotton implant model, and the dermatitis model was made
with topical application of acetone and sodium hydroxide at 2.5% in a previously trichotomized
area in the animal’s back, both with biochemical, hematological and histopathological
evaluations. As a result, for a extract concentration of 85 mg/mL, it was obtained a positive
response for tannins, flavonoids, alkaloids and saponins in the phytochemical evaluation. In the
tests for cytotoxicity, no significative alterations on the cell growth were noticed, although in
the 10,75 mg/mL concentration it has occurred an important cell decrease. As for the systemic
toxicity, in the acute condition, no deaths were observed until the 2913,6mg/Kg
concentration, although it has occurred dose-dependent effects; this responses that are
excitatory and depressant about the CNS in the same way that the responses on the ANS has
occurred characteristically according to the employed dose. The A. affine extract on the
145,75mg/Kg dose has inhibited the cascade effect associated to the proinflammatory response
in a significative way (p<0,05), interfering on the leukocyte’s signaling, induction, production
and release mechanisms, with an high albumin rate. This study also verified that the extract has
interfered with the reorganization mechanisms of injured areas, affecting the infiltration of
mononuclear and polymorphonuclear cells and the signaling mechanisms of the incrustation

processes, angiogenic organization and distribution of fibroblasts.

KEYWORDS: Anthurium, Canine Dermatitis, Phytotherapy, Medical Plant.
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1 INTRODUCAO

As dermatopatias representam hoje um importante percentual de ocorréncia na nossa sociedade,
afetando tanto humano como os animais domeésticos. A sua manifestacao pode apresentar caracteristicas
préprias, podendo estar relacionada com diferentes fatores, variando desde distirbios metabdlicos, até
a predisposicao genética. Assim sendo, algumas dermatoses apresentam-se resistentes ao tratamento, o
que por sua vez pode proporcionar desconfortos diversos para o paciente, afetando de sobremaneira a
qualidade de vida do mesmo (DUARTE et al., 2009). As doencas dermatoldgicas permanecem como
algumas das afeccGes mais frequentes e frustrantes para o clinico de pequenos animais e o diagndstico
e tratamento podem representar um desafio, visto que a pele responde de forma limitada aos diferentes
tipos de injurias, o que resulta no aparecimento de lesdes semelhantes em um amplo espectro de doencas
e ainda, lesBes que ndo apresentaram resolucdo definitiva e sdo apenas parcialmente controladas, o que
exige um acompanhamento prolongado do paciente (CRMV-MG, 2013).

Na medicina veterinaria, a dermatologia € uma area em ascensao. Acredita-se que hoje,
entre 20% e 75% dos atendimentos veterinarios realizados em clinicas e hospitais de pequenos
animais estejam diretamente relacionados a problemas dermatologicos (Scott et al. 2001). Um
estudo norte-americano (Ralston Purina Company 1989) indicou que 25% de todas as
atividades relacionadas com pequenos animais envolviam o diagnostico e o tratamento de
problemas com a pele e a pelagem; outro estudo (Alpo Veterinary Panel 1985), com a
participacdo de 2.540 clinicos de pequenos animais nos Estados Unidos, mostrou que as
doencas de pele sdo 0s principais motivos de visita ao veterinario. Essa alta prevaléncia se deve,
provavelmente, ao fato de que alteracdes de pele chamam a atencdo e frequentemente causam
repulsas, fazendo com que o proprietario procure auxilio veterinario (SOUZA et al., 2006).

Uma pele saudavel, além de se renovar normalmente como outros 6rgdos do corpo
humano, é capaz de se auto-regenerar quando sofre algum tipo de lesdo; e o fato da pele ser a
principal interface entre o corpo e 0 meio externo, torna-a o primeiro alvo de bactérias, virus e
fungos, além dos irritantes fisicos e quimicos. Como a manutencéo da integridade da pele € de
extrema importancia para o desempenho de suas fungdes em condi¢fes 6timas, ela propria
possui um mecanismo que, em condicdes fisiologicas normais e atraves da renovagdo constante
das células nas camadas mais profundas, assegura a manutencdo de sua estrutura e
funcionamento normal. No entanto, existem situacdes patoldgicas que comprometem este
equilibrio fisiologico, promovendo alteragdes estruturais e funcionais da pele, implicando no
desenvolvimento de patologias inflamatdrias cutaneas (DEBENEDICTIS et al., 2001; BRAD,
2000; MAKRANTONAKI E ZOUBOULLIS, 2007; LEE et al., 2009; PROKSCH et al., 2008).

A inflamac&o € uma resposta inicialmente protetora que tem por objetivo eliminar ou neutralizar
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0 agente lesivo. E essa finalidade e concluida de modo satisfatorio quando 0s mecanismos
antiinflamatérios enddgenos séo por fim ativados, protegendo os tecidos de danos maiores e
promovendo a restauracdo de sua estrutura e funcdo (LAWRENCE e GILRQOY, 2007).

Geralmente, ap6s uma prévia sensibilizacdo cutanea, uma vez que o prurido se inicie,

normalmente segue-se a injuria mecanica dos queratindcitos que, uma vez lesados, liberam
mediadores pré-inflamatorios.(OLIVRY et al., 2004). A liberacéo destes fatores normalmente
sinaliza cascatas de eventos em especial aquela associada ao metabolismo do &cido aracddnico
que por sua vez resultam no desenvolvimento dos sinais da inflamacao, como eritema, edema
e aumento do prurido (WHITE, 1998). Na presenca de infeccdo bacteriana, os queratindcitos
sdo ativados por produtos microbianos e derivados de fatores imunomediados, liberando
citocinas e quiminocinas. (KISICH, 2008; SCHAUBER e GALLO, 2008).
As dermatites sdo caracterizadas pela presenca de eritema, edema, infiltracdo, vesiculacgéo,
secrecdo, formacdo de crostas e escamas. Essas lesdes se sucedem e se associam, formando os
aspectos multiformes das dermatites e ao lado dessas lesdes ha um sintoma constante, moderado
ou intenso, que é o prurido. Este é causado pela liberacdo de substancias que excitam as
terminacfes nervosas cutaneas, sendo os estimulos levados ao cortex cerebral (SAMPAIO e
RIVITTI, 2000).

Atualmente existe uma busca por novos compostos com propriedades farmacoldgicas,
antiinflamatérias eficazes no combate a dermatites e que possuam menos efeitos colaterais.
Entre esses, 0 estudo de produtos naturais, em especial o uso de plantas, que na verdade € uma
pratica muito antiga (VEIGA JUNIOR, 2008), onde no Brasil, mesmo com o avanco da
indUstria farmacéutica, se verifica um grande apelo popular (principalmente da area rural), onde
se emprega insumos de origem vegetal para o alivio de desconfortos sintomatol6gicos ou cura
de algumas enfermidades, mesmo na dimensédo dos animais domésticos (BOSCOLO e VALLE,
2008; BARREIRO e BOLZANI, 2009; BADKE et al., 2011).

O uso das plantas medicinais € uma pratica que sempre esteve presente ao longo da historia
da humanidade, assumindo diferentes configuracdes conforme as tendéncias culturais dos
povos, cujas praticas podem ser identificadas até os dias atuais, como é o caso da fitoterapia.
As plantas se constituem fonte de matérias-primas diversas que se configuramcomo
ingredientes importantes na producdo de medicamentos para fins terapéuticos (TAUFNER,
2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009; MENEGASSO et al., 2016).

Muitas enfermidades, apesar da ampla disposicdo de medicamentos alopéaticos
disponiveis no mercado, ainda carecem de uma estratégia terapéutica eficiente que concilie a

estabilidade das respostas na erradicacao do problema com a preservagdo da qualidade de vida
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e bem-estar dos pacientes acometidos, como € o caso da ocorréncia das dermatites na clinica de
pequenos animais domesticos.

As plantas da familia Araceae sdo ervas que apresentam uma distribuicdo cosmopolita,
incluindo cerca de 100 géneros e 3000 espécies, podendo ser encontrada em todos o0s
continentes, exceto na Antartida. A maioria das espécies encontra-se distribuida em regides
tropicais como no Brasil onde podem ser identificados 35 géneros e cerca de 400 espécies
(TESKI e TRENTINI, 1997).

Desta familia, merece destaque as plantas do género Anthurium Schottque compreende
mais de 600 espécies; normalmente herbaceas, caracterizando-se como epifitas nativas da
América tropical, conhecidas popularmente por antario, ou vulgarmente como lingua de sogra,
anthurium selvagem ou “milho de urubu”; esta ultima denominagdo mais caracteristica no
nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005). A espécie Anthuruim affine Schott pode ser
encontrado na Mata Atlantica e nos ambientes domésticos onde geralmente podendo ser
empregado como planta ornamental. Popularmente os seus insumos sdo aplicados no
tratamento do diabetes, micoses e doencas cardiovasculares (NOMURA et al., 2012).

Segundo alguns estudos, o extrato de folhas do A. affine Schott pode apresentar grande
quantidade de flavonoides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina,
flavonoides estes com propriedades antiinflamatérias, antimutagénicas, antioxidantes,
antitumorais, reepitelizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000;
CROAT, 2004; VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012).

O A. affine Schott tem sido referido como um importante recurso coadjuvante no
tratamento de dermatites nos animais domésticos, oferecendo resultados estaveis, permitindo a
rapida recuperacao do quadro clinico apresentado pelos animais acometidos, motivo pelo qual
se despertou o interesse em se estudar esta planta.

O presente trabalho teve como objetivos determinar a composicdo fitoquimica do extrato
hidroalcodlico de folhas do Anthurium affine, Schott, “milho de urubu”, avaliando-se 0s niveis
de toxicidade celular e sistémica e resposta inflamatéria em modelo de implante de algodao
subcutaneo, além de verificar os efeitos do extrato hidroalcdolico em modelo experimental de

dermatite em camundongos Mus musculus, albino suigo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pele

A pele é o maior e mais pesado 6rgdo do corpo, tendo origem através de precursores
ectodérmicos (queratindcitos, melandcitos e nervos periféricos) e mesodérmicos (fibroblastos,
leucdcitos e vasos). Normalmente as estruturas ectodérmicas compdem a epiderme e as
mesodérmicas estdo mais profundamente na derme e hipoderme, porém durante o
desenvolvimento fetal e em algumas ocasides da vida, alguns leucdécitos atravessam a barreira
epiderme-derme permanecendo temporariamente na epiderme (SCOTT et al.,1996; BRAD,
2000).

Trata-se de um 6rgao complexo que apresenta multiplas funcées, entre elas: manutencéo
da homeostasia enddgena (regulando a temperatura corporal e a perda de liquidos), controle do
metabolismo (sintese de vitamina D), sentido do tato (por conter terminacGes nervosas
sensitivas) e protecdo contra ameacas externas (DEBENEDICTIS et al.,, 2001,
MAKRANTONAKI e ZOUBOULLIS, 2007; PROKSCH et al., 2008). Além de promover uma
barreira protetora entre os 6rgdos internos e o ambiente externo, a pele é ainda o principal
componente periférico do sistema imune, sendo capaz de iniciar uma resposta primaria frente
a um patdégeno (PROKSCH et al., 2008).

A pele é constituida de trés camadas principais: a mais superficial - a epiderme, formada
por um epitélio estratificado queratinizado, uma intermediaria — a derme, constituida por tecido
conjuntivo e a mais profunda - a hipoderme ou tecido subcuténeo, formada por tecido adiposo.
A epiderme é a camada mais superficial da pele, composta por multiplas camadas de células
que variam da forma colunar a achatada, sendo de quatro tipos distintos: queratindcitos,
melanadcitos, células de Langerhans e células de Merkel (SCOTT et al.,1996).

Os queratinocitos compdem cerca de 90% de todas as células encontradas na epiderme e, alem
de exercerem seu papel na sintese de queratina, possuem atividade bioquimica que auxiliam
outras células no microambiente dérmico. Entreas atividades bioquimicas dos queratindcitos
podemos citar como exemplo a secrecdo de uma grande variedade de substancias mediadoras
tais como peptideos antimicrobianos, quimiocinas e citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, IL-18 e TNFa)
(ALBANESI et al., 2005). Assim, estas acOes podem influenciar sua proliferacdo e
diferenciacéo; afetando algumas funcdes do sistema imune, como a migracdo e diferenciagéo

de células inflamatorias.
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Ainda encontram-se na epiderme outros tipos de células e estruturas, como: 0s
melandcitos (responsaveis pela pigmentacdo da pele), linfocitos T, terminagdes nervosas,
anexos cutaneos (pélos, unhas e glandulas), além das células de Langerhans e Merkel,
funcionando como parte do sistema imune e sensorial respectivamente (BRAD, 2000;
DEBENEDICTIS et al., 2001; SCOTT et al., 2001; DENNING, 2004; MAKRANTONAKI e
ZOUBOULIS, 2007; PROKSCH et al., 2008;).

As células de Langerhans (LCs) sdo células dendriticas residentes na camada basal da
epiderme (DOANEt al., 2008), que estdo entre as primeiras a entrar em contato com antigenos
na pele. Estudos in vitro tém mostrado que as LCs podem processar antigenos lipidicos e ou
microbianos e apresenté-los a células T efetoras (HUNGER et al., 2004), quenormalmente séo
residentes na pele e desempenham um papel fundamental na resposta imunoldgica local. As
células T epidermais estdo principalmente distribuidas na camada basal, freqlientemente
proximas as células de Langherans.

A epiderme normal dos mamiferos funciona como o posto periférico mais avancado do
sistema imune; considera-se que as células de langerhans, os queratindcitos, os linfécitos T
epidemiotroficos e os linfonodos periféricos de drenagem formam coletivamente um sistema
integrado de tecido linfoide associado a pele, que medeia a imunovigilancia cutanea (SCOTT
et al., 1996).

Tendo como base o grau de diferenciacdo dos queratindcitos, a epiderme pode ser
dividida em cinco camadas ou estratos: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso,
estrato ldcido e estrato cdrneo (DYCE. K. M. et al.,1997; NORRIS, 2004). O estrato basal esta
ancorado fortemente por hemidesmossomos a uma membrana basal que separa a epiderme da
derme. Esta membrana basal € composta por colageno tipo 1V, laminina, glicosaminoglicanos
e sulfato de heparina, todos sintetizados pelos queratinécitos, além da fibronectina que é
produzida por fibroblastos dérmicos (ROBERT, 1998).

Como a epiderme ¢ totalmente avascular, os leucocitos que residem nesta camada provém
de vasos da camada dérmica, portanto, a membrana basal citada acima também forma um
obstaculo fisico para a translocacdo dos leucocitos da derme para a epiderme, que quando
recrutados para o local de inflamagdo devem forcar a passagem através dessa barreira resistente
(BRAD, 2000). O estrato basal é ainda constituido por uma populagdo de células epiteliais
escamosas indiferenciadas que tem propriedade de auto-renovacao, essas células estdo ligadas
entre si horizontalmente, por desmossomaos, e se multiplicam continuamente através de mitoses,

de forma que as novas células geradas empurram as células velhas para cima, em direcdo a
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camada mais superficial do corpo (DYCE. K. M. et al.,1997; GARTNER e HIATT, 1999;
SAMPAIO et al., 2000;).

A medida que os queratindcitos vao sendo produzidos na camada basal, eles migram desta
camada até o estrato cdrneo, enquanto diferenciam-se e adquire quantidades gradualmente
crescentes de proteina fibrosa, queratina, tornando-se cada vez mais achatados. E no estrato
espinhoso que os queratindcitos produzemfilamentos de queratina, sendo esse estrato
responsavel pela queratinizacéo. Passando para o estrato granuloso, as células tornam-se mais
achatadas e com maior quantidade de queratina em seu interior, & nesse estrato que se inicia o
processo de cornificacdo, onde as células sofrem apoptose e diferenciam-se em cornedcitos. Ja
na camada ldcida sdo encontradas células anucleadas, achatadas e ricas em queratina. Por fim,
0 estrato corneo, é formado por diversas células mortas que constituem uma capa de queratina
gue se renova continuamente (MAKRANTONAKI e ZOUBOULLIS, 2007). Esse ultimo estrato
serve como a principal barreira contra a penetracdo de agentes quimicos e microbianos, além
de ser capaz de resistir a forcas mecanicas (BRAD, 2000; PROKSCH et al., 2008)

Esta migracdo e diferenciacdo que ocorrem no decorrer das diferentes camadas fazem da
epiderme uma estrutura bastante dinamica e a regulacdo desta sequéncia de proliferacdo dos
queratindcitos é de extrema importancia para a homeostasia do 6rgdo, sendo que qualquer
alteracdo no processo pode levar ao desenvolvimento de problemas cutdneos comodermatites
seborréicas e atépicas (SCOTT et al., 2001), psoriase, lesdes cronicas e cancer de pele
(ROBERT, 1998).

Como matriz de separacdo entre a epiderme e a derme subjacente, podemos encontrar
uma membrana basal, muito bem estruturada, constituida por uma malha de proteinas derivadas
tanto dos queratinécitos epidérmicos quanto dos fibroblastos dérmicos, além de varios tipos de
colageno, lamininas, subunidades de integrinas e proteoglicanas.

A derme é a camada de tecido conjuntivo intimamente ligado a epiderme, que além de
sustenta-la possui uma rica rede vascular para supri-la com nutrientes. Esta camada também &
invadida por foliculos pilosos, glandulassebaceas e glandulas sudoriparas que crescem a partir
da epiderme (DYCE K. M. et al., 1997). A derme representa a maior parte da forca ténsil e
elasticidade da pele, esta envolvida na remodelagdo, manutencdo e substituicdo da pele e
modula a estrutura e funcéo de epiderme (SCOTT et al., 2001). Na derme, as celulas T estdo
situadas preferencialmente na juncao dermo-epidérmica ou em apéndices cutaneos subjacentes.
As células T CD4+ e CD8+ estdo presentes em numeros praticamente iguais e sdo, em sua
maioria, células T de memdria que expressam antigenos associados a linfécitos (NESTLE et
al., 2009).
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Estudos recentes tém mostrado que células T de memoria residentes (TRM) na pele ndo
recirculam e sdo potentes efetoras da resposta imune cutdnea a antigenos e a agentes
infecciosos, funcionando como uma linha de defesa rapida,sendo que sua ativacdo excessiva
estd correlacionada a algumas patologias cutaneas, como psoriase e dermatite de contato
(COENRAADS e GONCALO, 2007). Por outro lado, existe uma grande variedade de células
dendriticas e macrofagos na derme apresentando cada uma destas, respostas imunoldgicas
altamente diferenciadas (NESTLE et al., 2009).

As células dendriticas dermais podem ser ativadas por patdgenos ou por sinais de injuria
tecidual participando da resposta inflamatdria cutanea através da liberacdo de mediadores
inflamatorios e recrutamento por quimiotaxia de neutr6filos ao local da injuria. Em alguns
casos, 0s mediadores liberados por estas celulas podem desempenhar acbes benéficas,
contribuindo para a erradicacdo de agentes infecciosos e ou reparo tecidual, mas, podendo
também desencadear uma resposta tecidual patologica com inflamacéo persistente (CHE e
NUNES, 2010).

Os macrdfagos da pele sdo em sua maioria células residentes que exercem funcGes
homeostaticas removendo células apoptoticas, mas também atuando como células imunes
sentinelas, pois expressam uma grande variedade de receptores que séo capazes de reconhecer
substancias estranhas ou células anormais. Sob condi¢6es infecciosas ou inflamatdrias, outros
macrofagos, além dos residentes podem ser recrutados para o tecido com o objetivo de combater
infeccdes, iniciar o reparo tecidual e resolver a inflamagdo. Entretanto, devido as suas
propriedades citotoxicas e pré-inflamatorias, os macrofagos podem gerar dano tecidual e
contribuir para o desenvolvimento de processos inflamatérios crénicos (NESTLE et al., 2009;
GORDON eMARTINEZ, 2010).

A hipoderme ou tecido subcutaneo € constituido por tecido adiposo e tecido conjuntivo
frouxo e faz conexdo entre a derme e a fascia muscular, sendo a espessura da camada de tecido
adiposo variavel ao individuo e a localizacdo. Essa camada € responsavel pela reserva de
energia, isolamento térmico do organismo, modelacdo da superficie corporal, absorcdo de
choques e fixacdo dos 6rgdos (SAMPAIO et al., 2000). Ela também é importante como
reservatorio esterdide, como local de metabolismo de esterdides e produgdo de estrogénios
(SCOTT etal., 1996).

Uma pele saudavel, além de se renovar normalmente como outros 6rgéos do corpo é capaz
de se auto-regenerar quando sofre algum tipo de lesdo; o tempo de renovagdo da célula
epidérmica em cdes normais é de aproximadamente 22 dias. E o fato da pele ser a principal

interface entre o corpo e 0 meio externo, torna-a o primeiro alvo de bacteérias, virus e fungos,
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além dos irritantes fisicos e quimicos (SCOTT et al., 1996). Como a manutencdo da integridade
da pele é de extrema importancia para o desempenho de suas fun¢des em condigdes 6timas, ela
prépria possui um mecanismo que, em condi¢es fisioldgicas normais e através da renovacao
constante das células nas camadas mais profundas, assegura a manutencao de sua estrutura e
funcionamento normal (DYCE. K. M. et al., 1997). No entanto, existem situa¢fes patoldgicas
que comprometem este equilibrio fisiologico, promovendo alteracBes estruturais e funcionais
da pele, implicando no desenvolvimento de patologias inflamatorias cutdneas como as
dermatites (SCOTT et al., 1996; BRAD, 2000; DEBENEDICTIS et al., 2001;
MAKRANTONAKI e ZOUBOULLIS, 2007; PROKSCH et al., 2008; LEE et al., 2009), e muitas
destas condi¢des dermatoldgicas ndo sdo facilmente restabelecidas carecendo de tratamentos
para obter as condi¢fes fisiologicas normais. Contudo, € comum ndo haver uma resposta
satisfatoria com os tratamentos convencionais, havendo desta forma uma busca constante de
tratamentos alternativos (AGUIAR JUNIOR e COSTA, 2011).

2.2 Processo inflamatoério

O processo inflamatdrio pode ser definido como uma cascata de eventos que ocorrem em
resposta a um estimulo nocivo, trauma ou infeccdo (CALIXTO et al., 2004). Os queratindcitos
sdo células com grande quantidade de interleucina-1a (IL-1o) em seu interior, por isto sdo
capazes de desencadear uma resposta imune quando danificados, pois a IL-1a contida é liberada
para 0 meio circundante iniciando a cascata inflamatoria (BRAD, 2000). A IL-1a é, portanto,
um sinal de perigo imediato liberada pelos queratindcitos quando estes sofrem algum tipo de
injuria (DEBENEDICTIS et al., 2001). Consequentemente, os queratindcitos circundantes
respondem a IL-1a, produzindo mais IL-1a, bem como IL-1p, fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0) e IL-6, amplificando o sinal inicial. LesGes por raios ultravioletas e infeccéo
microbiana podem estimular diretamente a liberagdo destas citocinas. Além disso, 0s
queratindcitos produzem quimiocinas, como por exemplo, a IL-8, cuja expressao causa um
recrutamento de granulécitos, e a0 mesmo tempo secretam fatores de crescimento de coldnia
de macrofagos e granulécitos (M-CSF, GM-CSF, IL-7 e IL-15), esses fatores induzem a
ativacdo e apoiam a sobrevivéncia dos leucdcitos para responderem as quimiocinas (BRAD,
2000).

As citocinas secretadas se difundem através da membrana basal até chegarem a derme,
nesta camada os fibroblastos, estimulados pelas citocinas dos queratindcitos comegam a

produzir IL-1, IL-6, TNF-o e quimiocinas proprias. Com todo o evento de liberagdo de citocinas
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pelos queratindcitos e fibroblastos da pele, devido a um estimulo nocivo, as células endoteliais
microvasculares da derme sdo ativadas e fornecem um reforco para defender o 6rgédo
(CALIXTO et al.,, 2004; LAWRENCE e GILROY, 2007). As células endoteliais entdo
expressam a P-selectina em sua superficie, proteinas de adeséo responsavel pela diapedese dos
leucdcitos que sdo atraidos por quimiotaxia até o local da lesdo. Com a chegada dos neutréfilos
ao local da inflamacg&o tém-se uma reposta mais reforcada, pois esses ja iniciam fagocitose de
componentes inflamatorios iniciais e antigenos, além da liberacéo de mais quimiocinas (BRAD,
2000).

Além da expressdo de moléculas de adesdo, o endételio se contrai e abre os poros nos
capilares papilares e vénulas da camada reticular e isto, somado aos efeitos promovidos pela
vasodilatacdo, facilita o extravasamento dos leucdcitos para o intersticio extracelular. O
endotélio também secreta metabolitos do acido araquidénico (AA), como leucotrienos (LT) e
prostaglandinas (PGs), resultando em vasodilatacdo local, aumento do fluxo sanguineo, seguido
de extravasamento de liquido e edema (BRAD, 2000; DEBENEDICTIS et al., 2001).

