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INTRODUCAO

As espécies animais, desde sua domesticacdo, foram utilizadas pelo homem
para diversas atividades produtivas, tais como producéao de carne, leite, couro, 1a e
até mesmo para a produgédo de conhecimento cientifico, como cobaias para testar

uma infinidade de tratamentos.

A manutencao da saude dos animais domésticos é importante nao sé pelo bem
estar do animal em si, mas também de seus proprietarios, e para isso ja existem
diversas técnicas de diagnéstico e tratamento veterindrios que sao utilizados para
identificar as mais diversas afeccdes, além de trata-las.

As doencgas de pele afetam diversas espécies animais, independente da idade
e da raga. Tem-se observado que cada vez € maior a freqiéncia de casos de
dermatites, seja por parasitismo, por causas alérgicas, por substancias quimicas
irritantes ou toxicas, que sao caracterizadas por inflamagao das camadas cutaneas
profundas, envolvendo vasos sanguineos e linfaticos, com comprometimento
secundario da epiderme (SEGAL, 1989).

A dermatofitose € uma infeccao de tecidos queratinizados, unhas, garras, pélos
e stratum corneum, provocada por espécies de Microsporum, Trichophyton ou
Epidermophyton (SEGAL, 1989).

Os principais agentes quimicos usados como antifungicos em Medicina
Veterinaria sao os acidos organicos (undecilénico, caprilico, propiénico); tolnaftato;
haloprogina; cuprimixina e imidazois (clotrimazol, miconazol e ecoconazol) (HUBER,
1992; COSTA & GORNIAK, 1999), para o tratamento topico e a griseofulvina como
droga de referéncia para o tratamento sistémico das dermatofitoses (COSTA &
GORNIAK, 1999).

Entretanto, esses medicamentos s&o caros (DEBOER & MORIELLO, 1995),

tornando-se onerosos para o0s proprietarios que acabam por interromper 0
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tratamento e comprometendo, desta maneira, a satude dos animais (KOTNIK, et al.,
2001). Além disso, nos casos em que a cura torna-se dificil, os médicos veterinarios
tém utilizado drogas imunomoduladoras em associagdo com o antifungico a fim de
estimular o sistema imune no combate dessa infeccdo (MIGNON, et al., 1999).

Os principios ativos de origem vegetal, compreendidos em toda a sua
abrangéncia, estdo relacionados com a exploragdo tecnologica e econbmica de
vegetais empregados na prevencao, no tratamento e na cura de doencas do homem

e dos animais.

O isolamento de novos principios ativos bem como a validagao de seus efeitos
contribuirdo para o desenvolvimento de novos fitoterapicos. A importancia deste
estudo é validar cientificamente o uso do extrato etandlico das folhas de Momordica
charantia como auxiliar na prevencdo e no tratamento de dermatofitose canina
induzida pelo Microsporum canis.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Dermatofitose

As dermatopatias representam cerca de 30% do atendimento na rotina diaria
da clinica médica de carnivoros domésticos, independentemente da localizagdo
geogréfica e do desenvolvimento socio-econémico (LARSSON, 1985).

As dermatofitoses ou tinhas sao afecgdes cutdneas caracterizadas por lesdes
superficiais causadas pela acao parasitaria de fungos, denominados dermatéfitos,
sobre os tecidos queratinizados: pélos, unhas, garras e stratum corneum da pele
(DIAZ et al., 1984).

As dermatofitoses sdo provocadas com maior freqiéncia por diferentes
espécies dos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton e apresentam,
como sinal clinico mais comum, uma dermatite inespecifica com formacéo de
crostas e escamas (CAVALCANTI et al, 2003). No entanto, existe uma maior
prevaléncia de uma espécie de dermatdfitos sobre as outras, em uma determinada
espécie de animal, confirmando, assim, a existéncia de uma estreita relacao
parasita-hospedeiro (MULLER et al., 1985). Esse fato é verificado em relagédo ao
Microsporum canis em caes e gatos, ao Microsporum nanum em suinos e ao

Trichophyton verrucosum em bovinos (GAMBALE et al., 1987).

A enfermidade parece ser mais comum em climas tropicais, em paises com
condic¢des climaticas quente e umidas (CAVALCANTI et al., 2003). Sdo motivos de
consultas clinicas, uma vez que apresentam multiplas consequiéncias, tanto para os
animais quanto para o homem (CHERMETTE et al., 1993), sendo mais contagiosas

que a maioria das outras infec¢des fungicas (MULLER et al., 1985).

O contato direto com esporos e hifas € o modo de transmissdo das
dermatofitoses (CAVALCANTI et al., 2003). Assim, o filamento fungico penetra na
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camada cérnea da epiderme, resultando no final de alguns dias em uma leséo
macroscopica de aspecto circular, associada a descamag¢des com ou sem resposta
inflamatoria evidente (SIDRIM & MOREIRA, 1999). A variagéo clinica da lesédo esta
correlacionada com a espécie do dermatoéfito envolvida no processo infeccioso, ao
sitio anatébmico acometido e ao padrdo imunologico do hospedeiro (SIDRIM &
MOREIRA, 1999). Essas estruturas podem estar presentes nos animais ou no
ambiente (pélo e caspas), e também em escovas, pentes e camas de animais
(CAVALCANTI et al., 2003). Também ha os portadores, animais sem lesdes visiveis,
que conduzem o material infeccioso (CAVALCANTI et al., 2003).

O diagnéstico clinico das dermatofitoses, como de outras infec¢des fungicas,
passa por diferentes fases distintas (SIDRIM & MOREIRA, 1999). Na fase pré-
analitica é realizado o exame clinico, utilizando-se como recurso a Luz de Wood e
também o raspado de pele para colheita do material clinico. A realizagdo dos
exames histopatoldgico e microbiologico constituem a fase analitica, na qual é
confirmado o diagnéstico e a fase pds—analitica consiste na estocagem do patdgeno,
que servira para futuros estudos (MULLER et al., 1985).

1.1 Microsporum canis

O Microsporum canis € um dermatdfito zoofilico transmitido ao homem por
diversos animais domésticos, tendo em nosso meio como principal reservatorio os
felinos jovens (SIDRIM & MOREIRA, 1999). Esse fungo pode infectar também caes,
homens e outras espécies (CAVALCANTI et al., 2003).