Enquanto isto, na epiderme, as células de Langerhans apresentam o antigeno aos
linfécitos T e ativa-os gerando uma resposta imune. Apos a estimulacdo local das células T,
gera-se um ambiente muito mais complexo de citocinas na epiderme, que passam pela derme e
culminam na ativacdo e recrutamento de leucécitos do compartimento vascular, com o objetivo
de se restabelecer a homeostasia do 6rgdo (DENNING, 2004).

A resposta inflamatéria na pele também tem participacdo do sistema nervoso central
(SNC), pois suas fibras nervosas que terminam na epiderme modulam o ténus vascular nas
reacOes inflamatorias através de secrecdo de uma variedade de fatores, incluindo 6xido nitrico
(NO) e substancia P. Além disso, o SNC recebe informacfes através de sinais aferentes e
modula a resposta imune através de sinais eferentes, podendo gerar uma resposta estimulante
ou inibitdria dependendo da duracdo da sinalizagdo aferente, se forem sinais agudos geram uma
resposta eferente estimulante, se forem sinais prolongados provocam uma resposta inibitdria
(BRAD, 2000).

Assim, a estimulacdo das fibras nervosas pelas citocinas locais faz com que ocorra a
liberacdo da substancia P, e essa provocara nas celulas endoteliais uma vasodilatagdo e aumento
da permeabilidade vascular, além de induzir a degranulacdo dos mastocitos somado ao efeito
de outros neuropeptideos. A histamina e outros mediadores liberados pelos mastocitos, por sua
vez, facilitam o efluxo de leucdcitos para o intersticio dérmico, pois amplificam a vasodilatacdo
local e derrame vascular (NATHAN, 2002).



20

A regulagdo do processo inflamatoério da pele écrucial, pois qualquer anormalidade na
resposta imune ou inflamatdria esta diretamente implicada na patogénese de muitas doencas
cutaneas (LEE et al., 2009b).

A inflamacdo, portanto, é uma resposta inicialmente protetora que tem por objetivo
eliminar ou neutralizar o agente lesivo. E essa finalidade é concluida de modo satisfatorio
quando os mecanismos antiinflamatérios enddgenos sdo por fim ativados, protegendo o0s
tecidos de danos maiores e promovendo a restauracdo de sua estrutura e funcdo (LAWRENCE
e GILROY, 2007).Porém, quando este processo se cronifica, passa para um estado patologico
caracterizado pela resposta continua e inapropriada do sistema imune a um estimulo
inflamatorio. A inflamacéo crbnica é responsavel pelos sintomas de muitas doencas auto-
imunes. Ao contrario da resposta inflamatéria aguda, que é dominada pelos neutréfilos, uma
das caracteristicas essenciais da inflamacéo crénica consiste no predominio de macréfagos. Os
macrdfagos ativados secretam mediadores inflamatdrios, como proteases e eicosanoides, bem
como colagenases e fatores do crescimento. Esses produtos secretados iniciam e mantém um
ciclo de lesdo e reparo teciduais, resultando em remodelagem do tecido. Com o decorrer do
tempo, a inflamacéo cronica pode causar destruicdo inexoravel do tecido e se tornar de dificil
tratamento (GOLANet al., 2013).

Diante disso, atualmente existe uma busca por novos compostos com propriedades
farmacoldgicas antiinflamatdrias eficazes para o combate aos processos inflamatorios em geral,
como por exemplo, as dermatites e que possuam menos efeitos colaterais. Entre esses, 0 estudo
de produtos naturais que apresentam alguma acao antiinflamatoria e menor incidéncia de efeitos
indesejaveis esta cada vez mais sendo realizado (VEIGA JUNIOR, 2008), no Brasil, mesmo
com o avanco da industria farmacéutica, muitos habitantes (principalmente da area rural), ainda
utiliza os vegetais, para o alivio de desconfortos sintomatolégicos ou cura de algumas
enfermidades mesmo na dimensdo dos animais domésticos (BOSCOLO e VALLE, 2008;
BARREIRO e BOLZANI, 2009; BADKE et al., 2011).

2.3 Dermatopatias

As dermatites representam hoje um importante percentual de ocorréncia na nossa
sociedade, afetando tanto humano como os animais domésticos. A sua manifestacdo pode
apresentar caracteristicas proprias, podendo estar relacionada com diferentes fatores, variando
desde distdrbios metabdlicos, até a predisposicdo genética. Assim sendo, algumas dermatites

apresentam-se resistentes ao tratamento, o que por sua vez pode proporcionar desconfortos
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diversos para o paciente, afetando de sobremaneira a qualidade de vida do mesmo (DUARTE
et al., 2009). As doencas dermatoldgicas permanecem como algumas das afec¢gdes mais
frequentes e frustrantes para o clinico de pequenos animais e o diagnéstico e tratamento podem
representar um desafio, visto que a pele responde de forma limitada aos diferentes tipos de
injurias, o que resulta no aparecimento de lesdes semelhantes em um amplo espectro de doencas
e ainda, lesdes que ndo apresentaram resolucdo definitiva e sdo apenas parcialmente
controladas, o que exige um acompanhamento prolongado do paciente(CRMV-MG, 2013).

As dermatites sdo caracterizadas pela presenca de eritema, edema, infiltracdo,
vesiculacdo, secrecdo, formagao de crostas e escamas. Essas lesfes se sucedem e se associam,
formando os aspectos multiformes das dermatites e ao lado dessas lesdes hd um sintoma
constante, moderado ou intenso, que é o prurido. Este é causado pela liberacdo de substancias
gue excitam as terminagdes nervosas cutaneas, sendo os estimulos levados ao cortex cerebral
(SAMPAIO e RIVITTI, 2000).

Os casos dermatoldgicos apresentam grande prevaléncia em pequenos animais, sendo a
razdo mais comum para serem levados ao Meédico Veterinario (SCOTT et al., 2001; HIIL et al.,
2006). Estima-se que entre 20 e 75% de todos os animais examinados na pratica clinica
veterinaria apresentem enfermidades do sistema tegumentar como queixa principal ou como
doenca secundaria (IHRKE, 1996; SCOTT et al., 2001). Sendo que o primeiro estudo realizado
na década de 70 demonstrou que, na Inglaterra, 20% dos cdes e 15% dos gatos apresentavam
enfermidades de pele e ouvido (EVANS et al., 1974), semelhante ao encontrado posteriormente
no Canada, onde o indice foi de 18,8% dos cées e 15,2% dos gatos (SCOTT e PARADIS, 1990).
Em 2001, nos Estados Unidos, esta incidéncia chegou a 25% (SCOTT et al., 2001).

2.3.1 Alguns tipos de dermatites

2.3.1.1 Dermatite de contato

A dermatite de contato € uma doenca inflamatoria cutdnea induzida pelo contato repetido
com substancias quimicas de baixo peso molecular, chamadas de xenobidticos ou haptenos
(NOSBAUM et al., 2009). A dermatite de contato pode ser subdividida em dois tipos: dermatite
de contato alérgica (ACD -alergic contact dermatitis) e dermatite de contato irritante (ICD -
irritant contact dermatitis). Com sinais clinicos similares, geralmente sdo distinguidas pelas
caracteristicas dos respectivos mecanismos imunoldgicos (KU et al., 2009). A ICD tem sido

considerada uma inflamacdo que envolve apenas células inflamatorias da imunidade inata,



22

enquanto que a ACD ¢é considerada uma inflamagdo dependente de células T que envolve
mecanismos tipicos da imunidade adquirida (COENRAADS e GONCALO, 2007
SLODOWNIK et al., 2008).

2.3.1.2 Dermatite de contato alérgica (DCA)

A dermatite de contato alérgica tem sido considerada uma reacao de hipersensibilidade
do tipo IV (NOSBAUM et al., 2009). Estas reac6es geralmente resultam da inflamagdo mediada
por células T, ndo envolvendo anticorpos, uma vez que estas respostas inflamatorias sdo
provocadas pela forma como as células T encontram e respondem aos antigenos (DOAN et al.,
2008). Este tipo de reacdo ocorre em duas fases: uma fase sensibilizacdo e uma fase de inducéo.
Na fase de sensibilizacdo, os haptenos penetram na epiderme e sdo captados por células de
Langerans (LCs) que migram para os linfonodos de drenagem, onde apresentam os haptenos
conjugados a peptideos as células T CD8+ efetoras e as células T CD4+. Precursores de células
T expandem-se clonalmente nos linfonodos, recirculam pelo sangue e migram de volta a pele.
Quando o mesmo hapteno é aplicado sobre a pele, ele é captado por células epidérmicas, como
queratinodcitos e LCs, que apresentam os haptenos conjugados a peptideos a células T
especificas. A ativacdo destas células T induz a apoptose de queratinécitos e a producdo de
citosinas e quimiocinas pelas células cutaneas, levando ao recrutamento de leucécitos do sangue
para a pele (KAPLAN et al., 2008).

2.3.1.3 Dermatite de contato irritante (DCI)

A dermatite de contato irritante € o tipo mais comum de dermatite, embora estudos sobre
a sua ocorréncia, prevencdo e tratamento sdo escassos (SLODOWNIK et al., 2008). Em linhas
gerais, a DCI é uma reacdo inflamatoria local ndo alérgica da pele que ocorre
independentemente da participacao de células T (NOSBAUM et al., 2009). Acredita-se que este
tipo de dermatite seja iniciado por dano ou ativacdo de células epidermais induzido por
exposicao aguda ou crénica a agentes quimicos (HAN et al., 2007). Apos a exposi¢do a agentes
quimicos com potencial irritante, células epidermais liberam citocinas pré-inflamatorias,
quimiocinas e outros mediadores que levam a vasodilatacdo, infiltracdo de leucdécitos, edema e
eritema (HAN et al., 2007), mecanismos tipicos de uma reacdo inflamatoria estéril (CHEN e

NUNEZ, 2010). Portanto, neste tipo de dermatite, as propriedades toxicas da substancia
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quimica sdo responsaveis pela injuria tecidual que leva a uma resposta inflamatoéria inata
caracteristica (GIBBS, 2009).

Os queratindcitos possuem um papel essencial na iniciacéo e no desenvolvimento da DCI.
Eles produzem mediadores que recrutam outras células aos locais da lesdo gerando uma cascata
de producdo de mediadores inflamatdrios por diversos tipos celulares que levam as
modificacOes histoldgicas e clinicas manifestadas em pacientes com DCI (NOSBAUM et al.,
2009). Estudos com camundongos deficientes em certos tipos celulares demonstram que
macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células NK e células endoteliais também

contribuem para o desenvolvimento da doenga (VOCANSON et al., 2007).

2.3.1.4 Dermatites de origem genética

A Dermatite Atdpica Canina (DAC) é uma doencga inflamatoria pruriginosa, cronica e
recorrente, de alta incidéncia em cédes (HILLIER, 2002). Embora de etiologia multifatorial, sua
fisiopatologia esta relacionada a mutagdes genéticas que conduzem a disturbios da funcéo de
barreira tegumentar, a defeitos na resposta imune antimicrobiana e a hiper-reatividade cutanea
a aeroalérgenos, antigenos microbianos, irritantes e trofoalérgenos (HILLIER, 2002; AKDIS et
al., 2006; CORK et al., 2006; HOMEY et al., 2006).

Atualmente, é consenso que os aeroalérgenos podem penetrar no corpo via inalagdo ou
por via percutanea (ROOSJE, 2005). Apbs a prévia sensibilizacdo cutadnea, uma vez que 0
prurido se inicie, este conduz a injdria mecanica dos queratindcitos que, uma vez lesados,
liberam fatores pro-inflamatdrios. Através de um mecanismo mediado por IgE, alérgenos
microbianos e ambientais penetram ativamente a epiderme e tornam-se alvo das células de
Langerhans, levando a desgranulacdo de mastdcitos e liberagdo de histamina e proteases, o que
permite um influxo de granuldcitos (neutréfilos e eosindfilos) e linfocitos Th2 alérgeno-
especificos, tornando a pele mais reativa (OLIVRY et al., 2004).

Estima-se que pacientes atopicos apresentem defeitos genéticos na barreira epidérmica e
na codificacdo das proteinas de adesdo (CORK et al., 2006), determinando um aumento da
meia-vida da enzima quimiotriptica do estrato cdrneo, conduzindo a quebra dos
corneodesmossomos, levando a descamacao prematura dos cornedcitos e ao adelgagamento da
camada cornea (CORK et al., 2006; MORAR et al., 2006). As areas predispostas a lesbes da
dermatite atépica sdo aquelas onde esta camada é mais fina, especulando-se que sejam
suscetiveis a penetracdo de alérgenos (MARSELLA; SAMUELSON, 2009).
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A atopia canina é o segundo disturbio cutaneo alérgico mais comum, sendo menos
frequente apenas que a dermatite alérgica a picada de pulgas (WHITE, 1998; HILLIER,;
GRIFFIN, 2001; SOUSA; HALLIWELL, 2001; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 2001). Devido
ao seu carater genético, esta € uma doenga que na maioria das vezes ndo tem cura, apenas
controle. O tratamento em geral € vitalicio. Utilizando-se drogas como os corticosterdides, que
muitas vezes podem causar efeitos colaterais que em longo prazo, sdo capazes de diminuir o
periodo de vida do animal acometido (VOCANSON, 2007).

2.3.1.5 Dermatite por Malassezia

E uma doenca cutanea de manifestagdo comum em cies e mais rara em gatos, e causada
pela lipofilica e ndo micela denominada Malassezia pachydermatis(Pityrosporum
pachydermatis, Pityrosporum canis), ou outras espécies de Malassezia. A Malassezia
pachydermatis é ha muito tempo reconhecida como um organismo comensal onipresente no
cdo. Desde o inicio de 1990 a Malassezia foi apontada como um patdgeno oportunista que se
prolifera de modo secundério a outras doencgas pruriginosas cutaneas nos cdes (MASSON e
EVANS, 1991).

A Malassesia spp. € um fungo leveduriforme pertencente a microbiota normal, mas pode
configurar-se como um patdgeno oportunista do meato acustico externo e tegumento de caes e
gatos, podendo ser encontrado no reto, pele interdigital, sacos anais e vagina, podendo assim,
causar dermatite e otite externa (MARTINS et al., 2014).

Geralmente os sinais clinicos apresentados sdo, prurido, alopecia, liquenificacéo,
hiperpigmentacé&o, eritema, podendo em alguns casos associar-se com atopia e alergia alimentar
(RHODES, 2005); localizando-se predominantemente no conduto auditivo externo, face, regido
ventral do pescogo, axilas, ventre, pele interdigital e areas intertriginosas (MELO et al., 2014).
Sendo também importante observar que a producdo excessiva de sebo, acimulo de umidade e
ruptura da barreira cutanea pode causar proliferacdo de levedura, inflamacdo e prurido
(MASSON e EVANS, 1991).

Enzimas sintetizadas pela levedura induzem a formacdo de respostas imunes e
inflamatorias do hospedeiro (BOND, 2002). Normalmente, a inflamacao da derme varia de leve
a moderada e se compde por uma mistura variavel de linfocitos, eosindfilos, neutréfilos, e
algumas vezes, mastdcitos proeminentes e alguns macrofagos e plasmaécitos (MAULDIN et al.,
1997).
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O diagndstico pode ser realizado através da citologia por impressdo ou de fita adesiva,
onde o crescimento excessivo do fungo é confirmado ao serem encontradas mais de duas
unidades de fungo por campo. No exame histopatologico da pele normalmente ocorre de
dermatite perivascular superficial a intersticial linfohistocitica com fungos e ocasionalmente

pseudohifas.

2.3.1.6 Dermatite seborreica

A dermatite seborréica caracteriza-se por uma inflamacéo crénica que afeta a face e o
couro cabeludo; manifestando-se por lesdes descamativas e eritematosas, alopecia, envolvendo
diferentes fatores, como por exemplo, alteracdes do ph da pele afetando o mecanismo de
producdo do sebo. Seja como for, a prevaléncia da dermatite seborréica no organismo adulto é
elevada, apresentando-se cronicamente, 0 que por sua vez causa prurido, odor desagradavel,
com lesbes na face e couro cabeludo, podendo muitas vezes causar grande impacto sobre
componentes neuroldgicos, afetando o comportamento (GUPTA et al., 2004; MARASCHIM
et al., 2008;FEROLLA, 2010).

Seborréia primaria e dermatite seborreica sdo termos mais suscintos, utilizados para
descrever as alteracOes caracterizadas por esfoliacdo vistas em determinadas racas de cées;
cornificacdo se refere ao processo inteiro de formacdo do envelope corneano na epiderme,
incluindo a queratinizacao e o desenvolvimento do intersticio rico em lipideos. As doencas que
cursam com cornificacdo anormal, geralmente se caracterizam por acimulo de queratina na
superficie da epiderme e no interior dos foliculos pilosos.

Os caes seborreicos sdo propensos a infeccOes estafilocdcicas secundarias ou dermatite
por Malassézia. A administracdo de antibidtico apropriado ou cetoconazol frequentemente é
necessaria por ocasido do estabelecimento do tratamento anti-seborreico para resolver infecgdes
preexistentes. O sustentaculo do tratamento desses cdes envolve 0 uso de xampus anti-
seborréicos e umidificantes; a escolha do xampu e a eficiéncia do tratamento dependem da
natureza da seborréia (SCOTT et al., 1996).

A inflamacdo dérmica oriunda da dermatite seborreica apresenta contingente misto e se
manifesta de forma varidvel; inflamacao superficial perivascular a intersticial e composta por
uma populacdo de células mistas, incluindo linfocitos, plasmocitos, macrofagos e alguns
neutrofilos; eosindfilos e mastocitos também podem ser encontrados, principalmente em casos
complicados pelas doencas decorrentes de hipersensibilidades ou pela dermatite por malassezia
(THELMA et al.,2009)
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Atualmente, mesmo com o0 avanco da industria farmacéutica, muitos habitantes
(principalmente da &rea rural), ainda utilizam os vegetais, para o alivio de desconfortos
sintomatologicos ou cura de algumas enfermidades mesmo na dimensdo dos animais
domesticos (BOSCOLO e VALLE, 2008; BARREIRO e BOLZANI, 2009; BADKE et al.,
2011).

2.4 Plantas medicinais

As plantas medicinais vém sendo utilizadas para o tratamento, cura e prevencdo de
doengas desde a antiguidade, possuindo origem na China e Egito, difundindo-se,
posteriormente, para outras regides do mundo. O conhecimento dessas plantas simboliza
recurso terapéutico de muitas comunidades, tal como indica a cultura transmitida dentro das
civilizagbes (PHILLIPSON, 2001; MARTINS e GARLET, 2016).Ganhou destaque como
alternativa ao tratamento das mais diversas enfermidades, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, onde existe grande acessibilidade da populacdo as plantas medicinais e 0s
servicos publicos de saude sao limitados (AGRA et al., 2007).Nesse sentido as plantas se
configuram como ingredientes importantes na producdo de medicamentos para fins terapéuticos
(DA SILVA et al., 2005; TAUFNER, 2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009; MENEGASSO
etal., 2016).

O emprego de plantas no tratamento de doencas comegou de maneira empirica;através do
efeito de algumas plantas por ele ingeridas, 0 homem observou que se controlasse sua dosagem,
elas poderiam ser usadas para outros fins além da alimentacdo, como curar e/ou aliviar dores e
enfermidades. Além, disso, o homem passou a observar os habitos dos animais e 0s
efeitosoriundosde sua utilizagdo (LORENZI e MATOS, 2002; SARTI e CARVALHO, 2004;
DANTAS e GUIMARAES, 2006). De acordo com dados da OMS (Organizacdo Mundial da
Saude), 80%da populacao de paises em desenvolvimento utilizam os recursos tradicionais em
seus cuidados basicos e85% utilizam plantas medicinais e produtos derivados destas (BRASIL,
2012; VENTURA et al., 2016).

O isolamento de principios ativos sO ocorreu a partir do século XIX, com o
desenvolvimento da quimica organica paralelo ao estudo de plantas com potencialidade
terapéutica (PHILLIPSON, 2001). Esses estudos propiciaram a caracterizacdo quimica de
muitos principios ativos consagrados até hoje pela sua eficicia no tratamento de doencas. Prova
disso é a quantidade de medicamentos atualmente utilizados que foram isolados ou sintetizados

a partir de plantas medicinais, como, por exemplo, a morfina (analgésico opioide), o taxol
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(antitumoral), a aspirina (antiinflamatorio e analgesico), a quinina (antimalrico) e a pilocarpina
(tratamento de glaucoma) (MONTANARI e BOLZANI, 2001).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das espécies
vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre
a espécie de interesse, a analise fitoquimica pode identificar osgrupos de metabdlitos
secundarios (SIMOES, 2001).As anélises realizadas nesta area do conhecimento objetivam
detectar os principais grupos de compostos fitoquimicos presentes em plantas que, segundo a
medicinapopular, tenham propriedades curativas.

A deteccdo de grupos metabdlitos que interessam a fitoquimica é realizada por meio de
testes qualitativos preliminares em extratos vegetais; historicamente, essas anélises
fitogquimicas tém sido realizadas através de reacdes quimicas que impliqguem no acréscimo de
coloracdo e/ou precipitado peculiar. Atravesdestas avaliagdes do potencial terapéutico das
plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaldides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros; tem se comprovado as acgoes
farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais (CECHINEL FILHO e YUNES,
1998).

Sabe-se que ja foram isolados e caracterizados até o momento cerca de 140 mil
metabdlitos intermediarios de aproximadamente 10% da biodiversidade mundial estudada. No
entanto, muitos desses compostos ainda ndo foram avaliados biologicamente (CALIXTO,
2003), podendo futuramente ser aproveitadas como farmacos potencialmente eficientes
(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Os metabolitos secundarios ja foram considerados produtos de excrecdo vegetal;
entretanto, sabe-se que essas substancias sdo responsaveis pela adaptacdo do seu produto ao
meio. Portanto, possuem func@es bioldgicas importantes e sdo de grande interesse nas areas
farmacéutica, alimentar, agronémica e cosmética. Entre essas se destaca a farmacéutica
(GAMBETA, 2008). Apenas um pequeno percentual das especies vegetais foi adequadamente
estudado, no que se refere as atividades farmacoldgicas, sendo dificil selecionar as espécies
vegetais a serem investigadas, considerando-se a imensa quantidade de espécies a explorar
(AURICCHIO e BACCHI, 2003; SA, 2008).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos a serem
observados consiste nas informacdes da medicina popular. J& é senso comum que é muito mais
provavel encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo uso na medicina popular, do
que em plantas escolhidas ao acaso. Nesse sentido, os relatos da medicina popular costumam

ser eficazes quando considerados no intuito de guiar a identificacdo de espécies vegetais
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potencialmente terapéuticas (YUNES, 2001).0 uso de plantas medicinais ndo pode ser
considerado apenas como cultura de povos ou tradicdo, mas como ciéncia que vem sendo
estudada, aperfeicoada e utilizada por grande parte da populagdo mundial, como terapia
alternativa, a qual pode trazer inimeros beneficios aos usuarios (TOMAZZONI et al.,2006).

Na atualidade, o grande desafio para o aproveitamento racional da biodiversidade
brasileira visando a producdo de medicamentos ¢é, sem divida, como transformar um imenso
patrimoénio genético natural em riquezas, criando inddstrias de base tecnoldgica e gerando
empregos qualificados. No Brasil, apesar das iniciativas de desenvolvimento tecno-cientifico
em areas relacionadas ao estudo de novos farmacos, € necessario ainda uma ampliacdo dos
ndcleos de pesquisa, com maior investimento, incentivos e formagdo de novos cientistas
(MONTANARI e BOLZANI, 2001). Neste contexto de importancia e diversidade de estruturas
que as plantas representam é que percebemos que nos Ultimos anos o interesse nas espécies
vegetais vem aumentando na ansia de se descobrir novos tratamentos para doengas que nédo
respondem satisfatoriamente as terapias existentes (HOUGHTON, 1995).

O comércio de plantas medicinais é regulamentado por meio da Lei no 5.991/1973.
Plantas medicinais ndo podem ser comercializadas como medicamentos, ndo podendo alegar
indicacOesterapéuticas em suas embalagens (BRASIL, 1973).Medicamentos podem ser
manipulados ou industrializados, eainda ser destinados ao uso humano ou veterinario, sendo 0s
para uso humano regulamentadospela ANVISA e os para uso veterinario regulamentados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria eAbastecimento (MAPA).

A Farmacopéia Brasileira (FB) e o cddigo oficial farmacéutico do pais onde sao
estabelecidos critérios da qualidade dos medicamentos em uso, tanto manipulados como
industrializados, constituindo o conjunto de normas e monografias de farmaco quimicos,
estabelecido por e parao pais. Nesse sentido, 0 Ministério da Saude deve, conforme determina
a Politica Nacional de Medicamentos, promoverem o processo de revisdo permanente da FB.
A atualizagdo da FB constituimecanismo de fundamental importéncia para as acoes legais de
vigilanciasanitaria e das relacbes de comercio exterior, tanto de importacdo quanto de
exportacdo (BRASIL, 1998).

A OMS, considerando as plantas medicinais como importantes instrumentos da
assisténciafarmacéutica, por meio de varios comunicados e resolucgdes, expressa sua posi¢ao a
respeito da necessidade de valorizar a sua utilizagdo no &mbito sanitario ao observar que 70%
a 90% da populagdo nos paises em vias de desenvolvimento dependem delas no que se refere a
Atencdo Primaria a Saude (WHO, 1993; 2011). Em alguns paises industrializados, o uso de

produtos naturais € igualmente significante, como o Canada, Franca, Alemanha e Italia, onde
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70% a 90% de sua populagdo tém usado esses recursos da medicina tradicional sobre a
denominacdo de complementar, alternativa ou ndo convencional (WHO, 2011). De forma
semelhante no Brasil, cerca de 80% da populacao brasileira utiliza produtos a base de plantas
medicinais nos seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento tradicional na medicina
tradicional indigena, quilombola, entre outros povos e comunidades tradicionais, seja pelo uso
popular na medicina popular, de transmisséo oral entre geracfes, ou nos sistemas oficiais de
satide, como prética de cunho cientifico orientada pelos principios e diretrizes do Sistema Unico
de Saude (SUS). E uma pratica que incentiva o desenvolvimento comunitario, a solidariedade
e a participacgéo social (RODRIGUES e DE SIMONI, 2010).

2.5 Plantas da familia Araceae

As plantas medicinais que pertencem a familia da Araceae, estas sdo ervas que
apresentam uma distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 100 géneros e 3000 espécies,
podendo ser encontrada em todos os continentes, exceto na Antartida. A maioria das espécies
encontra-se distribuidas em regides tropicais. No Brasil, ocorrem 35 géneros e cerca de 400
espécies (TESKI e TRENTINI, 1997).

Destacam-se geralmente como espécies ornamentais, principalmente devido a folhagem
ou pelas brécteas vistosas. Incluem-se os antarios (Anthurium andraeanum) e outras espécies
como os imbés ou filodendros (Philodendron spp), o copo de leite (Zantedeschia aethiopica),
o lirio da paz (Spathiphillun spp), a costela de adao (Monstela deliciosa) e a jiboia (Epipremnum
aureum), mas ha uma quantidade muito maior de géneros e espécies nativas com grande
potencial ornamental ainda pouco explorado. Certas Araceae apresentam sistemas subterraneos
gue acumulam amido e, por esta razdo, sdo utilizados na alimentacdo, destacando-se a taioba
(Xanthoss agittifolium) e o inhame (Colocasia esculenta), (HIGAKI et al., 1976; FREITAS,
2010).

A presenca de rafides de oxalato de calcio faz com que as folhas de muitas espécies de
Araceae sejam venenosas, 0 que se traduz no nome popular de comigo-ninguém-pode
(Dieffenbachia amoena), planta que apesar desta caracteristica, € amplamente cultivada como
ornamental (TESKI e TRENTINI, 1997).

O género Anthurium, Schott (Araceae), compreende mais de 600 espécies; normalmente
herbaceas, caracterizando-se como epifitas nativas da América tropical, conhecidas
popularmente por antario, ou vulgarmente como lingua de sogra, anthurium selvagem ou

“milho de urubu”, esta ultima mais caracteristica no nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI,
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2005). Portanto, o Anthurium affine, Schott é uma Araceae encontrada na mata atlantica, com
potencial como planta ornamental, mas apresentando algumas propriedades medicinais
popularmente referidas no tratamento do diabetes, micoses e doencas cardiovasculares. A
escolha desta planta vem da utilizacdo ainda discretana Medicina Veterinaria e Medicina
humanaquanto ao uso nas dermatites e psoriases, porém sem os devidos cuidados quanto aos
estudos e comprovagdes cientificas referentes as dosagens, avaliacbes fitoquimicas e
toxicoldgicos. Alguns autores avaliaram o extrato da plantaidentificando grande quantidade de
flavonoides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina, flavondides estes
com propriedades antiinflamatérias, antimutagénicas, antioxidantes e antitumorais, re-
epitelizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000; CROAT, 2004,
VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012).

Os flavondides representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem vegetal e sdo amplamente distribuidas no reino vegetal. Com poucos relatos
em algas, alguns representantes foram identificados em briofitas, existindo apenas um relato de
ocorréncia em fungos. Em pteridofitas também foram encontrados, mas sua variabilidade
estrutural é pequena. Todavia estdo presentes em abundancia nas angiospermas, apresentando
nesse grupo enorme diversidade estrutural (SIMOES et al., 2000). A distribuicdo dos
flavonodides nos vegetais depende de diversos fatores de acordo com o filo/ordem/familia do
vegetal, bem como da variagdo das espécies. Geralmente, flavondides encontrados nas folhas
podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos. O mesmo
composto ainda pode apresentar diferentes concentrac6es dependendo do érgdo vegetal em que
se encontra (SIMOES et al., 2000).

Certos flavonoides podem bloquear os processos biosintéticos dos eicosanoides. Eles
também sdo responsaveis pela inibicdo de processos mitogénicos, interacdes célula-célula,
incluindo possiveis efeitos na adesdo molecular. O mecanismo de inibi¢do exercido pelos
flavonoides sobre as enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase estd sendo extensivamente
pesquisado (NIJVELTD et al., 2001). Flavonoides como a quercetina e a apigenina tém
demonstrado possuir a¢do antiinflamatoria por causar inibicdo de COX-2 e de dxido nitrico
sintase. (MUTOH et al., 2000; RASO et al., 2001). Segundo Friesenecker, Tsai, Intagliatta,
(1995), flavondides, como a quercetina e a luteolina, podem reduzir a ativagdo do sistema
complemento, diminuindo a adesdo de células inflamatorias ao endotélio, resultando em uma

reducdo da resposta inflamatoria.



Figura 1 - Foto das partes aéreas da espécie Anthurium affine Schott — “milho de urubu”.

Fonte: LUNA (2015).
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Resumo

Apesar da ampla disposi¢do de medicamentos no mercado, muitas dificuldades ainda
existem quanto ao tratamento de determinados tipos de doencas, como € o caso das dermatites
nos animais domeésticos, mais especificamente nos caes. Apoiando-se na hipotese de que plantas
da familia das Araceae podem oferecer insumos importantes no tratamento deste tipo de doenca,
idealizou-se estetrabalho tendo-se como principal objetivo estudar mais precisamente a
composicdo fitoquimica do Anthuriumaffine Schott (A. affine), conhecido popularmente como
“milho de urubu”. A partir de amostras da planta colhidas na Regido Metropolitana do Grande
Recife, foi confeccionado o extrato hidroalcoolico(etanol a 70%), das folhas da planta, sendo
colocado para maceragdo por sete dias. A partir desta etapa o material foi submetido a
procedimentos de filtragem e caracterizacdo do extrato final obtido. Posteriormente, aliquotas
deste material foram colhidas e trabalhadas para a realizacdo dos ensaios de identificagéo
fitoquimica, conforme protocolo padrdo disponivel na literatura. Como resultados, obteve-se
um extrato hidroalcoolico da planta na concentracdode 85 mg/mL; as analises fitoquimicas
apresentaram resposta positiva para taninos, flavonoides, alcaldides e saponinas. Verificou-se
gue o A.affine apresentou um potencial fitoterapico mais rico do que normalmente se apresenta,

embora estudos mais precisos sejam necessarios para se avaliar os reais riscos de toxicidade no
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uso terapéutico da planta, como também para melhor definir os mecanismos de agéo por traz

dos efeitos farmacoldgicos atribuidos aos seus extratos.

Palavras-chave: anturio, dermatite canina, fitoterapia, planta medicinal.

Abstract

Despite the broad disposal of medicaments in the market, many difficulties still exist about
the treatment of some types of disease, like the dermatitis on domestic animals, more
specifically on dogs. Standing on the hypotheses that the plants from the family of Araceae may
offer important inputs on the treatment of this kind of disease, this study was idealized, with
the purpose of studying the phytochemical composition of Anthurium affine Schott (A. affine),
known as "vulture corn”. From the samples harvested on the Recife Metropolitan Area, the
hydroalcoholic extract (70% of ethanol) from the leaves of the plant was made and placed for
maceration for seven days. From this stage, the material was subject to procidments of filtration
and description of the extract final obtained. Posteriorly, aliquots of this material were harvested
and processed for a phytochemical identification tests, according to the standard protocol
available on the internet. As results, a hydroalcoholic extract of the plant was obtained in a
concentration of 85 mg / mL; the phytochemical analyzes showed a positive response for
tannins, flavonoids, alkaloids and saponins. After the study, the A. affine showed a greater
phytotherapic potential than it normaly does althought more precise studies are needed to
evaluate the real risks of toxiciy in the therapeutic use of this plant, as well to define better the

mecanisms of action behind the pharmacological effects assigned to its extracts.

Keywords: Anthurium, Canine Dermatitis, Phytotherapy, Medical Plant.

Introducéo
O uso das plantas medicinais é uma préatica que sempre esteve presente ao longo da histéria
da humanidade, assumindo diferentes configuragcdes conforme as tendéncias culturais dos
povos, cujas praticas podem ser identificadas até os dias atuais, como é o caso da fitoterapia.
As plantas se constituem fonte de matérias-primas diversas que se configuram como
ingredientes importantes na produgdo de medicamentos para fins terapéuticos (MENEGASSO
et al., 2016; TAUFNER, 2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009).
Muitas enfermidades, apesar da ampla disposi¢do de medicamentos alopaticos disponiveis

no mercado, ainda carecem de uma estratégia terapéutica eficiente que concilie a estabilidade
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das respostas na erradicacéo do problema com a preservacgéo da qualidade de vida e bem-estar
dos pacientes acometidos, como é o caso da ocorréncia das dermatites na clinica de pequenos
animais domésticos.

As plantas da familia Araceae sdo ervas que apresentam uma distribuicdo cosmopolita,
incluindo cerca de 100 géneros e 3000 espécies, podendo ser encontrada em todos os
continentes, exceto na Antartida. A maioria das espécies encontra-se distribuida em regides
tropicais como no Brasil onde podem ser identificados 35 géneros e cerca de 400 espécies
(TESKI e TRENTINI, 1997).

Desta familia, merece destaque as plantas do género Anthuriumaffine Schott, que
compreende mais de 600 espécies; normalmente herbaceas, caracterizando-se como epifitas
nativas da Ameérica tropical, conhecidas popularmente por antdrio, ou vulgarmente como lingua
de sogra, anthurium selvagem ou “milho de urubu”; esta tGltima denominagdo mais
caracteristica no nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005). A.affine Schott pode ser
encontrado na Mata Atlantica e nos ambientes domésticos onde geralmente pode ser empregado
como planta ornamental. Popularmente os seus insumos sdo aplicados no tratamento do
diabetes, micoses e doencas cardiovasculares em seres humanos (NOMURA et al., 2012).

Segundo alguns estudos, o extrato de folhas do A. affine Schott pode apresentargrande
quantidade de flavonoides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina,
flavonoides estes com propriedades antiinflamatérias, antimutagénicas, antioxidantes,
antitumorais, reepitelizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000;
CROAT, 2004; VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012).No entanto, poucos sdo 0s
estudos fitoquimicos que mencionam uma analise mais completa da composi¢do quimica da
espécie de planta em questdo, assinalando outros grupos quimicos que podem estar
eventualmente associados com os principios ativos mais voltados para o tratamento das doencas
de pele, como possivelmente alguns dos seus metabdlitos secundarios (FUMAGALI et al.,
2008; GRANATO et al., 2013).

Desta forma objetiva-se com este trabalho estudar mais precisamente a composicao
fitogquimica do A. affine Schott, conhecido popularmente como milho de urubu, dando-se énfase

aos metabdlitos secundarios.

Material e Métodos
Folhas de A. affine Schott foram obtidas a partir de amostras disponiveis em &rea residencial

situada no bairro Cdrrego do Jenipapo, na Regido Metropolitana do Grande Recife. A colheita
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dos espécimes vegetais foi feita no periodo matutino no dia 29 de abril de 2015 e os mesmos
foram encaminhadas para o Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), local de realizacdo dos ensaios fitoquimicos. Parte do material contendo
a florescéncia foi encaminhada em forma exsicata para os devidos procedimentos de
confirmacgéo boténica junto ao Herbario Professor Vasconcelos Sobrinho da UFRPE. Amostra
da planta encontra-se inserida no citado Herbario sob nimero de registro — 44368.

Para obtencdo do extrato as folhas do A. affine Schott, apds procedimento de triagem e
higienizacdo, foram trituradas até a obtencdo de uma massa de 100g, que foi posteriormente
colocada para maceracao em solugdo hidroalcodlica, com etanol a 70% em um volume de 400
mL, por um periodo de sete dias. Apos esta etapa, o extrato foi filtrado (papel filtro com
porosidade de 14um), avaliada a concentracdo final, e posteriormente armazenado em
recipiente e colocado em ambiente escuro refrigerado.

Um volume de 50mL do extrato bruto foi submetido aevaporacdo espontanea em
temperaturaambiente de 25°C,até a obtencdo do extrato seco da planta. O residuo final obtido
foi submetido a diferentes tipos de protocolo de analise fitoquimica, tomando-se como
referéncia os trabalhos de Sogu(1995),Matos(1997) e Barbosa(2004). Foram considerados os
seguintes parametros: acidos organicos, heterosideoscianogénicos, polissacarideos, fendis,
taninos, flavonoides, alcaloides, glicosideos cardiacos, esteroides, triterpendides, antraquinonas
e saponinas.

Os dados foram devidamente tabelados assinalando-se a condicdo de positividade ou

negatividade dos resultados obtidos nas analises.

Resultados

Como resultados podemos observar que a concentracdo do extrato hidroalcéolico bruto de
folhas do A. affine Schott foi de 85 mg/mL, com um rendimento de extragao de 0,85 mg/mL/g
de folha.

Os resultados obtidos nas analises fitoquimicas realizadas com o extrato das folhas de A.

affine Schott estdo demonstrados na Tab.1.

Tabela 1. Caracterizacao fitoquimica do extrato bruto das folhas de Anthurium affine Schott

(milho de urubu).
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Ensaios fitoquimicos Resultados

Acidos organicos -
Heterosideos cianogénicos -

Polissacarideos -

Fenois -
Taninos +
Flavondides +
Alcalbides +

Glicosideos cardiacos -
Esteroides e triterpenoides -
Antraquinonas -

Saponinas +

Nota: (-) Resultados negativos; (+) Resultados positivos.

Discussao

Na literatura muitas citacfes disponiveis referem-se, em sua maioria, a estudos gerais sobre
as caracteristicas fitoquimicas da familia Araceae, atribuindo-se suas potencialidades na
recuperacdo de pacientes portadores de doengas como o diabetes, alguns tipos de infestacfes
por fungos e doencas cardiovasculares(NOMURA et al., 2012).

Sdo poucas as informacgGes sobre produtos comercializados a base de plantas da familia
Araceae, porém podem ser encontrados produtos fitoterapicos na forma de cremes, xampus e
extratos feitos com partes da planta “milho de urubu” normalmente indicado para o tratamento
de doencas de pele em humanos como a psoriase, enquanto na clinica veterinaria sugere-se o
Seu uso em pequenos animais com problemas de dermatite seborreica, em especial nos caes.

Mesmo alguns estudos dando énfase a presenca de flavonoides como principal componente
fitoquimico do “milho de urubu” (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000; CROAT,
2004; VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012), nossos estudos revelaram a presenga
de outros componentes além dos flavonoides, como taninos, alcaléides e saponinas. Os taninos
identificados se enquadraram entre 0s denominados taninos catéquicos, cuja presenca
geralmente confere a planta certo grau de toxicidade. Neste aspecto, ndo podemos desconsiderar
as influéncias climaticas e do solo de onde os espécimes empregados neste estudo foram
retirados. Os vegetais, normalmente, tendem a acomodar 0s seus componentes bioquimicos
conforme os desafios de adaptacéo que o espécime enfrenta em seu respectivo nicho ecologico.

Seja como for, este resultado sugeriu cautela na formulacdo de expedientes para fins
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fitoterdpicos. Mas, alguns taninos podem apresentar propriedades com agfes cicatrizantes,
antidiarréica, bactericida e hemostatica (ALONSO, 2008).

A presenca de alcaldides no extrato hidroalcéolico do “milho de urubu”, assim como de
saponinas, confere a planta outras potencialidades além daquelas assinaladas na literatura.
Muitos alcaloides, por exemplo, podem estar associados a respostas de toxicidade, mas também
podem protagonizar efeitos como os analgésicos, narcoticos, amebicidas, antimaléricos,
antitumorais e vasoconstritores (ALONSO, 2008). Assim como, assaponinas podem atuar como
diuretico, estimulante imunologico, anticolesterolou mesmo como antiviral (ALONSO, 2008).

Devido a caréncia de informacdes relativas a planta estudada nesse trabalho, se
faznecessariomais pesquisas com o intuito de elucidar aspotencialidades da mesma, como por

exemplo, a quantificacdo dos metabdlitos secundariospesquisados nesse estudo.

Concluséo

As analisesfitoquimicas realizadas assinalaram a presenca de substancias com potencial
fitoterapico como flavonoides ja citados na literatura, mas também os taninos, os alcal6ides e
as saponinas, que conferem ao Anthuriumaffine Schottnovas potencialidades farmacologicas
que ratifica a importancia dos estudos sobre esta espécie de planta na obtencao de recursos que

possam ser dirigidos para 0 uso terapéutico na clinica veterinéria.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o nivel de toxicidade celular do extrato
hidroalcdolico de folhas de A. affine Schott, em sistema de cultivo com Saccharomices
cerevisiae, considerando-se como parametros de abordagem a taxa de crescimento celular e o
namero de células num intervalo especifico de fase de crescimento exponencial. Tomando-se
como referéncia, no que se refere a protocolo, o trabalho de Faria (2010). Como resultado
verificou-se que A. affine Schott ndo interferiu sobre 0 metabolismo de sistemas de cultivo de
S. cerevisiae, até a concentragdo de 85mg/mL, mas na concentracdo de 10,75 mg/mL em cultivo
até 15 horas promoveu reducéo significativa do numero de celulas em relacdo ao controle,

nestes termos caracterizando uma agao de citotoxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Antlrio, Dermatite canina, Planta medicinal, Toxicidade.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the level of celular toxicity of the hydroalcoholic extract
from the leaves of A. affineSchott in cultivation system with Saccharomices cerevisiae,
considering as approach parameters the rate of celular growth and the number of cells in a
specific range of exponential growth stage. Taking as reference, in relation to protocol, the
study of Faria (2010) showed as result that A. affine Schott did not interfer on the metabolism
of cultivation system of S. cerevisiae until the concentration of 85mg/mL, but in the
concentration of 10,75 mg/mL in cultivation until 15 hours promoved a significative reduce of
the number of cells related to control, characterizing na action of citotoxicity.

KEYWORDS: Anthurium, Canine Dermatitis, Medical Plant, Toxicity.

INTRODUCAO

O uso de plantas para fins terapéuticos se insere nos diferentes contextos da histéria da
humanidade, assumindo caracteristicas peculiares conforme as tendéncias culturais dos povos,
onde hoje algumas destas praticas nos chegam, como é o caso da fitoterapia. Os vegetais
constituem-se como principal fonte de matéria-prima para a producdo de diferentes tipos de
medicamentos (DA SILVA et al., 2005; TAUFNER, 2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Apostando-se na hipotese de que seja possivel o emprego de plantas da familia Araceae na
terapia de doencas como as dermatites nos animais domésticos, busca-se avaliar com maior
critério de abordagem o que as praticas fitoterapicas populares na regido vém relatando ja ha
algum tempo a este respeito.

As plantas da familia Araceae sdo ervas que apresentam uma distribuicdo cosmopolita,
abrangendo cerca de 100 géneros e 3000 espécies, podendo ser encontrada em todos 0s
continentes, exceto na Antartida. A maioria das espéecies encontra-se distribuida em regides
tropicais como no Brasil onde podem ser identificados 35 géneros e cerca de 400 espécies
(TESKI e TRENTINI, 1997). Entre estes géneros destaca-se 0 género Anthurium que
compreende mais de 600 espécies; normalmente apresentando-se como plantas herbaceas,
caracterizando-se como epifitas nativas da Ameérica tropical, conhecidas popularmente por
anturio, ou vulgarmente como lingua de sogra, anthurium selvagem ou “milho de urubu”, sendo
esta Ultima denominagdo mais frequente no nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005).

Deste género, destaca-se a espécie A. affine Schott, que pode ser encontrada na mata atlantica,
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podendo ser reconhecida, nos ambientes domésticos, como planta ornamental; popularmente
0S seus insumos séo aplicados no tratamento do diabetes, micoses e doencas cardiovasculares
(NOMURA et al., 2012).

Alguns estudos revelaram que o extrato de folhas do A. affine Schott pode apresentar grande
quantidade de flavonoides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina,
flavonoides estes com propriedades antiinflamatorias, antimutagénicas, antioxidantes,
antitumorais, re-epitalizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000;
CROAT, 2004; VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012). FUMAGALI et al. (2008) e
GRANATO et al.(2013), atribuem aos metabolitos secundarios a possibilidade de uso da planta
para o tratamento das doencas de pele.

Nesse trabalho, vale ressaltar que o cultivo de S. cerevisiae para avaliagdo dos niveis de
toxicidade celular de A. affine, Schottdeve-se principalmente a ocorréncia de algumas
semelhancas quanto a resposta bioldgica deste tipo de organismo em relagdo a maioria dos tipos
celulares de animais e seres humanos, em especial fibroblastos, osteoblastos e queratindcitos
(KEMMER et al., 2009; GONCALVES, et al., 2014), o que justifica o seu emprego como
modelo experimental em ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade, (QUIRINO et al., 2012;
MELLO etal., 2013; BORGHETTI, 2015).

Iniciando os ensaios “in vivo” com a planta, este trabalho teve como objetivo avaliar o nivel
de toxicidade celular do extrato hidroalcoolico de folhas de A. affine Schott, em sistema de
cultivo com Saccharomices cerevisiae, considerando-secomo parametros de abordagem a taxa
de crescimento celular e 0 numero de células num intervalo especifico da fase de crescimento
exponencial.

Destaca-se ainda a importdncia farmacolégica do cultivo de S. cerevisiae para o
desenvolvimento de modelos que permitam a elucidacdo de mecanismos de acdo de drogas,
bem como o desenvolvimento de instrumentos para intervengdes terapéuticas para diferentes
tipos de patologias (ALBERGHINA, et al., 2012), doencas renais (KOLB et al., 2011), e cancer
(CHEN e SHI, 2002).

MATERIAL E METODOS

Obtencéo do material biologico e confec¢ao do extrato:

As Cepas de Saccharomices cerevisiae foram adquiridas no comercio local, sendo

higienizadas e amplificadas para a realizacao dos bioensaios.
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O extrato da A. affine Schott foi obtido a partir de amostras do vegetal disponiveis em area
residencial situada no bairro Corrego do Jenipapo, na regido Metropolitana do grande Recife.
A coleta das folhas realizada sempre no periodo matutino, no intersticio compreendido entre o0s
meses de abril a maio, sendo encaminhadas para o Laboratério de Farmacologia da UFRPE
para os procedimentos de preparacédo do extrato bruto da planta e realiza¢do de bioensaios.

Para obtencdo do extrato bruto, as folhas do A. affine Schott, apds procedimento de triagem
e higienizacéo, foram trituradas até a obtencdo de uma massa de 100 g, que foi posteriormente
colocada para maceracdo em solucdo hidroalcoolica, com etanol a 70% em um volume de 400
mL, por um periodo de sete dias. Apos esta etapa, o extrato foi filtrado (papel filtro com
porosidade de 14 um), e avaliado a concentracdo final, sendo posteriormente armazenado em
recipiente apropriado, devidamente etiquetado e colocado em ambiente escuro refrigerado.

Um volume de 10 mL do extrato bruto foi submetido a evaporacdo espontanea em
temperatura ambiente a 25°C, até a obten¢do do extrato seco da planta. O residuo final obtido
foi ressuspendidoem solugédo salina a 0,9% e as solucdes finais foram disponibilizadas em

diferentes protocolos para avaliacdo dos niveis de toxicidade celular.