O sinal clinico mais comum da infeccdo por M. canis é a lesdao anular
(ringworm), uma forma alopécica circular em rapida expansao, com seu didametro
oscilando entre 1 e 4 cm (MULLER et al., 1985), que ocorre preferencialmente na
cabeca e nas extremidades, com prurido moderado ou ausente (CAVALCANTI et al.,
2003). Em gatos, os pélos partidos assumem o aspecto "barba curta" (CAVALCANTI
et al., 2003). O crescimento piloso nos foliculos afetados tem continuidade, e ndo ha
perda pilosa permanente, a menos que o foliculo seja destruido pela inflamacéo
bacteriana secundéaria (MULLER et al., 1985). Macroscopicamente, a colénia de M.

canis € filamentosa, de cor amarelada e textura fina (RINALDI, 2000).
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Microscopicamente, visualiza-se artroconideos fusiformes de paredes espessas,
segmentadas e rugosas (SMITH, 2000).

A incidéncia do M. canis nas dermatomicoses que acometem a espécie
humana pode ser atribuida ao grande numero de gatos e outros animais de
estimagdo que mantém estreito contato com o homem (PUCCINI et al., 1992). Uma
revisdo sobre o papel do M. canis nas dermatofitoses e sua relagdo com infeccoes
humanas, apontou que a incidéncia de infeccdes por essa espécie vem aumentando
constantemente, € que a continua disseminacdo entre os animais € os homens
sugere que o M. canis sera o dermatofito de maior evidéncia no futuro. O potencial
zoonotico desse dermatofito, principalmente nos paises em desenvolvimento, tem
trazido a preocupacao de que, nessas areas do mundo, a doenca se torne uma
zoonose emergente (FERREIRO et al., 1997).

1.2. Tratamentos

As drogas antifungicas utilizadas no tratamento das dermatofitoses, podem ser
agrupadas de acordo com sua aplicagao tépica ou sistémica (HUBER, 1995).

A decisao entre a medicacgao tdpica ou oral é importante para o tratamento das
dermatofitoses, pois depende da severidade e topografia da infecgdo, do agente

infeccioso e da classe de antifungicos empregado (BORGERS, et al., 1993).

Os agentes antifungicos utilizados para tratar infeccdes superficiais, em geral,
sao aplicados topicamente e podem conter drogas ceratoliticas, as quais facilitam o
contato superficial do agente antifingico com o fungo, pela remocao de uma porgcao
da ceratina (HUBER, 1995). DEBOER & MORIELLO (1995) recomendam o
tratamento tépico para dermatofitose inicial em gatos, ja que o tratamento sistémico

é oneroso.

As principais drogas de uso tépico para o tratamento das dermatofitoses séo os
acidos organicos (undecilénico, caprilico, propidnico); tolnaftato; haloprogina;
cuprimixina e imidazdéis (clotrimazol, miconazol e ecoconazol) (HUBER, 1995;
COSTA & GORNIAK, 1999)



18

A administracao sistémica de agentes antifungicos oferece oportunidades para
tratamento de micoses sistémicas ou dermatofiticas (HUBER, 1995). Essas drogas
administradas por via oral sdo absorvidas e incorporadas as células epiteliais na
medida em que estas sédo formadas (HUBER, 1995), sendo a griseofulvina a droga
de referéncia, cujo mecanismo de acao se da pela sua penetracao na célula fungica,
por um processo dependente de energia. A droga interage com os microtubulos,
desfazendo o fuso mitético e, provocando, assim, uma inibicdo no processo de
mitose e, consequentemente, impedindo o0 crescimento desse microorganismo
(COSTA & GORNIAK, 1999).

Ainda existem outras drogas antifungicas para o tratamento sistémico: o
cetoconazol, que atua inibindo uma enzima no fungo capaz de sintetizar o
ergosterol, um componente essencial para a membrana da célula fungica (SMITH,
2000); fluconazol, que possui mecanismo de agdo semelhante ao cetoconazol
(SMITH, 2000) e a terbinafina, que atua bloqueando a agédo da escaleno epoxidase,
enzima necessaria para sintese do ergosterol. Entretanto, estes medicamentos
possuem muitos efeitos indesejaveis tais como hepatotoxicidade, leucopenia,
trombocitopenia, neuropatias, nascimento de fetos anormais em ratos e caes
(SMITH, 2000).

A adocédo de medidas profilaticas como a tosa, o isolamento do animal e o
tratamento de gatos infectados (MULLER et al., 1985), pode minimizar a transmissao

dos dermatofitos.
2. Sistema imunolégico

A principal fungao do sistema imune é proteger o hospedeiro contra microbios
patogénicos. A resisténcia a infeccdo formou a base para a identificagao original da
imunidade inata e adquirida (ABBAS et al., 2001).

A imunidade é uma reagdo manifestada pelo organismo frente a substancias
estranhas, incluindo microrganismos, macromoléculas, proteinas e polissacarideos,
sem implicar necessariamente em uma patologia (ABBAS et al., 2001).
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A interagdo do sistema imune com organismos infecciosos é uma inter-relagéo
dindmica do mecanismo hospedeiro, objetivando o delineamento de estratégias de
eliminacdo infecciosa para permitir a sobrevivéncia na face de poderosos
mecanismos efetores. Diferentes tipos de agentes infecciosos estimulam padrdes
distintos de respostas imunes e tém envolvido mecanismos Unicos de evasao da
imunidade especifica (BIER et al., 1989).

2.1. Imunidade Inata

A imunidade inata caracteriza-se pelas barreiras fisicas tais como pele e
mucosas integras, células fagocitarias (macréfagos e neutrdéfilos), células
exterminadoras naturais como as células “Natural Killer” (NK), mediadores e
citocinas. Este mecanismo de defesa esta presente anteriormente a exposicao do
organismo aos antigenos, nado sofrendo nenhum tipo de modificagdo apéds a
exposicao aos mesmos (HALLIWELL & GORMAN, 1989).

Geralmente a invasdo de um agente estranho a um tecido provoca uma
resposta inflamatdria local, desencadeada pelo mesmo, levando ao recrutamento de
leucocitos para o tecido afetado. Essa migragdo dos leucécitos é dotada de fina
especificidade, isto é, os neutrofilos acorrem seletivamente ao sitio da inflamacéao
aguda. Os eventos celulares e vasculares da inflamacdo s&o mediados por
substancias quimicas, biologicamente ativas chamadas de mediadores da
inflamagé@o (aminas vasoativas, fatores derivados do acido araquidénico, citocinas e

os glicocorticéides), além das espécies reativas de oxigénio (TIZARD, 1998).

2.1.1. Células do sistema fagocitico

Os neutrdfilos tém como funcéo capturar e destruir material estranho através
da fagocitose, que embora considerada um processo continuo, pode ser dividida em
quatro estagios discretos: quimiotaxia, aderéncia, ingestdo e digestdo. A destruicao
das particulas ingeridas ocorre por dois mecanismos distintos, a explosédo
respiratéria e a digestdo por enzimas. A explosdo respiratoria ocorre dentro de
segundos apos a ligacao do neutrdéfilo a uma particula estranha, ocorrendo aumento

do consumo de oxigénio em até 100 vezes (ABBAS et al., 2001).
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Os eosinofilos, assim chamados devido a afinidade de seus granulos pelo
corante eosina, tém como principal funcdo a destruicdo de material estranho. A
fagocitose dos eosinofilos € semelhante a dos neutréfilos e a principal atividade
biol6gica dos eosindfilos € a destruicao extracelular de parasitas (TIZARD, 1998).

Os basdfilos sdo as células do sistema mononuclear fagocitico, em menor
nuamero. Seus granulos sao ricos em aminas vasoativas e, normalmente, os
baséfilos ndo sdo encontrados nos tecidos extravasculares. No entanto, podem
infiltrar-se sob a influéncia de substancias liberadas por linfécitos (HALLIWELL &
GORMAN, 1989).

Os macréfagos tém seu processo de fagocitose semelhante aos neutréfilos. Os
macréfagos sao atraidos ndo somente pelos produtos bacterianos e pelos produtos
da ativagdo do complemento, mas também por moléculas liberadas pelas células e
tecidos danificados. Em algumas espécies, principalmente roedores e bovinos, os
macréfagos ativados pela exposicdo a particulas estranhas ou agentes
quimiotaxicos sintetizam uma enzima chamada de o6xido nitrico sintase (NOS).
(TIZARD, 1998).

Os macrofagos quando ativados por diferentes estimulos também produzem
véarias citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e FNT-a. A IL-1 e o FNT séao
mediadores importantes do processo inflamatério agudo, regulando tanto a resposta

inflamatoria quanto a resposta imune especifica (TIZARD,1998).

2.2. Imunidade Adquirida

A imunidade adquirida ou especifica é induzida ou estimulada através da
exposicdo a substancias estranhas. A cada sucessiva exposicdo a uma
macromolécula a imunidade é aumentada em sua magnitude e em sua capacidade
defensiva. A imunidade especifica caracteriza-se pela presenga de anticorpos
especificos, linfocitos ativados e de memoria e de citocinas derivadas de sua
ativacado, estabelecendo-se um processo de regulagcdo para a manutencdo da
homeostase (ABBAS et al., 2001). Um sistema de defesa mais especializado foi

desenvolvido nos animais superiores durante a evolucao e € manifestado através da
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resposta imune adaptativa ou adquirida que € classificada em imunidade humoral e
imunidade celular (ROITT, 1989; ABBAS et al., 2001).

2.2.1 Resposta imune humoral

O primeiro passo para a resposta imune humoral € a captura do material
estranho, seu processamento e apresentagdo do antigeno pelas células
apresentadoras de antigenos (APC) aos linfocitos T auxiliares (LT CD4). Os
determinantes antigénicos sdo associados a uma glicoproteina conhecida por
complexo de histocompatibilidade principal classe Il (MHC classe Il) internamente na
APC e, em seguida, levadas a superficie celular para apresentacdo e interagao
especifica com os linfocitos T auxiliares através dos receptores (TCR) do linfécito T
CD4. Essa interagao é responsavel pela ativagéo do linfécito T CD4, desencadeando
uma cascata de eventos intracelulares que culminam com sua proliferacdo e
diferenciagcdo em células T efetoras e de meméria, além de um padrao de citocinas
que irdo caracterizar e direcionar para a producdo especifica de anticorpos
(HARLOW & LANE, 1988).

A ativacdo do linfécito ocorre através da transducdo de sinais que se
caracteriza pela transcricdo génica de interleucina-2 (IL-2), de receptores de IL-2 e
da ativagdo génica de novas proteinas incluindo a IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6 €
interferon-y. Assim, o linfocito T CD4 é levado a aumentar de volume, entrar no ciclo
celular, secretar novas proteinas e, conseqientemente, proliferar e se diferenciar

atraves da IL-2 produzida e secretada por ele mesmo (TIZARD, 1998).

Para que ocorra a ativagao de linfocitos B e a produgcao de anticorpos, faz-se
necessario o contato entre linfocitos T CD4 e linfécitos B, pela participacao de
citocinas e de moléculas co-estimulatérias. Essa ligacao gera a liberacao de IL-4 por
linfécitos T CD4 e a expressdo de receptores para IL-4 nos linfocitos B. Apds a
ativacao do linfécito B pela IL-4 em associagdo com outros sinais que nao estao bem
compreendidos ocorre a diferenciagéo dos linfécitos B em plasmocitos e a formagao
de células de memodria. Os plasmécitos sao responsaveis pela produgéo e liberagéo
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dos anticorpos afim de que os mesmos possam interagir com o0s antigenos,
formando os complexos imunes (HARLOW & LANE, 1988).