Bioensaios para Citotoxicidade:

Tomando-se como referéncia o trabalho de Faria (2010), células de Saccharomices
cerevisiae na concentracdo de 1% foram adicionadas em meio de cultivo contendo extrato de
batata 2% e glicose 2%; pH 5,6 + 0,2 a 30°C, 1 ATM, para um volume final de 100 mL, até um
periodo de 18 horas. Ao final desta etapa amostras de 10uL das preparaces foram obtidas, e
verificada a viabilidade celular em cada uma delas mediante técnica de exclusdo do azul de
Tripan a 0,25% e microscopia optica. Em seguida, aliquotas de 1mL, contendo de 10° a 10°
células/mL, foram adicionadas em sequencia de tubos de ensaio contendo em cada um deles
1mL de meio de cultivo mais 1mL de solucdo salina para ajuste final de 0,9%, contendo
diferentes concentracdes do extrato bruto de A. affine Schott de forma que a concentragéo final
fosse respectivamente de 85,00; 42,50; 21,25; 10,75 e 5,38 mg/mL, além de tubo controle sem
extrato da planta, mas recebendo 1mL de solucdo salina. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

Estas preparagdes acima foram colocadas para incubacéo por 18 horas e o numero de celulas
de S. cerevisiae avaliada nos tempos de 0, 3, 11 e 15 horas, mediante leitura espectrofotométrica
(Biochrom Mod. Libra S22- Analitica) em 620nm.
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Os dados obtidos a cada leitura espectrofotométrica foram convertidos em numero de
celulas, e ao final, foram construidas curvas que relacionavam o nimero meédio de células por
cada intervalo temporal, para cada concentracdo do extrato da planta, definindo-se para cada
curva os parametros de regressao linear incluindo o coeficiente de determinacdo; todos os
parametros obtidos mediante emprego de planilha estatistica do programa Excel versdo 2010
da Microsoft.

Com as expressdes matematicas obtidas, avaliou-se os coeficientes angulares e lineares de
cada equacdo. Os valores médios relativos aos coeficientes angulares obtidos para cada
concentracdo de A. affine foi tomado como parametro para avaliacdo da taxa de crescimento
celular. Por outro lado, os valores médios relativos ao numero de células de S. cerevisiae obtidos
no intervalo temporal de 15 horas foram tomados como referéncia para a avaliacdo do nivel de
destruicdo celular mediado por diferentes concentracfes da planta.

Sendo os dados expressos em termos de media e desvio padrdo, bem como o delineamento
experimental do tipo inteiramente casualizado, com seis concentragdes diferentes e trés
repeticdes, as diferencas estatisticas foram avaliadas mediante analise de variancia e 0 emprego
do teste de Dunnet, considerando-se como nivel descritivo um valor de p < 0,05, segundo

metodologia sugerida em Reis (2003).

RESULTADOS

As curvas que avaliam o crescimento celular de Saccharomices cerevisia cultivadas em
diferentes concentracdes do extrato hidroalcéolico de folhas de A. affine, Schott pode ser
visualizadas na figura 1, sendo que os parametros de regressdo destas curvas podem ser
observados na tabela 1. Inicialmente, uma atencdo especial pode ser dada aos coeficientes de
determinacdo, verificando a ocorréncia de valores satisfatorios. Mas, uma atencéo especial pode
também ser dada para os valores do coeficiente angular destas curvas, assinalando que estes
podem ser usados para se dimensionar a velocidade de crescimento celular em cada preparacéo.
Apesar da variacdo apresentada, a diferenca ndo foi significativa ( p < 0,05).

Na figura 2 pode ser observada a linha de tendéncia que tenta descrever uma possivel relacdo
entre o coeficiente angular e a concentracdo do extrato da planta em cada condic¢éo de cultivo
avaliada, assinalando uma possivel reducdo dos valores encontrados até a concentragdo de
40mg/mL.

Na figura 3 pode ser observado o total de células apds 15 horas de cultivo de Saccharomices

cerevisiae em diferentes concentragdes do extrato hidroalcoolico de folhas de A. affine Schott.
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Nesta figura verificou-se uma reducdo significativa do niamero de células na concentracdo de

10,75 mg/mL em relagdo ao grupo controle, para um valor de p < 0,05.
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Figura 1. Crescimento celular de Saccharomices cerevisia cultivadas em diferentes

concentragdes do extrato hidroalc6olico de folhas de A. affine Schott.

Tabela 1. Parametros de regressdo linear das curvas de crescimento celular de Saccharomices cerevisiae

cultivadas em diferentes concentragdes do extrato hidroalcoolico de folhas de A. affine.

Concentracdo (mg/mL) a b R?
(N cel.10%/h) (109)

85,00 0,344+0,086 0,432+0,108 0,921+0,184
42,50 0,227+0,057 0,131+0,033 0,924+0,185
21,25 0,206+0,051 1,342+0,446 0,755+0,151
10,75 0,137+0,034 0,154+0,038 0,918+0,184
5,38 0,194+0,048 0,554+0,139 0,981+0,196

0* 0,265+0,066 0,747+0,187 0,645+0,129

OBS: a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; R? — Coeficiente de determinacéo.* - Controle.
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Figura 2. Variacdo do coeficiente angular em funcdo da variacdo da concentra¢do do
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Figura 3. Total de células ap6s 15 horas de cultivo de Saccharomices cerevisiae sob

diferentes concentracfes do extrato hidroalcéolico de folhas de A. affine Schott.
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DISCUSSAO

Vale ressaltar que o cultivo de S. cerevisiae para avaliacdo dos niveis de toxicidade celular
de A. affine, Schottdeve-se principalmente a ocorréncia de algumas semelhangas quanto a
resposta bioldgica deste tipo de organismo em relagdo a maioria dos tipos celulares de animais
e seres humanos, em especial fibroblastos, osteoblastos e queratinécitos (KEMMER et al.,
2009; GONCALVES, et al., 2014), o que justifica o seu emprego como modelo experimental
em ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade, (QUIRINO et al., 2012; MELLO et al., 2013;
BORGHETTI, 2015).

Destaca-se ainda a importdncia farmacolégica do cultivo de S. cerevisiae para o
desenvolvimento de modelos que permitam a elucidacdo de mecanismos de acdo de drogas,
bem como o desenvolvimento de instrumentos para intervencdes terapéuticas para diferentes
tipos de patologias, como as doencgas neurodegenerativas (ALBERGHINA, et al., 2012),
doencas renais (KOLB et al., 2011), e cancer (CHEN e SHI, 2002).

Neste trabalho, através da construcdo de curvas de crescimento de S. Cerevisiae procurou-
se verificar se o extrato hidroalcéolico de A. affine, Schott provocavaalgumainterferéncia sobre
0 metabolismo deste tipo de organismo, em especial os componentes associados a reproducao
e crescimento celular, ou provocaria delecdes estruturais afetando o crescimento destes tipos
celulares. Segundo Friedlet al.(1998), quando a levedura € exposta a um agente fisico, é
esperado em termos gerais, que 0 agente atue como um fator citotoxico ou como um fator de
estresse, induzindo dano celular ou entdo ndo causando nenhum efeito imediato na célula.

O crescimento celular foi dimensionado por funcdes lineares, que traduzem a capacidade de
crescimento das leveduras na fase de crescimento rapido, focalizando especial atencao sobre o
coeficiente angular das funcGes obtidas. Aqui é importante assinalar que sendo as funcdes
observadas do tipo linear, pode-se obter a primeira derivada de cada fungéo, que traduz cada
uma destas a taxa de crescimento de S. Cerevisiae em fungdo do tempo, sendo esta uma
caracteristica exclusiva da forma como estes tipos celulares realizam o crescimento e expansao
de suas respectivas culturas. Na pratica, isto é equivalente ao coeficiente angular de cada
funcdo. Desta forma, pode-se dizer que o extrato hidroalcoolico de A. affine, Schottndo afetou os
mecanismos de S. cerevisiae associados ao crescimento e desenvolvimento celular, uma vez
que nédo ocorreram diferencas significativas entre os valores médios obtidos para os coeficientes
angulares de preparagdes com diferentes concentracGes do extrato da planta em relagdo ao

grupo controle, até uma concentracao de 85,00 mg/mL considerando-se um valor de p < 0,05.
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Apesar do que foi assinalado acima, considerando-se as condigdes em que foram realizados
os bioensaios, pode-se verificar na Figura 2 uma certa tendéncia & um aumento na taxa de
crescimento celular com o aumento da concentracdo do extrato hidroalcoolico de A. affine,
Schott. Em principio, esta seria uma caracteristica positiva em relacdo a condicdo de
citotoxicidade.

Quanto ao numero células de levedura em 15 horas de cultivo, pode-se observar que na
concentracdo de 10,75 mg/mL ocorreu uma diminuicao significativa no nimero de células em
relacdo ao grupo controle para um valor de p < 0,05; provavelmente, por protagonizar efeitos
deletérios sobre a estrutura fisica deste tipo de célula, em especial estrutura de parede celular e
membrana plasmatica, o que afetaria, de sobre maneira, a condicdo de sobrevivéncia da célula.
Assim, pode-se dizer da ocorréncia de atividade citotdxica, embora este efeito ndo tenha
apresentado uma relacdo do tipo dose-dependente, muito menos com o aumento da
concentracdo do extrato da planta nas preparagoes.

O A. affine Schott tem sido empregado na condicéo de recurso coadjuvante no tratamento de
dermatites nos animais domésticos, oferecendo resultados estaveis, permitindo uma rapida
recuperacdo do quadro clinico apresentado pelos animais tratados, motivo pelo qual se
despertou o interesse em se estudar esta planta.

Uma vez que a literatura especializada s6 apresenta estudos gerais sobre as caracteristicas
fitoquimicas da familia Araceae, assinalando a capacidade de alguns géneros serem
empregados como insumos na recuperacao de pacientes portadores de doencas como o diabetes,
doencas cardiovasculares e infestacGes protagonizadas por fungos (CROAT, 2004; VEIGA
JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012), é possivel de se encontrar no mercado produtos
fitoterapicos na forma de cremes, xampus ou extratos feitos com partes da planta “milho de
urubu”, disponibilizando estes produtos para o tratamento de doengas de pele em humanos
como a psoriase, e na clinica veterinaria de pequenos animais para tratamento da dermatite
seborréica, especialmente em caes.

Em nossos estudos foram encontrados componentes fitoquimicos como flavonoides, taninos,
saponinas e alcaloides, sendo que destes, os alcaloides, os taninos e as saponinas parecem ser
os ingredientes mais provaveis em ter acdes sobre a parede celular e membrana plasmatica,
inviabilizando-as estruturalmente, o que por sua vez afetaria a estabilidade citoplasmatica
destes organismos além dos mecanismos de osmorregulagdo (MATOS, 1997; LIMA, 2008;
ALONSO, 2008; BARBOSA 2015).

E possivel também que haja alguma relagéo entre a queda do nimero de células em 15 horas

e a discreta reducdo na taxa de crescimento celular ambas na concentracdo de 10,75 mg/mL.
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Algumas vezes se observam comportamentos desta natureza na farmacologia e toxicologia,
acreditando-se que em concentragbes maiores, a presenca de determinados componentes
bioquimicos no préprio extrato vegetal, acabe por compensar a acdo de citotoxicidade
observada.

E importante assinalar tambem as possiveis influéncias climaticas e as caracteristicas do solo
de onde foram retirados os espécimes colhidos para este estudo, acrescentando ligeiras
modificagdes nas caracteristicas bioquimicas da planta, conseqiientemente sugerindo certa

cautela no emprego do extrato de A. affine Schott para fins fitoterapicos.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcoolico de folhas de A. affine Schott ndo apresentou efeito significativo sobre
a taxa de crescimento celular em culturas de S. Cerevisiae até a concentracdo de 85mg/mL,
embora a concentracao de 10,75mg/mL tenha afetado o nimero de células de S. cerevisiae em
15 horas de cultivo, reduzindo-o de forma significativa, para um valor de p < 0,05; portanto

efeito citotoxico.
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RESUMO

Com o objetivo avaliar o nivel de toxicidade aguda em camundongos Mus musculus, albino
Swiss, em modelo de atividade espontanea, inicialmente confecionamosum extrato etanélico a
70% de folhas de Anthurium affine Schott (A. affine). Para realizacdo do presente trabalho
experimentalmente foram formados cinco grupos com oito animais cada, onde em cada grupo
eles recebiam uma determinada dose do extrato bruto ajustado em solucao fisioldgica (ip). Apos
a aplicacdo do extrato, em dose Unica, 0s animais eram observados a campo aberto por um
periodo de 100 min. continuos e as respostas comportamentais registradas. Apds esta etapa 0s
animais ainda permaneciam sob observacéo episddica até 168 horas. Como resultado verificou-
se que A. affine proporcionou a ocorréncia de respostas importantes que denunciam acoes
estimulantes e depressoras sobre 0 SNC e sobre 0 SNA, algumas destas numa relagdo de dose-
efeito,justificando cautela, embora ndo tenham sido observados ébitos até a dosagem de

2913,60 mg/Kg; recomendando-se para novos estudos a dose de 139,26 + 63,41 mg/Kg.

PALAVRAS-CHAVE: Antlrio, Dermatite, Planta medicinal, Fitoterapia.

ABSTRACT
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With de objective of evaluate the level of high toxicity in mice Mus musculus albinus Swiss,
in an spontaneous model, first we built an ethanolic extract with 70% of Anthurium affine Schott
(A. affine)leaves. So we could realize this, experimentally, were formed five groups with eight
animals each. Each of these groups received certain doses of raw extract, adjusted in
physiologic solution (ip). After the aplication of this raw extract, in a single dose, the animals
were observed in open field, for a minimum period of 100 continuos minutes and the responses
were registred. After this stage the animals kept being observed periodically until 168 hours.
As result was verified that the A. affine has caused the ocurrence of important responses, that
denounce stimulant and depressive about the SNC and the SNA, some of these in a relation of
dose-effect, justifying the cautiousness, although there hasnt been deaths observed until the
appliance of a dose o 291,60mg/Kg; it is recommended, to new studies, the dose of
139,26mg/Kg + 63,4 mg/Kg.

KEYWORDS: Anthurium, Canine Dermatitis, Medical Plant, Toxicity.

INTRODUCAO

A fitoterapia de hoje reflete, de certa maneira, a arte de manipular plantas para obtencdo de
recursos terapéuticos na tentativa de eliminacdo dos problemas de saude tanto do homem como
nos animais. Assim, nos diferentes contextos da historia da humanidade, esta arte tem assumido
diferentes condicdes de importancia assim como aspectos peculiares conforme as
caracteristicas culturais dos povos, sendo ainda hoje uma importante fonte de matéria-prima
para a producdo de diferentes tipos de medicamentos (DA SILVA et al., 2005; TAUFNER,
2006; BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Apostando-se na hipotese de que seja possivel o emprego de plantas da familia Araceae na
terapia de doencas como as dermatites nos animais domésticos, procura-se avaliar com maior
critério de abordagem o que as praticas fitoterapicas populares na regido vém assinalando ja ha
algum tempo a este respeito.

As plantas da familia Araceae sdo herbaceas de distribuicdo cosmopolita, constituindocerca
de 100 géneros e 3000 espécies. Podem ser encontradas em todos os continentes, exceto na
Antartida, onde maioria das espécies esta distribuida nas regides tropicais. No Brasilpodem ser
identificados 35 géneros e cerca de 400 espécies (TESKI e TRENTINI, 1997), onde se destaca

0 género Anthurium que no mundo todo compreende mais de 600 espécies. Esta variedade de
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herbacea distribui-se como epifitas nativas em toda extensdo da Ameérica tropical, recebendo
diferentes denominagdes conforme a regido, sendo conhecidas popularmente por antario, lingua
de sogra, anthurium selvagem ou “milho de urubu”, sendo esta ultima mais freqliente no
nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005). Deste género, pode-se destacar a espécie A.
affine Schott, normalmente encontrada na mata atlantica, mas também podendo ser reconhecida
nos ambientes domésticos como planta ornamental. A fitoterapia popular reconhece os
beneficios dos seus extratos no tratamento de micoses, do diabetes, e doencas cardiovasculares
(NOMURA et al., 2012).

Trabalhos tém revelado alguns constituintes nos extratos de folhas do A. affine Schotttais
como os flavonoides quercetina, kaempferol e a luteina, normalmente atribuindo a
estespropriedades como ac¢do antiinflamatoria, antimutagénica, antioxidante, antitumoral, re-
epitelizante e cicatrizante (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000; CROAT, 2004,
VEIGA JUNIOR, 2008; NOMURA et al., 2012).

Alguns autores atribuiram a presenca de metabdlitos secundarios de A. affine Schott a sua
eficacia quanto ao tratamento de doencas de pele (FUMAGALI et al., 2008; GRANATO et al.,
2013).

Um aspecto importante da fitoterapia é o tema da toxicidade. Schulz, Hansel e Tyler (2002)
analisaram estudos populacionais sobre a expectativa e a percep¢do emocional dos usuarios
quanto aos “remédios vegetais” , cujos resultados se mostram inequivocos no sentido de uma
confianca significativa em sua eficacia, 0 que para 0s autores soa como uma superestimacao
com relacdo ao seu efeito em geral brando e gradual, combinada com uma subestimacéo
numericamente ainda mais expressiva, de sua possivel toxicidade. Os fitoterapicos ndo estdo
isentos de toxicidade, como qualquer medicamento, e ha evidencias bibliograficas de reacdes
adversas, precaucOes necessarias e interacdes medicamentosas. Ainda assim, a tolerancia aos
fitoterapicos € em geral maior se comparada aos farmacos (SCHULZ et al,. 2002,
FINTELMANN et al,. 2010).

Na realizacdo de ensaios “in vivo” com a planta, este trabalho teve como objetivo avaliar o
nivel de toxicidade aguda do extrato hidroalcéolico de folhas de A. affine Schott, em
camundongos Mus musculus, albino sui¢o, em modelo de atividade esponténea.

MATERIAL E METODOS

Drogas e material bioldgico:



68

Os camundongos Mus musculus, albino suico, foram adquiridos a partir do Biotério do
Laboratorio Nacional Agrondmico - LANAGRO do Ministério da Agricultura — Recife — PE.
Todos os animais eram machos adultos com peso de 35+3g, que foram colocados por um
periodo de 25 dias para aclimatacdo em gaiolas de polipropileno em ambiente sob ciclo de
luminosidade de 12x12h, temperatura de 25°C, onde recebiam alimentacédo especifica livre de

suplementacdo com antibidticos da Labina Ltda.

Obtencédo do extrato:

O extrato da A. affine Schott foi obtido a partir de amostras devidamente identificadas do
vegetal a partir de cultivo em area residencial situada no bairro Cérrego do Jenipapo, na regiao
metropolitana do grande Recife. A coleta das folhas era feita sempre no periodo matutino, no
intersticio compreendido entre os meses de abril e maio, sendo encaminhadas para o
Laboratdrio de Farmacologia da UFRPE para os procedimentos de preparacéo do extrato bruto
da planta e realizacdo de bioensaios.

Para obtencdo do extrato bruto, folhas do A. affine Schott, apds procedimento de triagem e
higienizacdo, eram trituradas até a obtencdo de uma massa de 100 g, que foi posteriormente
colocada para maceracao em solugdo hidroalcéolica, com etanol a 70% em um volume de 400
mL, por um periodo de sete dias. Apos esta etapa, o extrato foi filtrado (papel-14 pm), e
avaliado a concentracdo final, sendo as solucGes finais armazenadas em recipiente apropriado,
devidamente etiquetado e colocados em ambiente escuro refrigerado.

Para os bioensaios, um volume de 20 mL do extrato bruto foi submetido a evaporacédo
espontanea em temperatura ambiente a 25°C, e umidade relativa de 75%, até a obtenc¢do do
extrato seco da planta. O residuo final obtido foi ressuspendido em solucéo salina a 0,9% e as
solucdes finais foram disponibilizadas para os testes para avaliacdo dos niveis de toxicidade

aguda.

Bioensaios:

Todos os bioensaios foram desenvolvidos nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE. Foram idealizados segundo metodologia disponivel em Malone (1983),
Lapa et al. (2002) e Almeida(2006), assim como os descritores para avaliacdo da resposta

clinica, obedecendo-se rigorosamente as recomendacfes sobre o0 uso de animais em
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experimentacdo, protocolo aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFRPE,
sob licenga de nimero 009/2015.

Bioensaios de atividade espontanea:

Cinco grupos, com oito animais cada, foram formados, sendo que em cada um os camundongos
recebiam, em dose Unica (ip), um volume de 0,2mL do extrato hidroalc6olico bruto de folhas
de A. affine Schott, o qual ap6s evaporacdo do solvente, o residuo final era ressuspendido em
solucdo salina a 0,9% e as doses finais ajustadas para 24,28mg/Kg; 145,68mg/Kg;
242,80mg/kg; 1456,80mg/Kg e 2913,60mg/Kg respectivamente, conforme o grupo. Em
sequida, de cada grupo, os animais foram alocados em ambiente aberto, onde as respostas
comportamentais espontaneas foram registradas por um periodo de 100 minutos de observacgao
ininterrupta. Apos esta etapa, os animais foram recolhidos e devidamente acondicionados para
observacdes episodicas em 24, 48, 72 e 168 horas.

E importante assinalar que foi tomado como parametro de quantificacio das respostas
observadas o0 nimero de animais responsivos a cada intervalo de 10 min, até serem completados
0s 100 min de observacdo, para cada grupo.

Apés esta fase, as principais respostas eram devidamente tabuladas e organizadas segundo
os descritores disponiveis na literatura acima assinalada.

Para a determinacdo da dose critica para intoxicacao aguda foram consideradas as sugestfes
disponiveis em Darmelis (2005) e Valadares (2006), mas também a ocorréncia de respostas
desfavoraveis do tipo dose-efeito, obtendo-se as expressdes matematicas que descreviam estas
relacBes, com os respectivos coeficientes de determinagdo, obtendo-se assim as doses criticas
para estas respostas. A relacdo dose/efeito foi dimensionada considerando-se 0 nimero médio
de animais responsivos a cada dosagem empregada, no periodo completo de 100 min de
observacdo, aferindo-se o coeficiente de correlacdo entre estes dois parametros, mediante

emprego de planilha estatistica do programa Excel da Microsoft, versdo Ofice 2010.

Avaliacdo estatistica:

Sendo os dados expressos em termos de percentagem ou de media e desvio padrdo, os
intervalos de confianga foram definidos considerando-se a estatistica de t de Student,
tendocomo nivel descritivo um valor de p < 0,05, segundo metodologia sugerida em Spiegel
(1974) e Reis (2003).
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RESULTADOS

Como resultado, verificou-se a ocorréncia de respostas comportamentais caracteristicas,
conforme a dose do extrato de A. affine Schott empregada, como revelam os dados da figura 1.
Nesta figura, pode-se também observar que em praticamente todas as doses a quantidade de
resposta ndo previstas nos descritores utilizados como referéncia foi superior em relacéo as
demais respostas, atingindo um percentual geral de 39,34 %, contra 28% de respostas
depressoras sobre o Sistema Nervoso Central - SNC, 17,23% de respostas estimulantes sobre o
SNC e 14,95% de respostas sobre o Sistema Nervoso Autonémico (SNA).

E interessante chamar a atenc&o para o fato de que a quantidade de efeito de uma determinada
caracteristica farmacologica estava mais bem representada numa determinada dose do extrato,
registrando-se assim a tendéncia destas respostas, até o intervalo de 2913,60 mg/Kg. Até o
periodo de 168 horas de observacdo intermitente quanto aos grupos experimentais, ndo foram
observados 6bitos. Mas, entre 0 montante de comportamentos revelados ocorreram respostas
do tipo dose-dependente, sendo nesse trabalho consideradas aquelas em que o coeficiente de
correlacdo linear foi superior a 0,5 como mostram os dados das tabelas de 1 a 4, que contem o
percentual médio de animais responsivos para um determinado comportamento considerado e
o coeficiente de correlacéo linear, como melhor estimativa para se estabelecer a relacéo entre o
namero de animais responsivos e a dose empregada.

E importante destacar que alguns coeficientes de correlacdo foram negativos, enquanto
outros foram positivos; no primeiro caso tratou-se da ocorréncia de um efeito que envolvia um
namero menor de animais na resposta, conforme o aumento da dose. No segundo caso tratou-
se da ocorréncia de um efeito que envolveu um nimero maior de animais conforme a dose
empregada.

Nestes termos, considerando-se os efeitos do tipo dose-dependente, encontrando-se as
expressoes que descreviam a relagéo linear entre o percentual de animais responsivos e a dose
empregada para um determinado tipo de tratamento, definiu-se a dose critica para intoxicagdo
aguda, considerando-se como referéncia uma dose media capaz de intoxicar 50% dos animais
de um grupo experimental, conforme mostram os dados da tabela 5. A dose critica para
intoxicacdo aguda para um intervalo de confianca de 95% foi de 13926,36 + 6341,33mg/Kg.
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Figura 1. Percentual de efeito conforme a dose empregada nos ensaios de atividade

espontanea em camundongos estimulados por A. affine Schott.