2.2.2 Resposta imune celular

A resposta imune celular ou imunidade celular € mediada por linfocitos T.
Inicialmente, ocorre a adesao do linfécito T citotdéxico (LT CD8) a célula alvo através
da ligagéo entre o complexo de histocompatibilidade principal classe | (MHC-I) e
moléculas oriundas de linfécitos T auxiliares tipo | (TH1). Além disso, a IL-2
produzida e secretada pela TH1 se conjuga com os receptores do LT CD8,
estimulando sua ativacao, proliferacdo e diferenciagdo em células de memdria e
efetora. O LT CD8 efetor ou ativado liberando granulos contendo perforinas e
granzinas que dentro da célula alvo ativam mecanismos que sao responsaveis pelo
processo de apoptose que € uma forma de morte celular na qual todo material
genetico é fragmentado e a célula morre sem destruicdo da arquitetura tecidual
(TIZARD, 1998).

3. Sistema imune da pele

A pele é o maior érgdo do corpo e funciona como uma barreira fisica entre o
meio ambiente externo e o corpo do animal (ABBAS et al., 2001). Ela oferece
protecdo contra agressao fisica, quimica e microbiolégica, e seus componentes
sensoriais permitem ao animal a percepcao do calor, frio, dor, tato e pressao
(MULLER et al., 1985). Além disso, a pele € um participante ativo na defesa do
hospedeiro, com a capacidade de produzir e suportar reacées locais imunes e
inflamatérias (ABBAS et al., 2001).

A pele compde-se de duas camadas principais; que funcionam como uma
unidade: uma camada externa, a epiderme, e uma camada interna, a derme
(MULLER et al, 1985). Na camada epidérmica estdo localizados 0s anexos
especializados: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas, e os
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queratinécitos, melanécitos, células de Langerhans e células de Merkel (COTRAN
etal., 1999).

Os queratindcitos sao as células mais importantes e abundantes. Produzem
queratina (MULLER et al, 1985) e citocinas, tais como interleucina 1 (IL-1), fator
estimulador de col6nias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), interleucina 3 (IL-
3), fator de necrose tumoral (FNT) e interleucina 6 (IL-6) e estimulando células T
CD4 (ABBAS, 2001), que atuam na interagdo dindmica entre a epiderme e a derme
(COTRAN et al., 1999).

As células de Langerhans: tém origem na medula 6ssea e migram para o
epitélio. Sdo células dendriticas cuja funcdo é a apresentagdo de atingenos para
células T CD4" (ABBAS et al., 2001).

Os melanécitos sdo o segundo tipo celular mais encontrado na camada basal
da epiderme, sdo responsaveis pela pigmentagdo da pele, através da producéo de
melanina (MULLER et al, 1985).

Finalmente, as células de Merkel que supostamente funcionam como melano-
receptores de adaptacao lenta (MULLER et al, 1985).

A epiderme esta delimitada da derme por uma membrana basal, que contém
pequenos vasos, fibroblastos, e dendrdcitos que sao potencialmente importantes na
imunidade da derme e no reparo tecidual (COTRAN et al., 1999).

A principal célula que acorre ao sitio, quando antigenos penetram na pele, sao
as células de Langerhans. Existem evidéncias que sugerem que uma subpopulacao
de células T se aloja seletivamente na pele. Logo, o antigeno € capturado pelas
células de Langerhans e apresentado as células T cutaneas, estimulando uma
resposta imune rapida e efetiva (TIZARD, 1998).
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4. Imunomodulacao

Os imunomoduladores sdo agentes capazes de modificar a resposta imune,
podendo o efeito ser estimulatério ou inibitorio (MASIHI, 2000).

As células envolvidas nas respostas imunes possuem uma fungéo reguladora
em que podem claramente promover ou suprimir as respostas Imunolégicas. Esse
mecanismo regulador assegura que essas respostas sejam apropriadas tanto
qualitativamente quanto quantitativamente (TIZARD, 1998), mostrando que o préprio
sistema imune se autoregula e, além disso, libera substancias imunomoduladoras
(STITES & TERR, 1995, HOLLAND & VIZI, 2002).

Uma droga imunoestimulante estimula primariamente o sistema imune nao-
especifico através da imunidade inata, o qual é constituido por células tais como
macrofagos, granuldcitos, células NK e por diferentes substancias efetoras tais como
quimiocinas, citocinas, além da ativagdo do sistema complemento através das vias
alternativa e classica de maneira dose-dependente. Os imunossupressores agem
seletivamente sobre o sistema imune especifico através da imunidade adquirida,
principalmente, reduzindo a resisténcia contra infecgdes, estresse e outros fatores
(MAKARE et al., 2001).

Dentre os imunomoduladores estimulantes destacam-se: os horménios timicos
que induzem um uma melhor diferenciagdo e aumento na populagdo de células T
visando a amplificagdo e ajuste da resposta imune; citocinas, tais como IL-2, TNF-q,
IL-1 e IFN -y que em conjunto induzem a diferenciagdo e ativagéo de células T
citotéxica implementando a capacidade bactericida do hospedeiro; o levamisol,
dietiltiocarbamato que atuam induzindo a liberagdo de horménios timicos etc
(MAKARE et al., 2001).

Os imunomoduladores depressores atuam reduzindo a atividade de

determinados segmentos do sistema imunoldgico, ou dele como um todo. Dentre
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estes se destacam os corticosteroides, drogas antiinflamatérias ndo esterdides
(FINGER & SCHEINBERG, 2002).

Dentre os imunomoduladores quimicos utilizados na pratica veterinaria
destacam-se o levamisol € o Inmodulen®. O levamisol pertence ao grupo dos
imidazois e além dessa atividade ele € utilizado como anti-helmintico (FINGER &
SCHEINBERG, 2002). O Inmodulen® contém células inativadas de
Propionibacterium granulosum e lipopolissacarideo de membrana de Escherichia coli
um conhecido imunoestimulante de natureza biolégica que estimula o sistema
imunolégico de modo inespecifico levando a liberagcdo de varios mediadores
inflamatérios (DRUMMOND et al., 1996).

Atualmente, a pesquisa por novas drogas de natureza vegetal tem sido
estimulada, objetivando desenvolver medicamentos imunomoduladores de mais
baixo custo, de facil disponibilidade, comprovada eficacia e com minimos efeitos
colaterais.

4.1. Levamisol

Os imunomoduladores quimicos constituem num grupo de substancias cuja
atuacao sobre o sistema imunoldgico, em geral, melhora e amplia a atividade de
linfécitos T e B. Esses compostos quimicos podem ser divididos em quatro grupos
basicos: imidazodlicos, tidis, compostos sianozaridinicos e analogos de acidos
nucléicos (FINGER & SCHEINBERG, 2002).

O principal representante dos compostos imidazélicos é o levamisol, antigo
anti-helmintico cujo uso foi abandonado devido a freqlente inducado de leucopenia
(FINGER & SCHEINBERG, 2002). Seu efeito imunoestimulante é caracterizado pelo
aumento na inducao da proliferacao de linfécitos T, aumento da quimiotaxia e da
atividade fagocitica e exarcebacdo das reagdes de hipersensibilidade tardia
(BONAMIN & PAULINO, 1996).

Ensaios quimicos e experimentais tém demonstrado que o levamisol aumenta

a resposta fagocitica (VELASQUEZ et al., 1998). Em recém nascidos, o levamisol
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estimula a resposta cutanea tardia quando aplicado por via subcutanea, e diminui a
incidéncia de infeccdes sistémicas em recem nascidos submetidos a intervengdes
cirlrgicas abdominais, sem efeitos secundarios (VELASQUEZ et al., 1998).

5. Plantas medicinais

Apesar do avancgo tecnolégico na medicina atual, a utilizacdo de plantas
medicinais com finalidades terapéuticas nao caiu em desuso, seja devido as
condi¢des soécio-econbmicas, ou por razdes culturais. Este fato desperta a atencao
dos pesquisadores que buscam compreender o mecanismo de acao das plantas,
bem como a atuacdo de seus constituintes sobre o organismo animal, além de
verificar possiveis interacdes de seus compostos, sua sistematica de utilizacéo e
reagbes adversas (FARNSWORTH, 1993; WAGNER 1993; LANS et al., 2000).

Na Medicina Veterinaria, o uso de plantas medicinais € um fato, pois a
utilizacdo de drogas sintéticas induziram resisténcia dos agentes patdgenos a seus
efeitos, além de apresentar poder residual na carcaga animal que, muitas vezes, é
prejudicial a saude do homem (LANS & BROWN, 1998).

Dessa forma vém aumentando a pesquisa de produtos naturais para uso
veterinario (LANS & BROWN, 1998; BLANCO et al, 1999; LANS et al., 2000;
ADEWUNMI et al., 2001), uma vez que surge como uma alternativa viavel para o
tratamento de enfermidades como doencgas autoimunes, hepatite, doencgas de pele e
doengas reumaticas (COS et al., 2002).

5.1. Plantas medicinais: propriedades imunomodulatérias
Uma variedade de substancias, como polissacarideos, lectinas, peptideos,
saponinas, Oleos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de estimular o sistema

imune, apresentando atividade imunomoduladora.

O o6leo da casca de Cedrus deodora atuou sobre os neutréfilos, reduzindo a

atividade fagocitica e a liberagdo de varias enzimas e mediadores os quais estao
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envolvidos na inflamacao (SHINDE et al.,, 1999). O extrato etandlico das sementes
de Psoralea corylifolia aumentou a atividade citotdxica tanto mediada pelo
complemento como através das células NK no combate de células tumorais (LATHA
et al., 2000). No entanto o extrato etandlico da raiz da Boerhaavia difusa inibiu tanto
a citotoxicidade das células NK quanto a produgao de 6xido nitrico por macréfagos
estimulados por LPS (MEHROTRA et al., 2002). Ja o extrato metandlico do caule de
Tinospora cordifolia ativou a atividade citotoxica dos macréfagos contra células
carcinbmicas asciticas de Erlich (MATHEW & KUTTAN, 1999) e o extrato metandlico
da raiz da Withania somnifera aumentou a atividade fagocitica de macréfagos
peritoneais (DAVIS & KUTTAN, 2000). Um polissacaridio isolado do mesocarpo de
frutas de Orbignya phalerata elevou a atividade de células fagociticas in vivo e inibiu
o0 aumento da permeabilidade vascular causada pelo acido acético, apresentando-se
tanto como imunomodulador como antiinflamatério (SILVA & PARENTE, 2001).

Quanto a modulagdo sobre os linfécitos T e B e a produgédo de anticorpos,
destaca-se o 6leo da casca de Cedrus deodora que inibiu a reacdo de Arthus,
indicando declinio na producdo de anticorpos, na formacado e precipitacao do
complexo imune e na liberacdo de enzimas lisossomais. Além disso, foi capaz de
suprimir as reagdes de hipersensibilidade retardada (RHR) e de contato, indicando
seu efeito sobre os linfécitos T (SHINDE et al.,, 1999). O extrato metandlico da raiz
da Withania somnifera aumentou o numero de células produtoras de anticorpos e
também demonstrou inibir a RHR (DAVIS & KUTTAN, 2000).0 extrato metandlico do
caule de Tinospora cordifolia apresentou atividade proliferativa dos leucécitos e
elevou a producédo de anticorpos (MATHEW & KUTTAN, 1999), enquanto o extrato
etandlico da casca do caule de Mangifera indica aumentou a RHR e a producao de
anticorpos (MAKARE et al., 2001). J& o extrato etandlico das sementes de Psoralea
corylifolia aumentou a atividade citotoxica dependente de anticorpos (LATHA et al.,
2000), enquanto o extrato etandlico da raiz da Boerhaavia difusa inibiu tanto a
producédo de IL-2 quanto as produgdes de TNF-a, IL-13, IL-15, interferon-y, IL-4, IL-5
e IL-10 (MEHROTRA et al., 2002). O extrato aquoso de folhas da Osbeckia aspera €
conhecido por apresentar efeito antioxidante, no entanto apresentou atividade
imunossupressora sobre células mononucleraes do sangue periférico em pacientes
com hepatite crénica do tipo C (NICHOLL et al.,, 2001). O suco das folhas da
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Kalanchoe brasiliensis também demonstrou atividade imunossupressora inibindo a
proliferagé@o de linfocitos (IBRAHIM et al., 2002).