Tabela 1. Respostas comportamentais que assinalam efeitos estimulantes sobre o SNC numa relacdo de dose-

efeito em camundongos que receberam o extrato de A. affine Schott.

Comportamentos % r
Tremores no corpo 1,25+2,17 -0,52
Tremores na cabeca 0,25+0,56 0,88

Espasmos 9,75+14,98 0,88
Movimento das vibricas 6,50+7,47 0,97

OBS: “r”” — Coeficiente de correlagéo linear. % - Percentual de animais responsivos.
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Tabela 2. Respostas comportamentais que assinalam efeitos depressores sobre 0 SNC numa relacao de dose-
efeito em camundongos que receberam o extrato de A. affine Schott.

Comportamentos % r
Analgesia 16,75+9,83 0,91
Cauda em Straub 2,25+2,56 0,88
Sedacéo 32,75+19,74 0,72
Ptose 9,2545,49 0,82

OBS: “r”” — Coeficiente de correlaco linear. % - Percentual de animais responsivos.

Tabela 3. Respostas comportamentais que assinalam efeitos sobre o SNA, numa relacdo de dose-efeito em

camundongos que receberam o extrato de A. affine Schott.

Comportamentos % r
Cauda paralela 17,75+24,63 -0,63
Taquipnéia 32,75+38,60 -0,68
Piloerecéo 5,50+4,38 0,62

OBS: “r”” — Coeficiente de correlago linear. % - Percentual de animais responsivos.

Tabela 4. Respostas comportamentais que assinalam efeitos ndo previstos nos descritores dereferéncia, nhuma

relacdo de dose-efeito em camundongos que receberam o extrato de A. affine Schott.

Comportamentos % r
Prurido nos testiculos 11,75+14,70 -0,63
Prurido no dorso 0,75%1,12 0,72
Edema de focinho 16,75+11,65 -0,71
Contracdo abdominal 2,75+4,37 0,99
Lambendo os testiculos 1,50£3,35 0,88

OBS: “r”” — Coeficiente de correlagéo linear. % - Percentual de animais responsivos.



73

Tabela 5. Dose critica para intoxicacdo aguda em 50% dos animais estimulados com extrato de A. affine Schott.

Tipo de resposta farmacoldgica r a b Dose (mg/Kg)
Estimulante

Espasmos 0,88 0,0107 -0,448 4372,04
Movimento das vibricas 0,97 0,006 +0,891 8376,08
Depressora

Analgesia 0,98 0,007 +9,819 5545,32
Cauda em Straub 0,81 0,002 +0,511 27221,82
Ptose 0,92 0,004 +5,784 12194,2

Outras respostas

Contracao abdominal 0,99 0,004 -0,604 14443,59
Lamber os testiculos 0,88 0,002 -0,663 25331,50
Media + epm 13926,36 + 3235,37
Com intervalo de confianga de 95% 13926,36 + 6341,33

OBS: Parametros de regressdo linear, r — Coeficiente de correlacéo linear. a — Coeficiente angular. b — coeficiente

linear. Erro padrdo da media (epm).

DISCUSSAO

Foram observadas uma grande variacdo de respostas comportamentais conforme a dose de
A. affine Schott aplicada em camundongos em atividade esponténea; considerando-se que
muitas delas, como prurido nos testiculos, prurido no dorso, edema de focinho, contragdo
abdominal e lambedura dos testiculos ndo estavam presentes nos descritores normalmente
empregados para o dimensionamento clinico dos animais em estudo.

Uma vez que Almeida (2006) fala da ocorréncia de espasmos(estimulantes SNC),Silva (2006)
fala de tremores na cabeca(estimulantes SNC) e Lapa et al. (2002); Almeida(2006) relatam da
ocorréncia de cauda em Straub(depressores SNC).Isto, de certa forma, denuncia a
heterogeneidade bioquimica da composicéo do extrato, onde, conforme a dose empregada, um

determinado grupo de substancias atuava mais intensamente proporcionando respostas
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comportamentais caracteristicas conforme a dimensdo do metabolismo animal afetada.
Verificou-se tambem que até uma concentracdo de 2913,60 mg/Kg néo tinha ocorrido 6bitos,
0 que em principio significaria um extrato de baixa toxicidade. Mas, uma observacao atenta,
nos fez verificar a ocorréncia de respostas do tipo dose-dependente, em dominios
farmacoldgicos como os estimulantes e depressores do SNC e as que afetam o SNA.

Para um melhor dimensionamento das relagdes do tipo dose-dependente, utilizamos o
aferimento do coeficiente de correlagdo linear como melhor pardmetro circunstancial para
verificarmos a relacao entre o percentual de animais responsivos no grupo para um determinado
comportamento em 100 minutos de observacéo e a dose do extrato empregada.

Considerando-se valores de r > 0,80 verificamos a ocorréncia de tremores na cabec¢a, uma
resposta genuinamente de excitabilidade excessiva, normalmente manifestada quando no
extrato estdo presentes substancias que se assemelham a agonistas serotoninérgicos
(ALMEIDA, 2006).

E importante lembrar que 0s agonistas serotoninérgicos sdo drogas que atuam
preferencialmente em receptores do tipo 5HT (receptores para 0 neurotransmissor serotonina -
5-hidroxitriptamina), havendo varios subtipos destes receptores, estrategicamente distribuidos
em varios tecidos, apresentando resposta farmacoldgicaespecifica (HUMPHREY et al.,1993).
Os efeitos observados sugerem uma acéo estimulante sobre receptores do tipo 5HT3 que pode
ser encontrado no SNC, Sistema Nervoso Periférico-SNP em neurénios sensitivos, nociceptivos
e em neurdnios autondmicos e entéricos. A estimulacdo deste tipo de receptor aciona canais
ibnicos para cations, gerando muita excitabilidade (HANG et al., 1997).

Apesar de que a ocorréncia de espasmos com extensdo do trem posterior sugira a presenca
de componentes no extrato de natureza acida, irritando nociceptores em areas adjacentes ao
peritbneo (MALONE, 1983); pode-se também admitir, que a estimulacdo de receptores do tipo
5HT2a que se encontra distribuido no SNC, musculo liso e plaquetas, estimulando o aumento
do metabdlito InsPs e Diacilglicerol — DAG, que por sua vez funcionam como mediadores de
sistemas de cascatas enzimaticas do tipo fosfolipase C ativadas por calcio (SILVA, 2006), possa
também ter participagdo na contracdo da musculatura lisa dos intestinos e bronquios nos
animais avaliados. A estimulacdo de receptores do tipo 5HT4 envolvendo o SNP via Sistema
gastroentérico — Gl e SNC, em fun¢do do aumento do AMPc poderia também proporcionar
efeito excitatdrio afetando a motilidade gastrica (HANG et al., 1997; MARTIN et al., 1998).

Das respostas excitatorias, € importante assinalar que o movimento das vibrissas, em
camundongos normalmente caracteriza sinal que antecede respostas convulsivas, com relata

Arandas e Sena, (2006). Neste estudo ndo foram observadas convulsdes ao longo do periodo de
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100min de observacdo. E possivel que este tipo de resposta também esteja associado a
estimulagdo dos receptores serotoninérgicos, especialmente os do tipo 5HT3.

A contracdo abdominal poderia ser justificada pela presenca de alcaloides, de maneira
semelhante as agdes toxicas dos alcaloides da Vinca como vincristina e vimblastina obtidos a
partir de extratos da Catharanthus roseus (ROWINSKY, 1992; LOBERT et al., 1996).Na
avaliacdo fitoquimica do extrato de A. affine Schott foi observada reagdo positiva para
alcaloides.

Dos efeitos depressores, verificou-se a presenca de analgesia em resposta ao pincamento de
cauda, intensificando-se conforme o aumento da dose, como também a cauda em Straub, em
que o animal caminha com a cauda ereta com a extremidade apontada para a cabeca. Este tipo
de efeito ocorre devido a um forte espasmo na musculatura da base da cauda e em torno do
anus, geralmente associado a presenca de substancias que atuam como agonistas opioides ou
por substancias que se assemelham a agonistas serotoninérgicos (ALMEIDA, 2006). Em funcéo
do que foi dito acima, é possivel que os efeitos serotoninérgicos sejam 0s mais provaveis, muito
embora 0s opioides possam estar relacionados com a resposta analgésica observada nos
animais. Os opioides na verdade estimulam receptores especificos distribuidos em varios
dominios do SNC, em especial ao nivel do periarqueduto mesencefalico e corno dorsal da
medula espinal. A estimulacéo destes receptores normalmente inibe o sistema adenilato ciclase,
modificando as condic¢Bes de mobilidade de ions de potassio se o receptor for pds-sinaptico ou
do calcio se o receptor for pré-sinaptico. De qualquer forma o potencial elétrico de membrana
de células é afetado, diminuindo a excitabilidade (PASCOE, 2000).

Efeitos de sedacéo tambem foram observados, mas é importante assinalar que o camundongo
é um animal de habitos noturnos, e considerando-se o horario de realizacdo dos bioensaios,
pode-se admitir que este efeito seja decorrente de sua prépria condicdo bioldgica, quando
substancias presentes no extrato da planta ndo antagonizem este tipo de efeito, incluindo-se
também a reacdo de Ptose palpebral, onde ocorre o fechamento das palpebras quando o animal
experimenta um certo grau de sedagéo.

Quanto ao SNA, verificou-se a ocorréncia de movimentos com cauda paralela, que pode
denotar excitabilidade simpatica (MALONE, 1987), bém provavelmente relacionada com a
estimulacdo indireta sobre os receptores do tipo 5SHT3 mensionado acima, juntando-se a isto as
respostas de taquipnéia. Mas também é digno de nota o fato de que substancias que atuem como
inibidores do sistema enzimatico acetilcolinesterasico podem potencializar os efeitos
colinérgicos sobre a placa mioneural, assim como na medula supra-renal, nas sinapses

ganglionares, nas sindpses neuroefetoras do componente parassimpatico do SNC. Como
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consequéncia pode-se observar respostas como miose, caimbras abdominais, defecacéo,
incontinéncia urinaria, broncoconstriccdo e bradicardia decorrente da estimula¢do ganglionar,
entre outras respostas. Do aumento da estimulacao colinérgica sobre o SNC ainda podem ser
observados tremores, ansiedade, perturbacdo do sono, convulsdo, depressdo circulatoria e
respiratdria entre outras respostas (SILVA, 2006).

A piloerecdo é um tipo de resposta que pode estar associada a diferentes fatores, como o frio,
a umidade, ou ainda a mudancas de sensibilidade tactil devido a presenca de um efeito toxico
(ALMEIDA, 2006).

Houve ocorréncia de prurido em vérias regides do corpo, em especial nos testiculos e no
dorso, onde a sua manifestacdo foi do tipo dose-dependente. Golan et al. (2013), relata que a
ocorréncia de prurido parece estar relacionada com a presenca de mediadores como a histamina,
bradicinina e prostaglandina do tipo PGE, onde estes mediadores, por intermédio de um
mensageiro secundario do tipo proteina G acionam sistemas enzimaticos do tipo PKC ou PKA:
que modificam o padréo de fosforilacdo de canais de sodio especificos, diminuindo o limiar de
excitabilidade dos mesmos em resposta a presenca de estimulos quimicos, térmicos e
mecanicos.

No SNC a histamina parece atuar em alguns dominios como neurotransmissor,exercendo
um papel importante na regulacdo neuroenddcrina, atividade cardiovascular, termorregulacdo
e vigilia.A histamina pode promover a contracdo do masculo liso na area bronquiolar gerando
dificuldade para respirar, assim como contracdo da musculatura intestinal. Podem ser também
observadas reacdes de hipersensibilidade, vasodilatacdo e permeabilidade vascular, sendo
algumas destas respostas semelhantes a uma resposta inflamatéria aguda mediada parcialmente
por receptores histaminérgicos do tipo H1 (ROCHA, 2006).

E possivel que as respostas de formacdo de edema de focinho, assim como de contracéo
abdominal observadas neste trabalho, possam ser justificadas por uma agdo de substancias
presentes no extrato de A. affine Schott que se assemelham a histamina, embora, como ja dito
acima drogas que potencializem o sistema colinérgico se comportem como agonistas
serotoninérgicos para receptores do tipo 5HT3 como exemplo.

Cabe ainda dizer que os sistemas purinérgicos sao sensibilizados por mediadores do tipo
adenosina, nucleotideos do tipo ATP, ADP, UTP e ainda diadenosina polifosfato. Normalmente
estes mediadores sdo liberados como cotransmissores em neurbnios noradrenérgicos,
colinérgicos, serotoninérgicos e histaminérgicos em areas motoras como cerebelo e nicleos da
base, assim como no SNP e em areas ndo neuroldgicas, apesar de existirem neur6nios

puramente purinérgicos em regides como bexiga, estbmago, nos vasos deferentes e células
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cromoafins da suprarrenal. Os polifosfatos atuam sobre os receptores do tipo P4 e os
nucleotideos sobre receptores do tipo P2. Mas a adenosina normalmente atua sobre uma familia
de receptores do tipo A1, A2 e As que podem ser antagonizados por substancias que se
assemelham a cafeina (A1) e glicocorticdides (A1, A2), gerando em ambos 0s casos
agressividade e estimulacdo excessiva (STUCKY, 2002).

E possivel que a a¢io de lambedura dos testiculos, denunciando a presenca de um estimulo
intenso, bem provavelmente afetando células do tipo C, associadas a cadeia nociceptiva nestes
animais, possa ser justificada pelos argumentos acima levantados.

A presenca de tanino do tipo catéquico na composicdo fitoquimica da planta, como foi
identificado em estudos prévios com o material bioldgico deste trabalho, assinala certo grau de
toxicidade, lembrando que a sua acdo quelante pode predispor o surgimento de fragmentos de
peptideos e material proteico com potencial para a sensibilizacdo de anticorpos do tipo IgE
potencializando os efeitos assinalados acima.

Retomando-se a questdo da dose critica do extrato de A. affine Schott, verificou-se que se
considerarmos a possibilidade de 50% dos animais de um grupo qualquer, onde estes seriam
estimulados com um extrato similar da planta, seria necessaria uma dose de 13926,36 + 6341,33
mg/Kg. Mas para que nenhum animal apresentasse espasmos e contracdo abdominal
deveriamos trabalhar como uma dose estimada de 107,19 + 32,57 mg/Kg (Media + epm),
lembrando que num grupo experimental ou mesmo nos dominios da atividade clinica estas
respostas seriam totalmente indesejaveis. Asugestdo € que se trabalhe com uma dose 100 vezes

menor do que a estimada para 50% dos animais, ou seja, 139,26 + 63,41 mg/Kg.

CONCLUSAO

Os ensaios para avaliagdo dos niveis de toxicidade aguda em camundongos Mus musculus,
albino Swiss estimulados com diferentes doses de A. affine Schott (Milho de urubu),
assinalaram a ocorréncia de respostas importantes que denunciam agfes estimulantes,
depressoras sobre 0 SNC e ac¢des sobre 0 SNA, algumas destas numa relacdo de dose-efeito,
justificando cautela, embora ndo tenham sido observados oObitos até a dosagem de 2913,60
mg/Kg, recomendando-se para novos estudos a dose de 139,26 + 63,41 mg/Kg.

A relacdo quantitativa entre os efeitos estimulantes, depressores, sobre 0 SNA e outros (n&o
previstos nos descritores de referencia), variaram conforme a dose do extrato empregada, muito

embora os outros efeitos foram predominantes na maioria das doses avaliadas.
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RESUMO

Apoiando-se na hipétese de que plantas da familia das Araceae podem oferecer insumos
importantes no tratamento de dermatites em pequenos animais, idealizou-se este trabalho tendo-
se como objetivo verificar o efeito do extrato hidroalcodlico de folhas de Anthurium affine,
Schott sobre a resposta inflamatdria induzida em modelo de implante de algoddo subcutaneo
(SC) em camundongos Mus musculos, albino Swiss, correlacionando os achados com
parametros bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos. A partir das folhas da planta foi
confeccionado o extrato hidroalcodlico (etanol a 70%); posteriormente foram realizados 0s
bioensaios com 16 camundongos, que receberam implante de algoddo (10mg) na regido dorsal
embebidos em 0,07mL de solucéo salina (controle) e em 0,07mL do extrato (tratamento). Apos
12 dias os animais foram eutanasiados para retirada do implante, sendo aferido quanto a massa
inicial e final, os animais também foram pesados juntamente com alguns 6rgdos e submetidos
a exames complementares. Como resultado verificou-se que o peso do algodao no grupo tratado
foi menor, conforme diferenca significativa para um valor de p = 0, 0310 (n=8), considerando-
se um nivel descritivo equivalente a um valor de p < 0,05; observou-se ainda que 0s animais do
grupo controle apresentaram uma quantidade de leucécitos maior do que os animais do grupo
tratado com extrato, principalmente considerando-se o valor de p < 0,10. Verifica-se, portanto,
que o extrato de A. affine interferiu sobre os eventos relacionados com os mecanismos de

deposicdo de material sobre o algoddo implantado, assim como interferiu sobre 0s mecanismos
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de sinalizacdo e inducdo de producdo e liberacdo de leucdcitos, colocando-se como um

importante agente na inibicdo do processo inflamatério.

PALAVRAS CHAVE: Antario, Dermatite canina, Extrato, Fitoterapia, Planta medicinal.

ABSTRACT

Standing on the hypothesis that plants from Araceae family can offer important inputs on
the treatment for dermatitis in small animals, this study intended to verify the effect of the
hydroalcoholic extract of Anthurium affine, Schott’s leafs on the inflammatory response
inducted by subcutaneous cotton implant model in mice Mus musculos, correlating the results
with biochemical, hematological and histopathological parameters. The hydroalcoholic extract
(ethanol at 70%) was made from the plant’s leafs; after that byoassays were made with 16 mice,
that received cotton implant (10mg) in the dorsal region with 0,07mL of a salt solution (control)
and in 0,07mL of the extract (treatment). After 12 days the animals were euthanized for the
implant withdrawal, being measured at the inicial and final mass. The animals were also
weighed with some organs and submitted to complementary exams. The result showed that the
cotton weigh in the treated group was smaller, in a significant difference for a value of p =
0.0310 (n=8), considering a descriptive level equivalent to a value of p p < 0,05; it was also
observed that the animals of the control group presented a larger leukocyte rate than the animals
of the group treated with the extract, specially considering the value of < 0,10. Is verified, then,
that the A. affine extract has interfered on the events related to the sample’s deposition
mechanisms on the implanted cotton, and also with the leukocytes signaling, induction, and
liberation mechanisms, placing itself as an important agent on the inhibition of the

inflammatory process.

KEYWORDS: Anthurium, Canine Dermatitis, Exctract, Phytotherapy, Medical Plant

INTRODUCAO

Os casos dermatologicos apresentam grande prevaléncia em pequenos animais, sendo a
razao mais comum para serem levados ao Medico Veterinario (SCOTT etal., 2001; HIIL et al.,
2006). Estima-se que entre 20 e 75% de todos os animais examinados na préatica clinica
veterinaria apresentem enfermidades do sistema tegumentar como queixa principal ou como
doenca secundaria (IHRKE, 1996; SCOTT et al., 2001). Um estudo realizado na década de 70
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demonstrou que, na Inglaterra, 20% dos cdes e 15% dos gatos apresentavam enfermidades de
pele e ouvido (EVANS et al., 1974). Curiosamente, percentuais semelhantes foram encontrados
posteriormente no Canada, onde o indice foi de 18,8% dos cées e 15,2% dos gatos (SCOTT e
PARADIS, 1990). Em 2001, nos Estados Unidos, esta incidéncia atingiu a casa dos 25%
(SCOTT etal., 2001).

Geralmente, apds iniciar-se uma dermatose, h&d uma prévia sensibilizacdo cutanea, e uma vez
que o prurido se inicie, normalmente segue-se a injuria mecanica dos queratindcitos que, uma
vez lesados, liberam mediadores pro-inflamatérios.(OLIVRY et al., 2004). A liberacéo destes
fatores normalmente sinaliza cascatas de eventos em especial aquela associada ao metabolismo
do &cido araquidbnico que por sua vez resultam no desenvolvimento dos sinais da inflamacéo,
como eritema, edema e aumento do prurido (WHITE, 1998). Na presenca de infeccao
bacteriana, 0s queratindcitos sdo ativados por produtos microbianos e derivados de fatores
imunomediados, liberando citocinas e quiminocinas. (KISICH, 2008; SCHAUBER e GALLO,
2008).

Em principio, a inflamagdo é uma resposta inicialmente protetora que tem por objetivo

eliminar ou neutralizar o agente lesivo. E essa finalidade é concluida de modo satisfatorio
quando os mecanismos antiinflamatdrios endégenos sdo por fim ativados, protegendo os
tecidos de danos maiores e promovendo a restauragéo de sua estrutura e fungdo (LAWRENCE
e GILROY, 2007).
Atualmente existe uma busca por novos compostos com propriedades farmacoldgicas,
antiinflamatdrias eficazes no combate a dermatopatias e que possuam menos efeitos colaterais.
Entre esses, o estudo de produtos naturais, em especial 0 uso de plantas, que na verdade é uma
pratica muito antiga (VEIGA JUNIOR, 2008), onde no Brasil, mesmo com o avanco da
industria farmacéutica, se verifica um grande apelo popular (principalmente da area rural), onde
se emprega insumos de origem vegetal para o alivio de desconfortos sintomatol6gicos ou cura
de algumas enfermidades, mesmo na dimensdo dos animais domésticos (BOSCOLO e VALLE,
2008; BARREIRO e BOLZANI, 2009; BADKE et al., 2011).

O conhecimento popular tem assinalado que partes da planta A. affine, Schott, também
denominada popularmente como Milho de urubu, na condicdo de infuséo ou emplasto,
apresenta importante efeito sobre as dermatites, 0 que motivou a iniciativa de se verificar
parametros farmacoldgicos e toxicologicos, melhor contextualizados, afim de melhor
caracterizar este recurso dentro de propostas metodoldgicas confiaveis. As plantas do género
Anthurium, Schott (Araceae), apresenta-se normalmente como herbaceas, sendo bem

conhecidas como epifitas nativas da Ameérica tropical, popularmente recebendo denominacdes
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como anturio, lingua de sogra, Anthurium selvagem ou “milho de urubu”; esta ultima
denominagdo mais caracteristica no nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005). No
Brasil, podem ser identificados 35 géneros e cerca de 400 espécies, sendo a familia Araceae
bem representada na mata atlantica, embora possam também ser encontradas como planta
ornamental em ambientes domésticos (TESKI e TRENTINI, 1997).

Neste trabalho levantou-se a hipétese de que o extrato hidroalcodlico do A. affine, Schott,
pode produzir uma resposta antiinflamatoria satisfatoria em animais de laboratdrio, desde que
estabelecida a dosagem critica para este fim. Popularmente, os insumos de A. affine, Schott séo
também aplicados no tratamento do diabetes, micoses e doencas cardiovasculares (NOMURA
etal., 2012).

Segundo alguns estudos, o extrato de folhas do A. affine, Schott pode apresentar grande
quantidade de flavondides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina;
despertando interesse econdémico e clinico para estes flavonoides em virtude de suas diferentes
propriedades, especialmente as acBes antiinflamatorias, antimutagénicas, antioxidantes,
antitumorais, re-epitalizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000;
CROAT, 2004; VEIGA JUNIOR, 2008; MACHADO et al., 2008; NOMURA et al., 2012;
GRANATO et al., 2013).

Considerando-se, portanto a possibilidade de se obter um recurso de apoio a terapéutica para
as dermatites em pequenos animais, este trabalho teve como objetivoverificar os efeitos do
extrato hidroalcodlico de folhas de A. affine Schott sobre a resposta inflamatoria induzida em
modelo de implante de algoddo SC em camundongos Mus musculos, albino Swiss,

considerando-separametros bioquimicos, hematolégicos e histopatoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Folhas de A. affine Schott foram obtidas a partir de amostras disponiveis em area residencial
situada no bairro Cérrego do Jenipapo, na regido metropolitana do grande Recife. A coleta do
material dos espécimes vegetais foi feita no periodo matutino em 29 de abril de 2015 e
encaminhadas para o Laboratério de Farmacologia do DMFA - UFRPE — local de realizagédo
dos bioensaios. Parte do material, contendo a florescéncia foi encaminhada em forma de
exsicata para os devidos procedimentos de confirmagdo boténica junto ao Herbario Dr.
Vasconcelos Sobrinho da UFRPE. Amostra da planta encontra-se inserida no citado Herbario

sob nimero de registro — 44368.Para obtencdo do extrato, folhas do A. affine, Schott, apds
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procedimento de triagem e higienizacdo foram trituradas até a obtencdo de uma massa de 100g,
que foi posteriormente colocada para maceragdo em solucéo hidroalcodlica, com etanol a 70%
num volume de 400 mL, por um periodo de sete dias. Apés esta etapa, o extrato foi filtrado em
papel (14um), obtendo-se a concentracao final de 85mg/mL de extrato bruto.

Para os bioensaios um volume de 5 mL do extrato bruto da planta foi submetido a

evaporacao do solvente com o auxilio de uma capela de exaustdo, em temperatura ambiente de
25°C, até a obtencdo do extrato seco da planta. Apos esse procedimento foi feita a ressuspensao
do material em 5 mL de solucéo salina NaCl a 0,9%, adicionando-se 200uL de Tween 80 para
facilitar a homogeneizag&o da amostra.
Os bioensaios foram realizados com 16 camundongos adultos (Mus musculos, albino Swiss),
machos, com peso entre 35,0£17,0 gramas, provenientes do biotério do Laboratério Nacional
Agrondmico - LANAGRO do Ministério da Agricultura — Recife — PE. Todos os animais foram
colocados por um periodo de 25 dias para aclimatacdo em gaiolas de polipropileno (n=8), em
ambiente sob ciclo de luminosidade de 12x12h, temperatura de 25°C, onde recebiam agua e
alimentagdo “ad libitum” tendo-se o cuidado de usar racéo especifica livre de suplementacao
de antibidticos.

Todos os bioensaios foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE, mediante autorizacdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRPE (CEUA), segundo o parecer de nimero
009/2015.

Apdbs procedimento anestesico com cloridrato de cetamina (70mg/Kg i.p.) e xilazina
(14mg/Kg i.p.), os animais de ambos os grupos receberam, cada um, por implante subcutaneo,
na regido dorsal direita, 10mg de algodéo hidrofilico estéril embebido em 0,07mL de solucdo
salina a 0,9%(CONTROLE) ou extrato de milho de urubu (TRATAMENTO), ajustado em
solucgéo salina para uma dose de 13,926 mg/Kg, tomando como referencia a metodologia de
Swingle e Shiderman (1972). Esta concentragédo do extrato foi definida considerando-se o valor
da dose critica de toxicidade de 139,26mg/Kg.

Passado um periodo de 7 dias, os animais foram submetidos a um teste de ansiedade,
conforme metodologia proposta em Leite e Siqueira (2006), que consistiu em expor 0s animais
de ambos os grupos a um estimulo visual (10 esferas coloridas em cada gaiola), por 10 min.
Ap0s este periodo foram contadas em cada gaiola a quantidade de esferas visiveis que nédo
foram cobertas por maravalha. O percentual de esferas cobertas por grupo foi considerado o

pardmetro para se avaliar o nivel de ansiedade.
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Concluida essa etapa acima, 5 dias ap6s, os animais foram eutanasiados, mediante
aprofundamento anestesico com cloridrato de xilazina (20 mg/Kg/IM) e cloridrato de cetamina
(185mg/Kg/IM) e Tiopental (185mg/Kg/IM), conforme metodologia descrita em Hall (2001).
Antes da perda dos reflexos vitais os animais foram submetidos a coleta de sangue para exames
hematologicos e bioquimicos realizados no Laboratério de Patologia Clinica do DMV -
UFRPE. Apos a perda dos reflexos vitais, os animais receberam inciséo cirdrgica para remogédo
do tecido fibrovascular, o qual foi recolhido para as devidas avaliacdes de pesagem, em balanca
analitica da Metler Inc., e de constituicdo fisica, sendo o mesmo aferido mediante diferenca
entre a massa inicial (10mg) e a massa final.

Dos animais eutanasiados obteve-se 0 peso corpdreo, assim como da pele com implante e
dos seguintes 6rgaos recolhidos: figado, rins, baco, coracédo; sendo que fragmentos destes foram
fixados em formaldeido 10% preparado em PBS 0,01M; ph 7,2 por 48h.Essas amostras foram
também submetidas a procedimentos de desidratacdo em solucdo crescente etilica, diafanizadas
em xilol e impregnadas e incluidas em parafina.Seguindotécnica de rotina do laboratério de
histopatologia do DMFA — UFRPE. Os blocos foram cortados utilizando o microtomo (Leica),
ajustados a 5um de espessura e em seguida, foram corados com hematoxilina-eosina
(PROPHET et al.,, 1994). As laminas obtidas foram submetidas a uma avaliagdo
histopatologica.

Para o célculo, os dados foram expressos em termos de média e desvio padrdo e
oportunamente em termos percentuais mediante planilha estatistica do programa Excel do
pacote Ofice 2010 da Microsoft. Foi também calculado o valor da massa especifica de cada
6rgdo (g/g de peso corporeo), e estabelecido o nivel de correlacdo linear entre estes dados
ordenados em relacdo a massa corporea. A significancia das diferencas estatisticas foi
dimensionada pela aplicacdo do teste t de Student, considerando-se como valor descritivo um

valor de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, os testes de ansiedade realizados cinco dias apds a aplicacdo dos implantes de
algodéo revelaram um percentual de 20% das esferas cobertas com maravalha para o grupo
controle e um percentual de 10% no grupo que recebeu algoddo embebido com solucdo do
extrato do A. affine, Schott. Este resultado assinala que o nivel de estresse nestes animais pode
ser considerado baixo, mostrando que os efeitos da manipulacéo e implante do corpo estranho

ndo geraram alteracdes significativas sobre o comportamento dos animais avaliados uma vez
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que estes percentuais foram inferiores a 30% como prevé a metodologia descrita em Leite e
Siqueira (2006).

Ap0s 12 dias do implante em ambos 0s grupos (controle e tratado), verificou-se que 0 peso
do algod&o no grupo tratado foi menor, havendo uma diferenca significativa para um valor de
p =0,0310 (p < 0,05; n=8). Sendo observado respectivamente que no controle e tratado o peso
médio do algodao e o respectivo desvio padrdo foram de 0,1604mg + 0, 0271 e 0,1321mg %0,
0194.

Este dado acima sugere que a presenca do extrato de A. affine, Schott inibiu os processos
de deposicdo de sedimento (celularidade)sobre o material implantado, provavelmente por
inibicdo dos mediadores associados a cascata do acido araquidénico. Nos vertebrados este tipo
de resposta relaciona-se a alteracdes bioquimicas importantes, que se associa a mudancas
fisioldgicas e imunoldgicas que quando juntas caracterizam o que se pode denominar de
inflamacdo como relata White (1998). Geralmente podem ser identificados mediadores
inflamatorios como, por exemplo, produtos da atividade metabdlica de leucdcitos e plaquetas
ativados, além de mediadores do metabolismo do acido araquidénico como as prostaglandinas
e leucotrienos e ainda das cascatas da coagulacdo e do complemento, que tém o objetivo de
restringir as consequéncias e a extensdo das alteragdes metabdlicas e do dano tecidual local.
Quando este processo ndo é suficiente, a resposta inflamatoria pode transcender os limites
locais, manifestando-se sistemicamente, envolvendo geralmente outros tipos de substratos
bioquimicos como as citocinas e as proteinas de fase aguda (ADAMS, 2003; SILVA, 2006).

As citocinas normalmente sdo importantes mediadores da defesa do hospedeiro contra
infeccOes, lesdes, e inflamagdes aguda e crbnica, que podem ser liberadas por células, podendo
agir sobre outros tipos celulares como linfécitos e macréfagos além de outras fora do sistema
imune, atuando geralmente como mensageiros proteicos que influenciam e interligam o sistema
imune com o0s outros sistemas fisiol6gicos do organismo (RANG, et al., 1997; WAGNER et
al., 2009).

Na tabela 1 podem ser visualizados os valores medios relacionados ao peso corporeo e de
orgdos como figado, baco, rins e coracdo, onde ndo houve alteraces macroscopicas
importantes e nem de massa corporea relativa. Mas, ao se determinar o peso relativo de cada
0rgdo, organizando-os conforme o peso corporeo, em ordem decrescente, verificou-se que no
grupo controle ndo foram estabelecidas boas correlac6es entre estruturas como figado, baco e
coracdo, mas com relagéo ao grupo tratado com extrato de Milho de urubu, foram evidenciadas
algumas correlagdes significativas para um valor de p < 0,05, como podem ser visualizadas na

tabela 2 e confirmadas nas figuras 1 e 2.
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Tabela 1. Valores médios e respectivos desvio padrao do peso corpéreo e dos érgaos (g) em camundongos tratados

com extrato hidroalcoélico de Milho de urubu.

Grupos Corpo Figado Bago Rim D Rim E Coragdo
Controle 44,55+5,60 1,75+0,19 0,23+0,20 0,24+0,03 0,24+0,04 0,19+0,04
CV (%) 12,57 11,13 87,11 13,05 18,26 20,00
Tratado 50,08+10,59 1,80+0,28 0,22+0,11 0,25+0,05 0,26+0,07 0,20+0,04
CV (%) 21,15 15,32 51,40 18,33 26,76 18,56

OBS: D — Direito; E — Esquerdo.

Em principio, estas correlagdes encontradas no grupo tratado revelam a persisténcia de certa
relacdo linear inversa entre o peso do animal e o peso relativo do figado, coragdo e baco,
provavelmente sinalizando uma tendéncia natural de que estas estruturas sejam menores em
animais maiores, uma vez que o sinal do coeficiente de correlacdo linear foi negativo perante
os trés tipos de drgdos avaliados. Considerando-se que exista uma relacdo inversa entre o
tamanho do animal e a quantidade relativa de atividade metabdlica de um organismo como cita
Taylor et al.(1970), poder-se-ia dizer que o extrato de Milho de urubu contribuiu para ajustar
as relaces metabdlicas entre estes sistemas, diminuindo a formacéo de edemaciamento e outras
deformacbes decorrentes da necessidade destes 6rgdos ajustarem a sua capacidade de
processamento metabdlico as suas respectivas demandas, fato ndo observado nos animais do
grupo controle, onde as correlacdes obtidas foram fracas. Tanto na figura 1 como na figura 2 as
diferencas observadas para o tecido hepéatico em relacdo as demais estruturas avaliadas esta
relacionada com a importancia metabdlica de cada estrutura para o desenvolvimento do

organismo no momento fisioldgico abordado.
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Tabela 2. Correlacdo entre o peso especifico (g/g de peso corpdreo), dos érgdos de camundongos tratados com
extrato hidroalcodlico de Milho de urubu, apds 12 dias de observacdo, em relacdo ao peso corpéreo (g).

Grupos Figado Baco Coracéo t critico (p<0,05) gl
Controle

Correlacao (r) -0,51156 0,583304 -0,41376

Valor de t -1,445 1,759 - 1,943 6
Tratado

Correlacéo (r) -0,746 -0,630 -0,713

Valor de t 2,965 2,691 -2,147 1,896 7

OBS: “r” coeficiente de correlacdo linear. “t” é o parametro estatistico calculado. “t critico ¢ o valor tabelado
conforme o grau de liberdade (gl) definido na montagem do teste estatistico de t de Student. “*” valor significativo

para um intervalo de confiabilidade de 95%.

0,05 -~
0,045 - ®
0,04 - * o
0,035 - * 0,
0,03 -
0,025 - @ Figado
0,02 - W Baco
0,015 -
0,01 -
0,005 - o "J_‘
0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Péso do corpo (g)

[ | Coragao

Péso relativo dos 6rgdos (g/g)

Figura 1. Correlagdo entre o peso relativo de cada érgdo e o peso corpdreo para 0s animais

do grupo Controle



91
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Figura 2. Correlagdo entre o peso relativo de cada 6rgéo e 0 peso corporeo para 0s animais

do grupo tratado.

Na tabela 3 podem ser observados os parametros hematoldgicos, verificando-se a néo
ocorréncia de diferenca significativa entre os valores observados para 0s grupos controle e
tratado (p < 0,10). Embora, uma visdo atenta nos permita verificar um aumento do nimero de
plaquetas tanto do grupo controle como no grupo tratado em relacéo ao valor esperado para este
parametro como referenciasegundo Vasconcelos et al. (2007) e Spinelli et al. (2012). Em
principio, esta diferenca pode estar relacionada a caracteristicas especificas da linhagem dos
animais empregados neste trabalho, considerando-se também o nimero de animais, a dieta, as
climatolégicas da regido de onde foram obtidos os valores de referencia.

Assim como na tabela 4 pode-se observar que os animais do grupo controle apresentaram
uma quantidade de leucécitos maior do que os animais do grupo tratado com extrato de A.
affine, Schott, principalmente considerando-se o valor de p < 0,10. E importante assinalar que
em relacéo ao parametro de referencia obtido a partir dos dados de Vasconcelos et al. (2007) e
Spinelli et al. (2012), verifica-se que o niumero de leucécitos obtidos para o grupo controle se

assemelha aovalor citado pelos autores acima.
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Tabela 3. Parametros hematoldgicos em camundongos ap6s tratamento com extrato hidroalcodlico de Milho de
Urubu.

Grupos HEM HB HT RDW PL PT
(108/mmd) (9%) (%) (%) (103/mmd) (mg/dL)
Controle 7,6x1,4 11,0£2,3 40,7£2,0 12,2+0,5 968,6+212,2 5,5+0,3
Tratado 8,0+0,6 11,9+0,9 39,4+3,9 12,3+0,4 871,9+229,9 5,8+0,7
Referencia 8,7£0,8 13,425 40,8+3,0 - 254,0£38,5 6,2+0,5
p 0, 504 - 0,511 0, 427 0,473 0, 528

OBS: HEM — Hemacias; HB — Hemoglobina; HT — Hematdcrito; RDW — Red Cell Distribuition Width (indice
gue indica a anisocitose celular); PL — Plaquetas; PT — Proteina total; “p”- valor de probabilidade de teste estatistico

t de Student. “*” diferencga significativa entre o grupo tratado e controle para um valor de p < 0,10.

Tabela 4. Valores médios de pardmetros hematolégicos em camundongos ap6s tratamento com extrato

hidroalcoodlico de Milho de urubu.

Grupos LEU SEG LIN EOS MON BAS
(10%mm?) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 7,24+2,61 37,84+18,1 54,0+16,2 0,2+0,5 6,8+3,6 1,213
Tratado 4,63+2,25 39,71+10,8 53,748,3 0,3+0,5 5,9+3,2 0,4+1,1
Referencia 8,16+2,41 - 77,68,3 0,4+0,1 2,0£0,8 -
p 0, 093* 0, 652 0,722 0, 646 0, 802 0,273

OBS: LEU - Leucdcitos; SEG — Segmentados; LIN — Linfécitos; EOS - Eosindfilos; MON — Monécitos; BAS —
Basofilos; “p”- valor de probabilidade de teste estatistico t de Student. “*” diferenca significativa entre o grupo

tratado e controle, para um valor de p < 0,10.

Os dados sugerem que o extrato de A. affine, Schott inibiu o processo de quimiotaxia e de
producéo de leucdcitos induzido pela presenca do tecido fibrovascular introduzido, mostrando
que este tipo de extrato interfere nos processos pro-inflamatdrios, em diferentes dimensées.E
também importante lembrar que apesar de nédo ter havido diferencas significativas entre os
valores percentuais para as células da linhagem branca sanguinea, entre os animais de ambos
0s grupos controle e tratado, na verdade os valores nominais de frequéncia de ocorréncia destes
tipos celulares sdo menores no grupo tratado, uma vez que foi encontrado neste grupo um

namero menor de leucdcitos. Por outro lado, a ndo ocorréncia de diferengas nestes valores
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percentuais denota a ndo ocorréncia de alteracbes quanto a sinalizacdo quimiotaxica e de
producdo relativamente a este tipo celular.

Na tabela 5 podem ser visualizados diversos parametros bioquimicos, ndo ocorrendo
diferenca significativa entre os valores médios destes parametros encontrados para 0s animais
de ambos os grupos controle e tratado, considerando-se um nivel descritivo equivalente a um
valor de p <0,10. Mas é importante assinalar que os valores observados para o sistema aspartato
aminotransferase (AST), tanto do grupo controle como tratado foram mais elevados em relacéo
ao valor observado para o grupo de referencia segundo Vasconcelos et al. (2007).
Considerando-se que este sistema enzimatico relaciona-se com diferentes etapas do
metabolismo proteico, principalmente nos processos anabdlicos pode-se conjecturar um
possivel comprometimento do tecido renal e hepatico, sinalizando pelo menos um discreto
processo lesivo nestes drgéos. E possivel que o extrato de milho de urubu possa minimizar este

tipo de efeito.

Tabela 5. Valores médios de parametros bioquimicos apds tratamento com extrato hidroalco6lico de Milho de
Urubu (n=8).

Grupos Ureia Creatinina AST ALT
(mg/dL) (mg/dL) (VL) (VL)
Controle 51,58+19,00 0,147+0,085 128,97+52,08 38,04+30,17
Tratado 80,58+76,74 0,292+0,394 98,45+43,81 76,70+135,69
Referencia 57,60+2,54 0,34+0,02 77,248,65 50,60+6,13
p 0,351 0,324 0,245 0,536

OBS: AST - (aspartato aminotransferase) (TGO); ALT - (alanina aminotransferase) (TGP). “p”- valor de

1733

probabilidade de teste estatistico t de Student. diferenca significativa entre grupo controle e tratado, para um

valor de p < 0,10.

Na tabela 6 aos valores para o nivel de albumina encontrado para os animais que receberam
0 extrato de A. affine, Schott foi maior em relacéo aos valores encontrados para os animais do
grupo controle, sendo o valor obtido para o grupo tratado mais préximo em relacdo ao valor
encontrado na literatura. Mas, € importante mencionar que a atividade da fosfatase alcalina para
ambos 0s grupos tratado e controle estavam significativamente reduzidos em relagéo ao valor
de referenciapara a espécie, segundo Vasconcelos et al. (2007). Considerando-se, entretanto,

0 papel que esta hidrolase tem sobre 0 metabolismo e transferéncia de radicais do tipo fosfato,
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envolvendo outros sistemas moleculares como proteinas, canais ibnicos, outros sistemas
enziméticos e acidos nucléicos, pode-se admitir que estes organismos estavam diferentes,
embora deva-se também considerar as diferencas de linhagem, estado de maturacédo e outras
situacbes como condi¢des nutricionais e climaticas em relacdo ao que constitui 0 grupo
denominado como referencia(VVasconcelos et al., 2007). Isto assinala que a presenca do
implante promove alteragdes importantes, provavelmente afetando o metabolismo proteico,
mas que em presenca do extrato de A. affine, Schott esta queda no nivel de albumina é

prevenida, considerando-se o valor de p =0, 134.

Tabela 6. Valores médios de parametros bioquimicos apds tratamento com extrato hidroalco6lico de Milho de

urubu (n=8).

Grupos FA Albumina Colesterol Triglicerideo
(UlL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Controle 70,68+49,05 1,98+0,32 68,30+30,68 76,91+60,30
Tratado 92,94+28,00 2,1940,14 77,72+36,31 85,00+72,06
Referencia 149,40+16,99 4,96+4,11 80,00+7,87 107,00+15,12
p 0,341 0,134 0,584 0,788

OBS: FA — Fosfatase alcalina. “p”- valor de probabilidade de teste estatistico t de Student. “*” diferenga

significativa entre grupo controle e tratado, para um valor de p < 0,10.

Do ponto de vista histopatoldgico, verificou-se que para o grupo controle, sobre a epiderme,
observou-se a presenga de uma crosta serocelular que recobre uma area focal de ulceracéo,
caracterizada por perda epitelial com ruptura de membrana basal, aprofundando-se na derme
(lesdo associada a aplicacdo do tratamento).Nesta, observa-se fibroplasia e angiogénese com
discreta hiperemia em area focal (imediatamente abaixo da area de ulceracdo, indicando
processo de cicatrizacdo). No paniculo adiposo observa-se area focalmente extensa de
infiltracdo de neutrdfilos e macréfagos em moderada quantidade, além de menor nimero de
plasmécitos. Envolvendo o paniculo adiposo e o tecido muscular subjacente, observa-se uma
area focal de necrose caseosa circundada por neutréfilos, macrofagos, alguns plasmaocitos e
fibrina, a qual apresenta-se em organizacdo, conforme mostra a figura 3 A e B.

Na derme dos animais do grupo tratado foi observada grande quantidade de tecido

conjuntivo frouxo recém-formado associado a numerosos capilares dispostos (angiogénese)
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perpendicularmente as fibras colégenas, caracterizando tecido de granulacdo.Na derme
profunda observou-se em meio a este, alguns macrofagos, mastdcitos e neutro6filos em menor
numero. Imediatamente abaixo do musculo esquelético (local de aplicacdo do tratamento),
observou-se grande quantidade de infiltrado celular misto, constituido predominantemente de
neutréfilos, histidcitos, macréfagos epitelidides e fibroblastos, além de estruturas multifocais
fracamente basofilicas birrefringentes de tamanhos variados sugestivas de algodao (no qual foi

embebida a substancia-teste), conforme mostra a figura3 C e D.

fisiolégica a 0,9% e grupo tratamento (C e D) submetidos a implante subcutaneo de algoddo com extrato de
Anthurium affine Schott. Observar em (A) area focalmente extensa de Ulcera (seta) associada a fibroplasia e
angiogénese; no tecido (B) observa-se uma paniculite neutrofilica e histiocitaria focalmente extensa subaguda; no
(C) observar dermatite e miosite (*) neutrofilica e histiocitaria subaguda focalmente extensa; e no tecido (D)
observa-se tecido de granulagdo com vasos recém-formados em meio a macrdfagos, mastdcitos e neutréfilos em

menor nimero. Coloragdo de hematoxilina e eosina.
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CONCLUSAO

Verificou-se, portanto que o extrato de A. affine, Schott interferiu sobre os eventos
relacionados com os mecanismos de deposicdo de material sobre o algoddo implantado, assim
como interferiu sobre os mecanismos de sinalizacdo e inducdo de producdo e liberacdo de
leucdcitos, colocando-se como um importante agente no processo de inibicdo do processo
inflamatdrio, sem protagonizar reagdes de desconforto ou de perturbacdes algicas nas condigdes

empregadas neste trabalho.
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4.5 Artigo 5

Avaliacéo dos efeitos do extrato hidroalcoolico de folhas de Anthurium affine, Schott
(Milho de Urubu) em modelo de dermatite em Camundongos.

Evaluation of the effects of the hydroalcoholic extract of leaves of Anthurium affine, Schott
(Urubu Corn) on model of dermatitis in Mice.
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RESUMO

Idealizou-se este trabalho tendo como objetivo verificar o efeito do extrato hidroalcodlico
de folhas de Anthurium affine, Schott em modelo de dermatite em camundongos Mus musculus,
albino Swiss, correlacionando os achados com parametros bioquimicos, hematoldgicos e
histopatologicos. A partir das folhas da planta foi confeccionado o extrato hidroalcodlico
(etanol a 70%); posteriormente realizados os bioensaios com 40 camundongos, machos com
peso de 35+10g os quais foram submetidos a um processo de contencdo para realizacdo de
tricotomia na regido dorsal para a configuracio de dois campos de aproximadamente 1cm?, os
quais receberam aplicacéo de discos de papel de filtro (0,8 cm de diametro) embebidos em
acetona, ficando expostos por 1 min., em 3 dias consecutivos. No Gltimo dia os animais também
receberam discos de papel de filtro contendo NaOH(Hidréxido de Sédio) a 2,5%, ficando sobre
a area lesada também por 1 min para o desenvolvimento da dermatite. Apos esta fase, 0s animais
foram divididos em 5 grupos com 8 animais cada, sendo G1 — controle, onde os animais
recebiam (i.p.) 0,1mL de solucédo de NaCl a 0,9%; G2 —animais pré-tratados com dexametasona
(0,5mg/Kg—i.p.); G3 —animais pré-tratados com indometacina (0,5mg/Kg —i.p.); G4 —animais
tratados pré-tratados com celecoxib (0,5mg/Kg —i.p.) e grupo G5 — controle negativo, animais
tratados com salina, como em G1, mas sem o desafio efetuado com acetona e NaOH. Trinta
minutos apos, 0s animais de todos os grupos receberam do lado direito — D, 50uL de solugéo

salina a 0,9% enquanto no lado esquerdo, sobre a regido injuriada, os animais receberam 50uL.
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de extrato de A. affine, Schott na dose de 13,926mg/Kg em unica aplicacdo, ficando este
material em contato com a pele pelo menos 15 min. Apos 4 dias os animais foram eutanasiados
para retirada de fragmento de pele, e sangue, para a realizacdo de exames histopatoldgico,
bioquimico e hematoldgico. Orgéos como coragio, baco, figado e rins foram também retirados
para uma avaliacdo macroscopica e as devidas pesagens. Os fragmentos de pele, de ambos 0s
lados direito e esquerdo, foram submetidos a processamento histolégico para posterior
avaliacdo histopatologica. Como principal resultado, verificou-se que o extrato de A. affine,
Schott interferiu sobre o0s eventos relacionados com 0s mecanismos de reorganizacdo de areas
injuriadas, afetando a infiltracdo de células do tipo polimorfonucleares e mononucleares, assim
como os mecanismos de sinalizagcdo envolvidos nos processos de formagdo de crosta,
organizacdo angiogénica e de distribuicdo dos fibroblastos. Este efeito foi mais intenso em
animais pré-tratados com indometacina, sugerindo que as acdes inibitdrias ocorreram mais

intensamente sobre o sistema enzimatico das cicloxigenases do tipo 1, de natureza constitutiva.