5.2. Momordica charantia

A Momordica charantia L. (Cucurbitaccae) é encontrada nos tropicos, na
América do Sul, india, China e Leste da Africa, sendo utilizada como um remédio
popular para diversas doencas (GURBUZ et al., 2000). No Brasil é conhecida
popularmente como meldo-de-sdo-caetano, erva-de-lavadeira, erva-de-sdo-vicente,
fruta da cobra e meldozinho (SOUZA, 2001). Varias propriedades medicinais sao
reportadas, incluindo atividades antitumoral (JILKA et al., 1983, SINGH et al., 1998),
citotéxica (PORRO et al, 1995), antimutagénica (GUEVARA et al, 1990),
imunomoduladora (NG et al.,, 1992), antiviral (LEE-HUANG et al., 1995), anti-
helmintica (BATISTA et al, 1999), hipoglicemiante (OLIVER-BEVER, 1986) e
analgésica (BISWAS et al., 1991), além de estimulante, purificador sanguineo,
laxativo, bem como no tratamento de feridas, na lepra e em Ulceras malignas e como
abortivo (NG et al, 1992; GURBUZ et al, 2000). Estudos toxicolégicos com
diferentes extratos de plantas usadas na medicina popular de Cuba, utilizando o
ensaio de segregacdao somatica, demonstraram que extratos de folhas de M.
charantia apresentaram atividade genotéxica sobre o fungo Aspergillus nidulans
(RUIZ et al., 1996). A importancia desse estudo se deve ao fato de risco potencial,

como cancer e doengas genéticas, para individuos que usam plantas.
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JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, a literatura vem divulgando amplamente o aumento das
infecgdes fungicas, sendo as dermatomicoses as principais infec¢gées responsaveis
por esse aumento (CABANES et al.,, 1997). Essas afeccbes sdo mais contagiosas
que a maioria das outras infecgdes fungicas, pois afetam a saude e qualidade de
vida dos animais domésticos, além de induzir imunossupressédo e imunodeficiéncia
(HALLIWELL & GORMAN, 1989). Além disso, a microsporose € uma zoonose
(SEGAL, 1989).

No final dos anos oitenta, foi relatado nos Estados Unidos que 9% da
populacdo havia sido infectada com Microsporum canis e seu tratamento custou
cerca de quarenta milhdes de délares por ano (SEGAL, 1989). No periodo de 1986 a
1995, foi realizado na Espanha um estudo que demonstrou que em 73,3% dos
animais avaliados, principalmente a espécie canina, estavam infectados com
dermatéfito e que foi isolado o M. canis (CABANES et al., 1997). No Brasil, um
estudo epidemiolégico também demonstrou maior incidéncia desse dermatofito em
gatos (GAMBALE et al., 1993). Portanto, o uso de potentes e eficientes agentes
antifngicos associados a agentes imunoestimulantes sao importantes na Medicina

Veterinaria.

Os imunoestimulantes, apesar de ndo serem medicamentos de uso tradicional
na Medicina Veterinaria, sdo considerados como recursos promissores em novos
esquemas terapéuticos, sobretudo nas doencas relacionadas aos estados
imunossupressivos, como a sarna demodécica (BONAMIN & PAULINO, 1996).
Medicamentos como o levamizol e o ivermectin sdo utilizados comumente como
imunomoduladores. Entretanto, poucas pesquisas foram realizadas no intuito de

avaliar a capacidade imunomoduladora de plantas utilizadas pela medicina popular.

Apesar de ndo ter sido demonstrada uma agdo anti fungica do extrato
hidroalcodlico das folhas de M. charantia contra dermatéfitos in vitro, dentre eles o
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Microsporum canis (ROSS, 1999) é conhecido popularmente em nosso meio 0 uso
de partes dessa planta no combate a infecgdes fungicas na pele, tanto de cées

como de humanos.

Desta forma este trabalho propbe esclarecer a atuacdo da M. charantia como
imunomodulador da imunidade em animais experimentais, visando a posterior

aplicacao na pele de caes.
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HIPOTESE

Os constituintes do extrato etandlico (EE) das folhas de Momordica charantia
induzirao o recrutamento e a ativagédo de células através da liberagdo de mediadores
quimicos, possibilitando a reconstituicio da imunidade inata local contra a

dermatofitose induzida experimentalmente.
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OBJETIVOS

a) Objetivo geral:

Avaliar a toxicidade e o efeito imunomodulador dos constituintes da Momordica

charantia contra a dermatofitose experimental induzida por Microsporum canis.

b) Objetivos especificos:

1 - Avaliar a toxicidade do EE de M. charantia por via oral nas doses de 10, 50
100 e 500 mg/Kg em camundongos, sobre:

a) os parametros comportamentais, tais como agitacao, andar em circulos,
taquicardia, dispnéia, prurido;

b) a contagem de leucécitos totais do sangue periférico;

c) o peso relativo do bago e do figado.

2 - Avaliar o efeito do EE de M. charantia por via oral em coelhos infectados

experimentalmente por M. canis, sobre:

a) a contagem total e diferencial de leucdcitos do sangue periférico;
b) os aspectos macroscépicos da pele;
c) os parametros histopatolégicos da pele.
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MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

1.1. Coleta da planta

As folhas de M. charantia foram coletadas em fevereiro de 2001 de terreno
baldio, nas proximidades do sitio “Meus Amores”, no municipio de Eusébio, Ceara.
Botanicos do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara
identificaram a planta e uma espécime foi depositada no Herbario Prisco Bezerra
sob o numero 31709. As folhas foram colocadas em local arejado para a secagem e
posterior obtencao do extrato etandlico.

1.2. Obtencéao do Extrato Etandlico (EE) de M. charantia

Para a obtencao do EE de M. charantia, as folhas secas foi adicionado etanol a
95%. A solucao obtida apés uma semana de repouso, foi filtrada e submetida a um
evaporador rotatério a 70°C para retirada total do solvente. Em seguida foi levado
em banho maria e liofilizado para evaporagdo completa da agua. O EE foi liofilizado
e armazenado em freezer a temperatura de -4°C. Para uso experimental, foram

feitas diluicdes em salina 0,9% contendo 1% de Tween 20.