PALAVRAS CHAVE: Antdrio, Dermatite canina, Inflamacdo, Fitoterapia, Planta medicinal.

ABSTRACT:

This study intended to verify the effect of the hydroalcoholic extract in the Anthurium affine,
Schott leafs in a model of dermatitis in mice Mus musculus, correlating the founds with
biochemical, hematological and histopathological parameters. The xtract was made of the
plant’s leafs; after that, bioassays were made with 40 mice, male with 35+10g weight, which
were submitted to a restraint process for the trichotomy to be made in the dorsal region for the
configuration of two spots of 1cm2, that received application in filter paper discs (0,8cm of
diameter), soaked with acetone, being exposed by 1 min in three consecutive days. In the last
day, the animals also received filter paper discs with NaOH at 2.5%, standing on the injured
area also for 1min to the development of dermatitis. After this stage, the animals were divided
in 5 groups with 8 animals each: G1 — control group, were the animals received NaCl solution
at 0,9% (0,ImL- i.p.) ; G2 — animals pre-treated with dexamethasone (0,5mg/Kg —i.p.); G3 —
animals pre-treated with celecoxib (0,5mg/Kg — i.p.) G4 — animals pre-treated with
indomethacin (0,5mg/Kg — i.p.) G5 — negative control group, animals pre-treated with G1°’s
NaCl, but without acetone and NaOH. Thirty minutes later, all the groups received on the right
side 50uL of NaCl at 0,9% while on the left side, on the injured region, the animals received

50uL of A. affine, Schott extract at 13,926mg/Kg in a single dose. The sample stayed in contact
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with the skin for 15 min. After 4 days the animals were euthanized for removing the skin
fragment, and blood, for histopathological, biochemical and hematological exams to be made.
Organs like heart, spleen, liver and kidneys were also removed for weighing and macroscopic
evaluation. The skin fragments, from both sides, were submitted to histological processing for
furthering histopathological evaluation. As the main result, it was verified that the A. affine,
Schott extract has interfered on the events related to the reorganization mechanisms of injured
areas, affecting the polymorphonuclear, and mononuclear cell infiltration, the same way that
the signaling processes of crust formation, angiogenic organization and fibroblasts distribution.
This effect were more intense in animals pre-treated with indomethacin, suggesting that the
inhibitory effects occurred more intensely on the enzymatic system of the COX-1, of

constructive nature.

KEYWORDS: Anthurium, Canine Dermatitis, Inflammation, Phytotherapy, Medical Plant.

INTRODUCAO

A prevaléncia de casos de dermatite em pequenos animais € uma das razdes mais freqlientes
para a procura do Médico Veterinario, onde cerca de 50 % do total de animais avaliados
clinicamente apresentam algum tipo de enfermidade do sistema tegumentar tanto como queixa
principal ou como doenca secundaria (IHRKE, 1996; SCOTT et al., 2001; HIIL et al., 2006).

Um primeiro estudo realizado na década de 70 demonstrou que, na Inglaterra, 20% dos cdes
e 15% dos gatos apresentavam enfermidades de pele e de ouvido (EVANS et al., 1974).
Percentuais semelhantes foram também encontrados posteriormente no Canada, com valores
de 18,8% para cées e 15,2% para os gatos (SCOTT e PARADIS, 1990).

Na maioria dos casos em uma dermatopatia, apos uma prévia sensibilizagdo cutanea, a partir
do inicio da fase do prurido, normalmente pode-se observar uma fase de injaria mecanica dos
queratindcitos que, uma vez lesados, passam a liberar mediadores pro-inflamatérios. (OLIVRY
et al., 2004). A liberagdo destas substancias favorece o inicio de cascatas de eventos
moleculares, em especial aquela associada ao metabolismo do acido araquiddnico que por sua
vez desenvolvera agdes que culminaram nos sinais caracteristicos da inflamagéo, como eritema,
edema e aumento do prurido (WHITE, 1998). Na ocorréncia de infeccdo bacteriana, 0s
gueratinécitos podem ser ativados por produtos microbianos e derivados de fatores
imunomediados, liberando citocinas e quiminocinas especificas, amplificando o processo
(KISICH, 2008; SCHAUBER e GALLO, 2008).
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Em principio, a inflamag&o é uma resposta de caracteristica protetora que tem por objetivo
eliminar ou neutralizar o agente lesivo. E essa finalidade é concluida de modo satisfatério
guando os mecanismos antiinflamatorios endégenos sdo por fim ativados, protegendo os
tecidos de danos maiores, promovendo concomitantemente a restauracdo fisica de sua estrutura
lesada e reestruturacdo do seu papel funcional (LAWRENCE e GILROY, 2007).

Em funcdo das diferengas observadas na resposta individual nos quadros de dermatites, com
recidivas importantes, evidencia-se que as doencas de pele sdo na verdade processos
complexos, que envolvem muitos fatores, diferentes tipos celulares que se distribuem em
diferentes estruturas com propriedades e dindmicas moleculares caracteristicas (FUCHS e
RAGHAVAN, 2002; KOSTER e ROOP, 2004; RIBEIRO, 2010). Isto por si so justifica a
busca por novos compostos com propriedades farmacolodgicas, antiinflamatdrias eficazes no
combate deste tipo de patologia, especialmente quanto a estabilidade da resposta e reducédo dos
efeitos colaterais.

O estudo de produtos naturais, em especial o uso de plantas, tem sido um importante
caminho, onde no Brasil, mesmo com o avanco da inddstria farmacéutica, pode-se verificar na
dimensdo da fitoterapia popular, 0 uso de insumos de origem vegetal para o alivio de
desconfortos sintomatoldgicos ou mesmo cura de algumas enfermidades, entre estas as
dermatites, com casos interessantes de recuperacdo envolvendo animais domésticos (VEIGA
JR.,2008; BOSCOLO e VALLE, 2008; BARREIRO e BOLZANI, 2009; BADKE et al., 2011).

Em algumas regides do interior do Estado de Pernambuco, tem-se verificado que partes da
planta A. affine, Schott, (Milho de urubu), na condicdo de infusdo ou emplasto, apresenta
importante efeito sobre as dermatites, 0 que despertou interesse em se verificar as condigdes
farmacoldgicas e toxicoldgicas, em que ocorrem estes efeitos. As plantas do género Anthurium,
Schott (Araceae), apresentam-se normalmente como herbaceas, sendo bem conhecidas como
epifitas nativas da América tropical, recebendo denominagdes regionalmente caracteristicas
como anturio, lingua de sogra, Anthurium selvagem ou “milho de urubu”; como ¢ conhecida
no nordeste brasileiro (SOUZA e LOURENZI, 2005). No Brasil, podem ser identificados 35
géneros e cerca de 400 espécies, sendo a familia Araceae bem representada na mata atlantica,
sendo muitas vezes empregadas como ornamento em ambientes domésticos (TESKI e
TRENTINI, 1997).

Alguns estudos apontam que o extrato de folhas do A. affine, Schott pode apresentar grande
guantidade de flavondides entre os quais se destacam a quercetina, o kaempferol e a luteina;
associando-os a respostas como acles antiinflamatorias, antimutagénicas, antioxidantes,
antitumorais, re-epitalizantes e cicatrizantes (CARRICONDE, 1996; TOMBOLATO, 2000;
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CROAT, 2004; VEIGA JUNIOR, 2008; MACHADO et al.,, 2008 NOMURA et al., 2012;
GRANATO et al., 2013). Nomuraet al. (2012), sugere a aplicacdo dos extratos de A. affine,
Schott no tratamento do diabetes, micoses e doencas cardiovasculares.

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos do extrato hidroalcodlico de folhas de
A. affine Schott em modelo de dermatite em camundongos Mus musculus, albino Swiss,
oportunamente tratados com diferentes tipos de antinflamatérios como a dexametazona,
indometacina ou celecoxib, considerando-se na avaliagdo parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histopatologicos. Considerando-se, portanto a possibilidade de se obter um
recurso de apoio terapéutico para as dermatites em pequenos animais, em especial a dermatite
seborréica, espera-se que o extrato obtido contemple respostas antiinflamatorias estaveis, com
minimizacao de efeitos indesejaveis, e que seja de baixo custo, para que possa estar acessivel

aos diferentes extratos da populacdo local.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo do extrato

Folhas de A. affine Schott foram obtidas a partir de amostras disponiveis em area residencial
situada no bairro Cérrego do Jenipapo, na regido metropolitana do grande Recife. A coleta do
material foi feita no periodo matutino em 29 de abril de 2015 sendo este encaminhado para o
Laboratorio de Farmacologia do DMFA - UFRPE — local de realizacdo dos bioensaios. Parte
do material, contendo a florescéncia foi encaminhada em forma de exsicata para os devidos
procedimentos de confirmagdo botanica junto ao Herbario Dr. Vasconcelos Sobrinho da
UFRPE. Amostra da planta encontra-se inserida no citado Herbario sob nimero de registro —
44368.

Para obtencdo do extrato, foram empregadas as sugestdes disponiveis em Matos (1998),
assim, folhas do A. affine, Schott, apos procedimento de triagem e higienizacdo foram trituradas
até a obtencdo de uma massa de 100g, que foi posteriormente colocada para maceragdo em
solucdo hidroalcodlica, com etanol a 70% num volume de 400 mL, por um periodo de sete dias.
ApOs esta etapa, o extrato foi filtrado em papel (14pm), obtendo-se a concentracédo final de
85mg/mL de extrato bruto. Para os bioensaios um volume de 10 mL do extrato bruto da planta
foi submetido a evaporacao do solvente com o auxilio de uma capela de exaustdo, a 25°C, até a

obtencéo do extrato seco da planta. Apds esse procedimento foi feita a ressuspenséo do material
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em 10 mL de solucdo salina NaCl a 0,9%, adicionando-se 200puL de Tween 80 para facilitar a

homogeneizacdo da amostra.

Modelo de dermatite

O modelo de dermatite foi idealizado tomando-se como referéncia a metodologia descrita
em Barcelos et al. (2013), sendo os protocolos experimentais apreciados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da UFRPE (CEUA), recebendo deferimento segundo o parecer de nimero
009/2015.

Para os bioensaios, 40 camundongos Mus musculus, albino Swiss, machos, provenientes do
biotério do Laboratério Nacional Agrondmico - LANAGRO do Ministério da Agricultura —
Recife — PE; com peso medio estimado em 35+10 g foram separados em gaiolas de
polipropileno, com 8 animais cada, recebendo agua e alimentacdo especifica, além de serem
acondicionados a ambiente a 25°C, umidade relativa acima de 70% e ciclo de luz de 12x12
horas, com lampadas de 40 Watts. Estes animais ficaram por 14 dias adaptacao.

Vinte e quatro horas antes da fase de experimentacdo os animais de cada grupo foram
submetidos a um processo de contengdo manual para a realizacdo da tricotomia na regido dorsal
para a configuracdo de dois campos (D - direita e E - esquerda) de aprox. 1cm2. Em cada campo,
eram aplicados discos de 0,8 cm de diametro, embebidos em acetona até a saturacdo, que foi
aplicado por 1min por 3 dias consecutivos com exce¢do de um grupo, onde estes recebiam
solucdo salina 0,9%. No ultimo dia cada animal recebeu um disco embebido em NaOH a 2,5%
por 1 min, permanecendo o0s animais em atividade espontanea por uma hora.

Apos esta fase, os animais foram subdivididos em cinco grupos: O grupo G1 — Controle,
todos os animais receberam um volume de 0,05mL de solucdo salina a 0,9% (i.p.). Nos grupos
G2, G3 e G4 os animais receberam 0,05mL de dexametazona (0,5mg/Kg - i.p.), 0,05 mL de
Indometacina (0,5mg/Kg - i.p.) e 0,05mL de Celecoxib (0,5mg/Kg - i.p), respectivamente. Os
animais do grupo G5 — controle negativo, receberam 0,05 mL de solu¢do NaCl a 0,9% (i.p.)
como em G1, mas sem o desafio efetuado com acetona e NaOH.

Trinta minutos apds o a estimulacdo quimica conforme o grupo de tratamento, cada animal
em seus respectivos grupos recebeu dorsalmente, no lado esquerdo (E) um disco embebido com
50pL solucdo do extrato de A. affine, Schott “Milho de urubu” na dose de 13,926 mg/Kg. Do
lado direito (D), sobre a regido lesada foi aplicado um disco semelhante contendo 50uL solugéo
salina a 0,9%. Estes discos permaneceram em contado com as respectivas areas lesadas por 15

min. Esta concentracdo do extrato foi definida considerando-se o valor da dose critica de
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toxicidade de 139,26mg/Kg conforme constatacdo efetuada, previamente, por este grupo de
trabalho.

Apbs um periodo de 4 dias os animais foram eutanasiados, mediante aprofundamento
anestesico com cloridrato de xilazina (20 mg/Kg/1.M), cloridrato de cetamina (185mg/Kg/ I.M),
e Tiopental (185mg/Kg/IM), conforme metodologia descrita em Hall (2001). Antes da perda
dos reflexos vitais os animais foram submetidos a coleta de sangue para 0S exames
hematoldgicos e bioquimicos que foram por sua vez realizados no Laboratorio de Patologia
Clinica do DMV - UFRPE. Apés a perda dos reflexos vitais, todos os animais, de todos 0s
grupos, receberam incisdo cirargica para remocao de pele dorsal de ambos os lados D e E, alem
da remocéo de 6rgdos como figado, bago, coracdo e rins para avaliagdo macroscopica.

Os fragmentos de pele foram submetidos a procedimentos de fixacdo com formaldeido 10%
preparado em PBS 0,01M; ph 7,2 por 48h. Essas amostras foram em seguidadesidratadas em
solucdo crescente etilica, diafanizadas em xilol e impregnadas e incluidas em parafina; de
acordo com os procedimentos de rotina do laboratério de histopatologia. Os blocos foram
cortados utilizando o Microtomo (Leica), ajustados a 5um de espessura, em seguida, foram
corados com hematoxilina-eosina (PROPHET et al., 1994); e as laminas obtidas foram
submetidas a uma avaliacdo histopatolégica mediante microscopia Optica. Para facilitar a
apreciacao histopatolégica do laminario referente ao tecido cutaneo, foram estabelecidos
escores qualiitativos (3 — Intenso; 2 — Moderado; 1 — Brando; 0 — Ausente) de acordo com
Pereira (2004), considerando-se as condi¢fes de infiltracdo de células polimorfonucleares,
assim como a infiltracdo células mononucleares. Também foi considerada a presenca de
estruturas como tegumento, crosta, assim como angiogénese e a presenca de fibroblastos.

Para os procedimentos de célculo, os dados foram expressos em termos de média e desvio
padrdo e oportunamente em termos percentuais mediante planilha estatistica do programa Excel
do pacote Ofice 2010 da Microsoft.

RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante assinalar que o modelo experimental escolhido, onde a expectativa era a de
desenvolver uma lesdo que melhor representasse o tipo de dermatite seborreica e ou atopica,
como encontrada na maioria dos cdes acometidos por problemas de pele nos traria algumas

dificuldades, uma vez que o proposto por Barceloset al. (2013), aplicava os procedimentos em
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ratos, portanto animais maiores, com caracteristicas fisiologicas um pouco diferentes em
relagdo aos camundongos.

Destacamos também que este modelo desenvolvido assemelha-se a uma dermatite de contato
irritante, que na verdade inicia-se como uma reacao inflamatdria local néo alérgica da pele, que
ocorre independente da participagdo de células linfocitérias do tipo T (NOSBAUM et al., 2009).
Este tipo de dermatite irritante inicia-se geralmente por dano ou ativacéo de células epidermais
devido a exposi¢do aguda ou cronica a substancias quimicas (HAN et al., 2007). A acdo irritante
sobre as células da epiderme e derme proporciona a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
além de quimiocinas e outros mediadores que acabam por promover vasodilatacdo, infiltracdo
de leucocitos, edema e eritrema (CHEN e NUNEZ, 2010). Este processo apresenta como
caracteristica uma resposta inflamatéria inata (GIBS, 2009). A partir dos queratindcitos
desafiados, a producdo de mediadores se intensifica, acionando processos quimiotaxicos, que
acabam por recrutar diferentes tipos celulares em direcdo a area lesionada, que promovem
transformacdes bioquimicas locais, que levam a modificacdes estruturais locais, associadas a
manifestacdo de sinais clinicos caracteristicos (NOSBAUM et al., 2009).

Estudos com camundongos demonstram que macréfagos, células dendriticas, mastécitos,
células NK e células endoteliais estdo envolvidas no processo de desenvolvimento deste tipo
de dermatite irritante (VOCANSON et al., 2007).

A condicdo atopica geralmente é desenvolvida quando uma sequéncia de eventos esta
presente, decorrente na instalacdo de fungos do tipo leveduriforme (Malassezia sp.),que pode
configurar-se como um patogeno oportunista do meato acustico externo e tegumento de caes e
gatos, podendo ser encontrado no reto, pele interdigital, sacos anais e vagina, podendo assim,
causar dermatite e otite externa (MELO et al., 2014). Geralmente os sinais clinicos apresentados
sdo pruridos, alopecia, liquenificacdo, hiperpigmentacdo, eritema, podendo em alguns casos
associar-se com atopia e alergia alimentar (RHODES, 2005).

Foram obtidos alguns dados, principalmente considerando a estratégia de distribuicdo dos
grupos e tratamentos empregados. A intencdo era a de avaliar as transformacgdes nas areas
lesionadas em animais previamente tratados com um antinflamatério esteroidal inibidor de
fosfolipase A> a dexametazona, como também em animais tratados com um inibidor de
cicloxigenase 1, a indometacina e cicloxigenase 2 o celecoxib. Estes inibidores nos ajudariam
a verificar mais de perto a participacao dos mediadores da cascata do acido araquidénico sobre
0s eventos associados a fase de recuperacdo tecidual mediados pelo extrato de A. affine, Schott
“Milho de urubu”.
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O peso relativo de alguns 6rgéos coletados em relacéo ao peso corpéreo pode ser visualizado
na tabela 1. Uma comparacédo direta entre os valores dos pesos relativos de cada grupo em
relacdo ao grupo controle G1, revelou que o figado do grupo G4 apresentou uma diferenca
importante, com valor de p = 0,057; o que significa um aumento de massa nos animais pré-
tratados com celecoxib em relacdo aos animais do grupo controle, embora o nivel de
significancia adotado para este trabalho tenha sido de p < 0,05. Podendo-se argumentar que o
aumento do tecido hepatico pode estar associado a um aumento da atividade metabodlica do
tecido em questdo, principalmente considerando-se o papel dos sistemas de biotransformacéo
que este tecido desempenha quando da presenca de estruturas moleculares desafiadoras.

Uma diferenca agora significativa foi encontrada quanto ao aumento do baco dos animais
do grupo G2 apresentando um valor de p = 0,041. Este aumento de massa pode também estar
relacionado com 0 aumento de atividade do tecido em animais estimulados com dexametazona,
embora um aumento discreto também tenha sido notado no bagco de animais tratados com
indometacina (p= 0,079) e celecoxib (p = 0,063), denunciando a participacdo de mediadores da
cascata do acido araquiddnico nos eventos metabdlicos deste 6rgao.

A presenca de inibidores enzimaticos parece ter afetado, pelo menos em parte, as atividades
metabdlicas desempenhadas por estas estruturas, compensando a diminuicdo da atividade com
0 aumento de massa, na esperanca de que o aumento de superficie local aumente a eficacia da
estrutura na captura de substratos importantes para a expansao do metabolismo local.

Quanto ao estudo das correlac@es entre 0 aumento de massa do 6rgdo em funcdo do aumento
de massa corpdrea, verificou-se que este efeito foi mais importante no tecido hepético de
animais do grupo G2 (r =0,847) e G3 (r = 0,851). Isto sugere que quanto maior o animal, mais
o tecido hepatico aumenta de tamanho na presenca de esterdides como a dexametazona e a
indometacina. Denunciando o efeito impactante que estes inibidores enzimaticos proporcionam
sobre o organismo, apesar de serem substratos importantes como inibidores de determinados
tipos de processos inflamatorios (ADAMS, 2003).

E importante assinalar que em vertebrados os produtos da atividade de sistemas enzimaticos
como a Fosfolipase A2 bem como as cicloxigenases coordenam alteracfes bioquimicas
importantes, que redundam em alteracdes fisioldgicas e imunoldgicas que por sua vez acionam
cascatas de eventos moleculares que culminam no que se denomina de inflamag&o. Assim,
podem ser identificados mediadores inflamatérios derivados de certos tipos de leucocitos e
plaquetas, como também mediadores do metabolismo do 4&cido araquiddnico como as
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos; ou ainda das cascatas da coagulacdo e do sistema

complemento, que tém o objetivo de restringir as consequéncias e a extensdo das alteracoes
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metabdlicas e do dano tecidual local; ndo sendo suficiente, a resposta inflamatéria pode
transcender os limites locais, manifestando-se sistemicamente, requerendo a participacdo de
outros tipos de substratos bioquimicos como as citocinas e as proteinas de fase aguda (RANG
etal., 1997; SILVA, 2006).

As citocinas, por sua vez, podem atuar como fatores de defesa do hospedeiro contra infecgdes,
lesGes, e inflamagdes aguda e cronica, podendo ser liberadas por diferentes tipos celulares,
podendo modular o padrédo de interacao de outros tipos celulares como linfécitos e macréfagos
além de outras células fora do sistema imune, exercendo o papel de mensageiro, comunicando
novas diretrizes para interligar o sistema imune com o0s outros sistemas fisiologicos do
organismo (ADAMS, 2003; WAGNER et al., 2009).

Tabela 1. Peso relativo (mg/g de peso corp6reo) dos érgdos conforme o tratamento empregado entre 0s grupos.

Grupos Figado Baco Coracéo Rim D Rim E Corpo
Gl 36,045,0 3,0£1,0 4,0+1,0 7,0£2,0 6,0£2,0 46,6045,13
G2 39,0+3,0 4,0£1,0 5,0+£1,0 9,0+£3,0 9,0+£2,0 47,00£16,15
G3 37,0+6,0 4,0£1,0 4,0£1,0 6,0£1,0 6,0£1,0 45,50+5,42
G4 42,0+6,0 4,0£2,0 4,0£1,0 6,0+1,0 6,0£1,0 40,80+5,80
G5 36,0+7,0 3,0£1,0 5,0£1,0 7,0£1,0 7,0£2,0 52,30+9,20

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo.

Na tabela 2 podem ser visualizados parametros hematolégicos dos animais avaliados
conforme o tipo de tratamento. Nesta tabela pode-se verificar que em relacdo ao padrdo os
valores obtidos para hemaécias, hemoglobina e hematocrito, em todos os grupos, forammenores,
bem provavelmente em decorréncia da variacdo de idade dos animais, ou ainda quanto a
diferenca de linhagem. Ja em relacéo as plaquetas, os valores encontrados em todos 0s grupos
foram maiores em relacdo ao padrdo conforme dados disponibilizados em Vasconceloset al.
(2007).

Foi observada diferenga significativa entre os valores de hemoglobina obtidos para os
animais dos grupos G2 e G3 em relagéo ao controle, assim como os valores obtidos para o total
de plaquetas entre os animais dos grupos G2, G4 e G5. O total de plaquetas dos animais do
grupo G3 diferiram em relagéo ao grupo controle por um valor de p = 0,0507. Com estes dados

pode-se argumentar que o pré-tratamento dos animais com dexametazona ou indometacina
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influenciou negativamente etapas importantes para o metabolismo de producdo de
hemoglobina. Quanto a reducdo do nimero de plaquetas, ndo poderiamos atribuir & influéncia
dos inibidores enzimaticos, uma vez que o numero de plaquetas dos animais do grupo G5 foi
menor também.

Na tabela 3 podem ser visualizados os pardmetros hematoldgicos relacionados a fase
leucocitéria, ndo sendo encontradas diferencas significativas entre os grupos tratados e o grupo
controle, com excecdo do nimero de leucdcitos obtidos para os animais do grupo G2. Neste
grupo pode-se verificar a ndo homogeneidade do pardmetro no grupo, considerando-se o
tamanho de desvio padrdo em relacdo ao valor médio. Assim, é possivel que tenha ocorrido
algum tipo de problema quanto a leitura dos dados no equipamento que efetuou a contagem,

considerando-se que esta discrepancia nao tenha ocorrido nos demais grupos.

Tabela 2. Parametros hematoldgicos conforme o tipo de tratamento entre os grupos.

Grupos HEM HB HT RDW PL

(10% (9%) (%) (%) (10%/mmd)

Gl 6,61+1,57 12,75+0,21 39,5+0,71 - 1,26+0,18

G2 7,51+0,43 11,80+0,60* 38,5+1,76 11,00+0,35 0,95+0,12*
G3 6,62+0,58 10,87+0,86* 36,50+2,88 11,35+0,44 0,96+0,19
G4 7,46x0,47 12,14+1,16 40,25%4,27 11,30+0,38 0,92+0,16*
G5 7,42+0,54 12,05+0,65 39,88+1,81 11,33+0,85 0,96+0,15*
Referencia 8,66+0,80 13,36+2,46 40,76%3,02 - 0,25+0,38

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo. HEM — hemécias; HB —
hemoglobina; HT — hematdcrito; RDW - Red Cell Distribuition Width (indice que indica a anisocitose celular);

PL — plaquetas. * - diferenca estatistica para um valor de p < 0,05.

Na tabela 4 podem ser visualizados alguns parametros bioquimicos do sangue, sendo
encontrada uma reducdo significativa de proteina total nas amostras de sangue dos animais dos
grupos G2, G3 e G5 em relagéo ao grupo controle G1. Esta reducéo pode estar relacionada com
uma interferéncia direta sobre os mecanismos de producdo protéica, em especial sobre o
metabolismo do acido aminoparabenzoico - PABA. A dexametazona e a indometacina
poderiam desencadear este tipo de resposta, mas estes mediadores ndo estavam presentes nos

animais do grupo G5.
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E importante salientar que a dexametazona, dentre vérias possibilidades de interagéo
metabdlica, pode inibir a incorporacdo de aminodcidos em proteinas de maneira a inibir a
sintese de proteinas em tecidos periféricos como musculo, pélo, tecido linféide, adiposo ou
conjuntivo. Desta forma estimulam o catabolismo protéico nestes tecidos aumentando o nivel
de aminoacidos no sangue para facilitar a gliconeogénese e a sintese de proteinas no tecido
hepéatico (JERICO e DE MARCO, 2011).

Tabela 3. Parametros hematoldgicos, fase leucocitaria, e proteina total, conforme o tipo de tratamento entre os
grupos.

Grupos LEU SEG LIN EOS MON BAST
(/mm?) (%) (%) (%) (%) (%)

Gl 5,20+0,85 29,50+4,95  67,50+4,95 00 30 00
G2 126,87+297,93*  30,00+6,16  66,80+7,50 00 3,20+2,17 00
G3 4,23+2,86 31,33+1329  66,33+14,07 00 2,33+1,36 00
G4 4,71+1,98 21,88+9,34  74,38+10,06 00 3,75+2,31 00
G5 3,76+1,40 31,13+9,34  66,00+10,29 00 2,62+185  0,25%0,46

Referencia 8,16+2,41 - 7764827  0,36+0,11  2,00£0,78 -

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo. LEU — leucécitos; SEG —
segmentados; LIN — linfdcitos; EOS — eosindfilos; MON — mondcitos; BAST — bastonetes. * - diferenca estatistica
para um valor de p < 0,05.

Ja a indometacina, como um anti-inflamatério nao-esteroidal pode interferir indiretamente
sobre 0 metabolismo protéico, a partir da inibigdo do sistema das cicloxigenases, em especial a
COX-1, consequentemente reduzindo a sintese de prostanoides (prostaglandinas e
tromboxanos), além das oxigenases. A reducdo da producdo de prostaglandinas do tipo PGE> e
PGl interfere sobre os mecanismos hipotaldmicos controladores, entre outras coisas, da
temperatura corpdrea, que por sua vez afeta o metabolismo (RANG et al., 1997). Este tipo de
mediador pode controlar também a liberacdo de enzimas, citocinas e proteinas do sistema
complemento, afetando por sua vez a coordenacdo do metabolismo a partir de células
inflamatdrias como linfécitos, macréfagos e mastocitos (TASAKA, 2011).

O nivel de colesterol em todos os grupos estava acima dos valores observados para 0s

animais do grupo de referencia, com exce¢do dos animais do grupo G4. Este fato pode ser em
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decorréncia das diferencas de idade entre os animais empregados nos experimentos em relagéo
aos animais do grupo de referencia; considerando-se que muitos mediadores celulares estdo
relacionados com os sistemas enzimaticos associados ao metabolismo de fosfolipideos e do
colesterol, é possivel que esta diferenca tenha algum impacto sobre o controle da atividade
metabdlica nestes sitios (BOURGUET et al., 2000).

Foi observado também que ndo foram encontradas diferencas significativas entre os valores
observados para os triglicerideos entre os grupos avaliados, o que pode sugerir que as diferencas

assinaladas acima em relacao ao grupo G4 podem ser de natureza acidental.

Tabela 4. Parametros bioquimicos do sangue, conforme o tipo de tratamento entre 0s grupos

Grupos Proteina Total Colesterol Triglicerideo
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Gl 6,10+0,14 111,77+11,8 116,75+43,15

G2 5,48+0,30 * 104,19+11,69 158,62+46,97

G3 5,30+0,47 * 107,88+6,51 89,99+30,21

G4 5,60+0,73 95,79+10,90* 84,90+29,23

G5 5,26+0,34 * 99,29+28,63 81,98+37,93
Referencia 6,16+0,49 80,00+7,87 107,00+15,12

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo. * - Diferenca estatisticamente

significativa para um valor de p < 0,05 em relagéo ao grupo G1.

Na tabela 5 podem ser observados outros parametros bioquimicos importantes, entre estes a
uréia cujos valores obtidos para 0s grupos avaliados estiveram abaixo em relacdo ao grupo de
referencia; sendo que os animais do grupo G3 exibiram a menor taxa, diferindo
significativamente em relacdo ao grupo G1. Esta relacdo com a reducdo dos niveis de uréia
pode estar relacionada com a reducdo da taxa metabolica, como constatada acima, no mesmo
grupo. Deve-se lembrar, entretanto, que os animais do grupo G3 foram pre-tratados com
indometacina, também um importante metabdlito que pode ser associado a reacOes de
intoxicacdo, com consequiéncias do tipo acidose metabolica, alcalose respiratoria, afetando por
sua vez o metabolismo celular (PAYAN, 1994; WANNAMACHER e FERREIRA, 2006).

O nivel de creatinina em todos os grupos avaliados estava bem inferior em relacéo ao valor

observado para o grupo de referencia, bem provavelmente em decorréncia da idade dos animais
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ou mesmo em fungédo de diferencas de linhagem entre os animais estudados e os animais
considerados como referencia. Este é um dado importante, que denota problemas com o0s
mecanismos de fosforilacdo atrelados a tecidos como os rins, que a nivel de tubo proximal
efetua uma importante atividade na ativacdo de mecanismos de transporte de substancias que
precisam ser eliminadas em tempo habil de evitar intoxicacdo. Apesar disto, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os sistemas enzimaticos AST, ALT e Fosfatase

alcalina, mesmo em relacdo aos animais do grupo de referencia.

Tabela 5. Outros parametros bioquimicos conforme o tipo de tratamento entre 0s grupos

Grupos Ureia Creatinina AST ALT FA
(mg/dL) (mg/dL) (UL) (VL) (VL)
G1 29,56+3,70 0,07+0,04 97,61+28,74 38,59+8,21  99,25+38,09
G2 29,40+5,76 0,02+0 98,32+80,05 59,01+49,20  75,39+21,38
G3 27,49+3,62* 0,07+0,07 122,21+62,04 34,54+18,95 100,22+19,33
G4 35,77+17,78 0,12+0,03 93,15+19,64 32,51+15,71  109,26+50,22
G5 30,15+5,00 0,11+0,08 73,56+22,45 56,65+89,76  103,33+46,95
Referencia 57,60+2,54 0,34+0,02 77,248,65 50,60+6,13  149,40+16,99

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo. * — Diferenca significativa
para p < 0,05 em relacdo a G1. AST - (aspartato aminotransferase) (TGO); ALT - (alanina aminotransferase)
(TGP); FA — fosfatase alcalina.

Na tabela 6, podem ser observados os escores definidos para a quantificacdo dos impactos
dos pré-tratamentos efetuados sobre as transformacbes das areas de pele lesadas, tratadas
localmente com extrato de A. affine, Schott “Milho de urubu”. Como parametro quantitativo
numa avaliacdo histopatolégica, foi considerado o nivel de infiltracdo de células
polimorfonucleares, infiltracdo de células mononucleares, condigdo do tegumento, presenca de
crosta, angiogénese local e presenca de fibroblastos. Inicialmente € importante assinalar que
sempre que se observavam células do tipo polimorfonuclear foram evidenciados neutrofilos,
assim como quando da identificacdo de células do tipo mononuclear, encontravam-se
histidcitos (macréfagos) e linfécitos.

No grupo G1, considerado controle, especialmente sobre fragmento retirado da face direita

- D, que recebia apenas solugédo de NaCl a 0,9%, sobre a epiderme pode-se observar uma crosta
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serocelular que recobria uma extensa area de necrose dos queratindcitos com ruptura da
membrana basal, estendendo-se até a derme profunda, evidenciando assim necrose de glandulas
sebaceas. Ainda na derme e se estendendo até o paniculo adiposo, observou-se area difusa de
infiltracdo de neutrdfilos e macrofagos variando em intensidade, encontrando-se também um
menor numero de plasmocitos. Na regido mais profunda, abaixo do tecido muscular, foram
observados tecido conjuntivo frouxo recém-formado associado a capilares dispostos
perpendicularmente a fibras colagenas, com angiogénese evidente, caracterizando tecido de
granulacdo com intensidade caracteristica conforme o animal avaliado, como ilustra a figura
1A.

Segundo a tabela 6, as diferencas foram significativas quanto a intensidade da crosta,
observando-se um escore menor, e a presenca de angiogénese com um escore maior. Estes
dados sugerem que o extrato de A. affine, Schott inibiu parcialmente os eventos associados ao
desenvolvimento da crosta, como também estimularam a producéo e a liberacdo de fatores de
crescimento de endotélio. Este dado constata que um maior desenvolvimento vascular, sugere
uma mobilizacdo de mediadores e metabdlitos mais eficaz, o que contribui para uma
recuperacdo mais efetiva do tecido lesado.

Além disto, algumas particularidades foram encontradas nos fragmentos concernentes com
a face E, que ndo foram encontradas na face D, nos animais do mesmo grupo. No animal 1 foi
encontrado pouco infiltrado de neutréfilos, enquanto no animal 2 foi verificada perda completa
da derme superficial, restando apenas o paniculo adiposo (tecido subcutaneo), manifestando
intenso infiltrado neutrofilico, mas com menor quantidade de linfocitos e macréfagos
epitelidides. Também no fragmento E do animal 5 foi evidenciada presenca moderada de
mastacitos na derme profunda.

Nos fragmentos concernentes a face D dos animais do grupo G2 verificou-se uma redugao
significativa na intensidade de infiltrado de células polimorfonucleares, assim como a
intensidade da crosta em relacéo aos fragmentos de face D observados para o grupo controle,
sugerindo que esta inibicdo tenha ocorrido devido ao pré-tratamento dos animais com

dexametazona.
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Tabela 6. Escores para dimensionamento da analise histopatologica da pele de animais tratados com “Milho de

Urubu” em diferentes condi¢des de pré-tratamento.

Grupos | PMN I MONO TG Crosta Angiogénese  Fibroblastos
G1D 2,38+0,74 1,6340,52 1,38+0,52 2,88+0,35 1,00+0,00 1,75+0,46
G1E 2,00+1,07 1,75+0,88 1,13+0,99 1,38+1,30% 1,50+0,76% 1,50+0,76
G2D 1,14+0,38? 1,29+0,49 1,29+0,95 2,29+0,762 1,29+0,49 1,57+0,53
G2E 2,13+0,83° 1,50+0,53 1,88+0,83 2,13+1,36 1,63+0,522 1,88+0,99
G3D 2,63+0,52 1,38+0,74 1,75+£1,04 2,63%0,52 1,25+0,46 2,13+0,35?
G3E 1,57+0,79% 1,00+0,58? 0,57+0,79% 1,86+0,90% 1,00£1,15 1,00+0,82%
G4D 2,22+0,97 1,56+0,88 1,33£1,32 2,22+0,67° 1,44+0,88 1,22+0,83
G4E 2,33+0,87 1,33+0,71 1,33+0,87 2,44+0,73 1,33+0,87 1,33+£1,00
G5D 02 0? 0@ 0@ 0@ 0@
G5E 0? 02 0® 02 0?2 0?2

OBS: G1- Controle; G2 — Dexa; G3- Indo; G4 — Celecoxib; G5 — Controle negativo. M — Subgrupo em que 0s
animais foram tratados com “Milho de urubu.? — Diferenga significativa para p < 0,05 em relagdo a G1. *- Diferenca
significativa para p < 0,05 quando da comparacéo entre os grupos GD e GE, em cada tratamento. O lado E sempre
recebeu extrato de A. affine, Schott. Escores: 3 — Intenso; 2 — Moderado; 1 — Brando; 0 — Ausente. IPMN —

Infiltracdo de polimorfonucleares. IMONO - Infiltracdo de células mononucleares. TG — Tecido de granulacéo.

Os animais deste grupo apresentaram reducdo significativa da proteina total, assim como
hemoglobina e plaquetas, eventos estes bem provavelmente relacionados com a reducdo do
infiltrado assinalado acima. Uma comparacao entre os fragmentos do lado esquerdo - E com 0s
fragmentos do lado direito - D dos animais do mesmo grupo, pode-se verificar uma diferenca
significativa quanto a intensidade do infiltrado de células polimorfonucleares onde a presenca
de extrato de A. affine, Schott estimulou o aumento do infiltrado mesmo sendo estes animais
pré-tratados com dexametazona, o que sugere um efeito antagonico aos efeitos de inibicdo da
proliferacdo celular protagonizada pela dexametazona (Macedo e Oliveira, 2006), conforme
mostram os dados da tabela 6 e figura 1B.

Necessario se faz lembrar que a dexametazona inibe a enzima fosfolipase A, diminuindo a
producéo de acido araquiddnico, o que por sua vez diminui a producdo de prostaglandinas e

leucotrienos, 0 que por sua vez diminui o acimulo de células no sitio inflamado. Este efeito
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inibitorio pode também afetar macréfagos e fibroblastos, que por sua vez diminui a producédo
de colégeno assim como a cicatrizagdo e reparo nos processos inflamatérios (MACEDO e
OLIVEIRA, 2006).

Outras acdes também podem contribuir para a reducéo dos efeitos inflamatérios mediados
por dexametazona, como por exemplo, o efeito de reducdo das a¢des de vasodilatagdo, com
diminuicdo consequente da exsudacdo de liquidos, com reducéo do influxo de leucdcitos, e
células mononucleares incluindo a diminuicéo da expanséo clonal de células T helper (NESTLE
et al., 2009).

Destacamos que assim como os glicocorticoides, a dexametazona pode acionar receptores
intracelulares que controla mediadores que interagem diretamente com o DNA, 0 que por sua
vez pode promover repressdo de genes pro-inflamatorios e o0 acionamento de outros que vao
produzir proteinas que vao exercer papel importante no controle da inflamag¢do como COX-2,
citocinas, enzimas relacionadas com a cascata de sintese de oxido nitrico (NO) e lipocortina-1
(JERICO e DE MARCO, 2011).

Quanto ao grupo G3, verificou-se que o pré-tratamento dos animais com indometacina ndo
provocou mudangas significativas nos fragmentos de pele do lado direito — D, em relacédo aos
fragmentos D relativos ao grupo controle G1, com excecdo ao aumento significativo dos
fibroblastos. Mas, uma comparacgéo entre os fragmentos D e E dos animais do grupo G3, revelou
uma queda significativa entre os infiltrados do tipo polimorfonucleares, a presenca de crosta e
presenca de fibroblastos, sugerindo que o extrato de A. affine, Schott em animais pré-tratados
com indometacina reduz estes parametros, bem provavelmente em funcéo da inibicdo parcial
do sistema enzimatico cicloxigenase 1, como se estivesse potencializando os efeitos
protagonizados pela indometacina. Estes dados sugerem que as ac¢Oes protagonizadas pelos
constituintes bioguimicos do extrato testado ocorrem mediante participacdo deste tipo de
sistema enzimatico, de caracteristica constitutiva, conforme mostram os dados da tabela 6 e
figuras 1C e 1D.

Com relacdo ao infiltrado de células mononucleares, verificou-se que no fragmento do lado
E do grupo G3 foi menor em relagcdo ao grupo controle G1, embora esta diferenca néo foi
significativa em relacdo ao infiltrado de células observado no lado direito — D, do mesmo grupo
G3. Este resultado também assinala a condicdo de que o extrato de A. affine, Schott
potencializou os efeitos esperados pelo pré-tratamento com indometacina, como preconiza a
literatura especializada (PAYAN, 1994; ADAMS, 2003).

Entretanto, € interessante assinalar que os animais do grupo G3 apresentavam uma reducéo

significativa de proteina total, o que por sua vez deve ter afetado a concentracdo de uréia
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plasmética, conforme mostram os dados das tabelas 4 e 5. Apesar de se reconhecer a
importancia da producéo protéica na conducao dos processos metabdlicos, acreditamos que este
efeito ndo foi o fator decisivo na reducdo dos parametros histopatoldgicos assinalados, uma vez
que os fragmentos de tecido do lado direito D ndo apresentaram estas alteracoes; o que reforca
a idéia de que o extrato avaliado conduz os seus efeitos, bem provavelmente, via inibicdo de
mediadores da cicloxigenase 1, em especial as prostaglandinas PGE:> e PGl..

No fragmento esquerdo do Animal 4 do grupo G3 verificou-se um infiltrado neutrofilico
(polimorfonucleares), e em menor quantidade de linfocitos e histiocitos (mononucleares) entre
as fibras musculares esqueléticas, sugerindo miosite local, que estendia-se ao paniculo adiposo;
evidenciou-se também a presenca de quantidade moderada de mastocitos.

Né&o ocorreram diferencas significativas entre os fragmentos de tecido cutaneo de ambos os
lados direito — D e esquerdo — E do grupo 4, conforme os dados da tabela 6. Embora, fragmentos
do lado direito de alguns animais revelem sinais de fibroplasia na derme profunda e angiogénese
com discreta hiperemia focal, aléem de uma quantidade moderada de mastocitos.

Em fragmentos do lado esquerdo E, de alguns animais, pode-se verificar um infiltrado
neutrofilico e em menor quantidade de linfocitos e histiocitos entre as fibras musculares
esqueléticas caracterizando miosite, estendendo-se ao paniculo adiposo, conforme mostra a
figura 1E.

Estes dados sugerem o ndo envolvimento de mediadores derivados da ativacdo do sistema
enzimatico cicloxigenase 2, de caracteristica induzida, uma vez que os dados ndo diferiram de
forma significativa em relacdo aos fragmentos direito e esquerdo do grupo G4, em que 0s
animais eram previamente tratados com celecoxib.

Finalmente, nos fragmentos D e E dos animais do grupo G5, ndo foram evidenciadas lesdes,
0 que caracteriza 0 grupo como controle negativo.

E importante que novos experimentos sejam realizados tendo em vista a elucidacéo dos reais
mecanismos de acdo associados com as respostas protagonizadas pelo extrato hidroalcodlico
de A. affine, Schott, assim como a realizacdo de ensaios de toxicidade cronica, afim de que seja
possivel o desenvolvimento de estratégias com maior nimero de doses e intervalos temporais

de monitoramento de processos lesivos mais generosos.
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Figura 1. Fotomicrografia de lesdes cutaneas em camundongos dos grupos tratados (A, B, C, D e E) e grupo
controle negativo (F). A: lesdo em camundongo do grupo G1D (controle tratado com NaCl a 0,9% ), evidenciando
uma area com perda de continuidade da epiderme e derme superficial, intensa crosta serocelular e necrose dos
queratindcitos com ruptura da membrana basal; B: grupo G2E (tratado com solucdo de A. affine Schott topico e
dexametasona sistémico), observa-se uma dermatite neutrofilica e histiocitaria focal branda, além da presenca de
poucos mastdcitos; C e D: grupo G3E (tratado com solucdo de A. affine Schott tépico e indometacina sistémico),
em (C) observar miosite neutrofilica e linfohistiocitaria estendendo-se até o paniculo adiposo com quantidade
moderada de mastdcitos, e em (D) discreto infiltrado neutrofilico e histiocitario com presenca moderada de
mastacitos; E: grupo G4E (tratado com solugdo de A. affine Schott topico e colecoxib sistémico), observa-se alguns
fibroblastos caracterizando uma &rea de fibroplasia e angiogénese com discreta hiperemia focal com presenca
moderada de mastocitos e F: grupo controle negativo (sem lesdo), pode-se observar integridade da pele com
preservacdo de seus constituintes, epiderme, derme, paniculo adiposo, glandulas e anexos epidérmicos. Coloragéo
de hematoxilina e eosina.
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CONCLUSAO

Verificou-se, portanto que o extrato de A. affine, Schott interferiu sobre os eventos
relacionados com 0s mecanismos de reorganizacdo de areas injuriadas, afetando a infiltracéo
de células do tipo polimorfonucleares e mononucleares, assim como interferiu sobre o0s
mecanismos de sinalizagdo envolvidos nos processos de formacdo de crosta, organizacéo
angiogeénica e estadiamento de fibroblastos. Este efeito foi mais intenso em animais pré-tratados
com indometacina, sugerindo que as acdes inibitorias ocorreram mais intensamente sobre o
sistema enzimatico das cicloxigenases do tipo 1, de natureza constitutiva; portanto um efeito
antinflamatdrio com caracteristicas relativamente similares aos antinflamatoérios ndo esteroidais
inibidores de COX-1.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo da nossa disertacdo desenvolvemos cinco artigos: Verificamos a composi¢ao
fitoquimica do extrato hidroalcodlico de folhas do Anthurium affine, Schott, Verificamos os
niveis de toxicidade celular, Verificamos os niveis de toxicidade aguda, estabelecendo os
limites criticos de toxicidade, Verificamos a capacidade de inibicdo da resposta inflamatdria
em modelo de implante de algoddo subcutaneo, Avaliamos os efeitos do extrato em modelo
experimental de dermatite em camundongos Mus musculus, albino suico. Observamos neste
estudo que as hipoteses iniciais levantadas foram confirmadas, ou seja, que o extrato
hidroalcoolico de milho de urubu atuou sobre a resposta inflamatéria modelo de implante de
algoddo subcuténeo, interferindo sobre os eventos relacionados com 0s mecanismos de
deposicdo de material sobre o algodao implantado, assim como interferiu sobre 0os mecanismos
de sinalizacdo e inducdo de producdo e liberacdo de leucdcitos, colocando-se como um
importante agente no processo de inibi¢do do processo inflamatdrio, sem protagonizar reacdes
de desconforto ou de perturbacGes algicas nas condi¢cGes empregadas neste trabalho.

Outra atuacdo do extrato ocorreu no modelo experimental de dermatite em camundongos
Mus musculus, albino suico, interferindo sobre os eventos relacionados com 0s mecanismos de
reorganizacdo de areas injuriadas (derrmatite experimental, afetando a infiltracdo de células do
tipo polimorfonucleares e mononucleares, assim como interferiu sobre 0os mecanismos de
sinalizacdo envolvidos nos processos de formacdo de crosta, organizacdo angiogénica e
estadiamento de fibroblastos. Este efeito foi mais intenso em animais pre-tratados com
indometacina, sugerindo que as a¢des inibitdrias ocorreram mais intensamente sobre o sistema
enzimatico das cicloxigenases do tipo 1, de natureza constitutiva; portanto um efeito
antinflamatdrio com caracteristicas relativamente similares aos antinflamatérios néo esteroidais
inibidores de COX-1. Além da descoberta de novos principios ativos da planta, como
Alcaldides, Saponinas e Taninos.

Com a elucidacdo destas hipdteses, acreditamos que este estudo venha proporcionar a
obtencdo de um importante recurso no controle das dermatites no ambito da medicina
veterinaria, especificamente na clinica de pequenos animais onde a casuistica destes disturbios
é bastante elevada, com tratamentos onerosos e pouco eficazes.

Sendo este, o primeiro estudo a trabalhar com o “milho de urubu” no combate a uma
dematopatia experimental, € importante que novos experimentos sejam realizados tendo em
vista a elucidacdo dos reais mecanismos de agdo associados com as respostas protagonizadas

pelo extrato hidroalcodlico de A. affine, Schott, assim como a realizacdo de ensaios de
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toxicidade croénica, afim de que seja possivel o desenvolvimento de estratégias com maior

namero de doses e intervalos temporais de monitoramento de processos lesivos mais generosos.