2. Estudo da toxicidade do EE de M. Charantia em camundongos

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, entre 6 e 10 semanas de idade,
pesando cerca de 30 g oriundos de col6nias do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em caixas plasticas sob condi¢des

adequadas de luz e temperatura, recebendo racao e agua a vontade.
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2.2. Efeito do EE de M. Charantia sobre os parametros comportamentais em

camundongos

Para avaliar a toxicidade por via oral, foram utilizados camundongos divididos
em grupos teste e controle (n=5). Os animais receberam por via oral, através de uma
sonda esofagica, 200 uL de EE nas concentracdes de 10 ou 50 ou 100 ou 500
mg/Kg ou de salina, durante 5 dias consecutivos. Durante este periodo, foram
observados os parametros comportamentais. No ultimo dia de tratamento, o numero
de sobreviventes foi determinado e o efeito toxico foi interpretado com base na

mortalidade e expresso como dose letal minima.

2.3. Efeito do EE de M. Charantia sobre a contagem total de células do sangue
periférico de camundongos

Os camundongos receberam por via oral, através de uma sonda esofagica, 200
puL de 10 ou 50 ou 100 ou 500 mg/Kg do EE ou de salina, durante 5 dias
consecutivos. Antes e ao final do tratamento foram realizadas as contagens de
leucdcitos totais do sangue (DAVIS & KUTTAN, 2000). Para tanto, o sangue foi
coletado do plexo retro-orbital com auxilio de uma pipeta Pasteur e colocado em
tubo de ensaio heparinizado. Em seguida, uma aliquota de 20 uL da amostra de
sangue foi adicionada a 380 pL da solugdo de Turk e realizada a contagem de

leuctcitos em camara de Neubauer, ao microscopio optico.

2.4. Efeito do EE de M. Charantia sobre o peso dos 6rgaos de camundongos

Os camundongos receberam por via oral, através de uma sonda esofagica, 200
puL de 10 ou 50 ou 100 ou 500 mg/Kg do EE ou de salina, durante 5 dias
consecutivos. Os animais foram pesados antes e ao final dos tratamentos e, em

seguida foram sacrificados por deslocamento cervical e necropsiados para retirada
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do figado e do bago. Os 6rgdos foram pesados e os resultados foram expressos
como peso relativo dos érgaos (DAVIS & KUTTAN, 2000).

3. Efeito do EE de M. Charantia sobre a infeccao experimental de M. canis em
coelhos

3.1. Animais

Foram utilizados 24 coelhos da raga Nova Zelandia, de ambos os sexos e
com idade de 2 a 6 meses. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condigdes adequadas de higiene, luz e temperatura, recebendo adgua e racao a
vontade.

3.2. Preparagéo do inéculo

A cepa de Microsporum canis n® 41 CEMM 1-3-173 obtida da Micoteca do
Centro Especializado de Micologia Médica da Universidade Federal do Ceara foi
isolada de amostra de raspado de pele de caes naturalmente infectados e foram
cultivadas em meio agar Sabouraud, agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol,
agar Sabouraud acrescido de clorafenicol e cicloheximida a 25°C, por 15 dias. Em
seguida, foram estocados em agar batata, 4gar batata acrescido de dimetil sulfoxido
a 10% e agar batata acrescido de glicerol a temperatura de -20°C. Para o
processamento do material infeccioso as amostras de M. canis foram colocadas em
meio BHI (Brain and Heart Infusion), durante 7 dias em agitagdo constante. Apds
esse periodo o material obtido foi lavado em agua destilada varias vezes seguidas,
até a retirada completa do meio de enriquecimento, e depois foi estocado em
solugdo salina estéril para posterior utilizagcdo em condi¢cées de temperatura, luz e
umidade adequados. Esse material foi entdo ultrassonicado (Ultrasonic homogenizer
CPX600), obtendo-se uma solugcao de aspecto homogéneo (COS et al., 2002).
Tomando - se como referéncia a escala de McFarland, o material infeccioso obtido
ficou correspondente ao padrdo 10 da referida escala, que equivalente a

concentragao de 30 x 10° particulas infecciosas por mL.
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3.3. Infeccao experimental

Para a infecgdo experimental, utilizou-se a metodologia segundo DEBOER &
MORIELLO (1994). Os coelhos foram anestesiados com quetamina (Vetanarcol®
injetavel Konig) na dose de 25 mg/Kg/PV por via intramuscular. Uma area de 8 cm®
da regido do flanco direito traseiro foi tricotomizada e escarificada com auxilio de
escovas de cerdas duras autoclavadas. Uma aliquota de 1 mL do material infeccioso
foi inoculada na pele escarificada com auxilio de seringas estéreis. O procedimento
repetiu-se por mais 3 dias seguidos da inoculacdo inicial. No ultimo dia, a area foi

coberta com esparadrapo cirurgico que foi removido apds 72h.
3.4. Protocolo experimental

Para este estudo, os animais foram numerados e sorteados de maneira
aleatoria, para a formagdo dos grupos. Os tratamentos foram iniciados apos o
décimo quinto dia da inoculagdo fungica, obedecendo ao seguinte protocolo
experimental:

(a) animais ndo infectados- controle negativo (n=3);

(b) animais infectados e tratados com salina- controle positivo (n=4);

(c) animais infectados e tratados com o veiculo, Tween 20 a 0,1% (n=>5);

(d) animais infectados e tratados com o EE (10 mg/Kg/PV) de M. charantia,

(n=6);

(e) animais infectados e tratados com levamisol (25 mg/Kg/PV), droga de

referéncia (n=6).

Os animais receberam por via oral, 1,5 mL dos tratamentos durante 15 dias

consecutivos.

3.5. Contagem total e diferencial de leucécitos
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A contagem total de leucécitos foi realizada antes e ao final dos tratamentos.
Para tanto, o sangue foi coletado com o auxilio de seringa descartavel da veia
jugular, e colocado em tubo heparinizado. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 20
puL do sangue e, adicionou-se a 380 pL da solugcdo de Turk, para contagem dos
leucdcitos do sangue periférico em hemocitdbmetro. Para a contagem diferencial de
células, foi confeccionado um esfregaco sangiineo que foi corado por May-
Gruenwald-Giensa, para diferenciagcéo dos leucécitos ao microscopio optico.

3.6. Observacao clinica e coleta do material

Diariamente, foram observados os aspectos macroscépicos da infec¢ao por M.
canis, que consistiram na visualizacdo de eritrema, alopecia, edema, lesdes
circulares, pélo com aparéncia quebradica, presenca de vesiculas e presenca de
exsudato. Apds 7 dias da infecgdo experimental e ao final do tratamento, procedeu-
se ao raspado de pele para avaliagao fungica, obtendo-se 42 aliquotas, que foram
semeadas em meio de cultivo agar Sabouraud. Para a identificacdo do fungo,
observou-se o aspecto da colénia em meio de cultivo e a morfologia do fungo
através da montagem de um fragmento da coldénia em lamina de vidro acrescido de
2 gotas do corante lactofenol azul-algodao ao microscépio 6ptico. Antes e ao final
dos tratamentos, foram realizadas bidpsias das lesdes para avaliagdo histoldgica.
(KOTNIK et al., 2001).

3.7. Avaliacao Histolégica

Amostras de 5 mm da éarea da pele infectada por M. canis e do lado
contralateral correspondente foram coletadas nos dias 0 e 15 dos tratamentos. As
amostras foram conservadas em formol a 10%, processadas em parafina e coradas

por Hematoxilina-Eosina (H&E).

Os cortes histolégicos foram avaliados microscopicamente de acordo com o
grau de severidade das lesdes, obedecendo-se 0s escores segundo a metodologia
de ABU-SAMRA & HAGO (1980) modificada:
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grau 0- sem mudancgas histopatolégicas e pele normal;

grau 1- discretas mudangas histopatoldgicas: leve hiperqueratose e infiltracéo
dérmica com leucocitos;

grau 2- moderadas mudancas histopatolégicas: acantose e infiltracado dérmica
moderada com leucadcitos;

grau 3- severas mudancas histopatolégicas: acantose e hiperqueratoses.
Severa infiltracdo dérmica com leucécitos e  histiocitos com alguns

polimorfonucleares, inclusive eosindfilos.

A leitura das laminas foi realizada por profissional especializado e em “teste
duplo cego”.

4. Analise estatistica

Os resultados oriundos das contagens total e diferencial de células foram
expressos em média e desvio padrao e analisados por ANOVA e teste t de Student
(p<0,05). Os escores obtidos nas analises histolégicas dos diferentes grupos foram
avaliados pelo teste Kruskal Wallis (p<0,05), e as diferencas entre os tratamentos

foram analisadas pelo teste t de Student (p<0,05).
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RESULTADOS

1. Toxicidade por via oral em camundongos tratados com EE de M. charantia

Como observado na Tab. 1, os animais tratados com EE, nas concentracdes de
10, 50, 100 e 500 mg/Kg/PV, ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade. Os
parametros comportamentais dos grupos testes nao diferiram dos observados no
grupo controle. Quanto a necropsia realizada nos animais, nao foram visualizadas

alteragdes macroscopicas nos 6rgaos situados nas cavidades abdominal e torécica.

Tabela 1: Avaliacao da toxicidade por via oral do EE de Momordica charantia

induzida em camundongos.

Tratamentos Via de Administracao Sintomas

(mg/Kg/PV ) Via Oral
Dose uUnica 5 dias

N°v*/N°m* N°v*/ N°m*

Salina 5/0 5/0 Nenhum
EE 10 5/0 5/0 Nenhum
EE 50 5/0 5/0 Nenhum
EE 100 5/0 5/0 Nenhum
EE 500 5/0 5/0 Nenhum

*v: niUmero de animais vivos/ *m: numero de animais mortos
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2. Contagem total de leucécitos do sangue periférico de camundongos
tratados por via oral com EE de M. charantia

A contagem total de leucécitos dos grupos testes e controle antes e apds os
tratamentos estao demonstrados na Tab. 2.

O tratamento em dose Unica ou durante 5 dias consecutivos com o EE (10, 50,
100 e 500 mg/Kg) de M. charantia nao induziu diferenca significativa sobre a
contagem total de leucécitos no sangue periférico entre os grupos controle e os
testes.

Tabela 2: Contagem total de leucdcitos antes e ao final do tratamento com EE

de M. charantia nas diferentes concentracoes.

Tratamentos N2 Contagem total de leucodcitos
(mg/Kg/PV) de Antes Depois
animais x +d. p. x xd. p.
Salina 5 4230 + 2248,22 4370+ 1025,06
EE 10 5 2950 + 1280,08 3330 * 1445,07
EE 50 5 3700 + 953,93 4240 + 1678,69
EE 100 5 3080 + 611,96 3450 = 1020,41
EE 500 5 4070 + 1878,36 5930 + 3273,49
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3. Peso dos o6rgaos de camundongos tratados por via oral com EE de M.
charantia

O efeito do tratamento do EE de M. charantia por 5 dias sobre o peso dos
6rgaos dos camundongos esta demonstrado nas Fig. 1 e 2.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os pesos do bago (Fig. 1)
e do figado (Fig 2) dos animais, entre os grupos testes e controle. Contudo, o
tratamento de EE 500 mg/Kg de M. charantia reduziu em 33% 0 peso do bago em
relacdo ao controle, enquanto doses crescentes de EE reduziram discretamente o
peso do figado.

0,8
0,6
0,4 -

0 x _

TRATAMENTOS

Peso relativo do baco (%)

OEE 10 NEE 50 OEE 100 MEE 500 ASalina

Figura 1: Efeito do EE de M. charantia sobre o peso do baco de camundongos.

Resultados expressos como x % d. p. (n=5).
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4. Avaliacao macroscopica das lesoes da pele de coelhos infectados
experimentalmente por M. canis

Como demonstrado na Tab. 3, apdés 7 dias da inoculagdo, os animais
infectados, apresentavam na area inoculada, edema, escamas e eritrema. No
entanto, nos animais ndo infectados, observou-se somente edema e eritrema. Apos
15 dias da data da infeccao, as lesées dos animais experimentalmente infectados
nao haviam progredido, persistindo com a presenca de eritrema, alopecia, escamas,
e na maioria dos animais, a area inoculada apresentava-se com petéquias. No grupo
nao infectado, ja havia crescimento normal de pélos. Apds 30 dias, nenhum dos

animais apresentavam lesdes e o0 pélo havia crescido de maneira regular e uniforme.

Tabela 3. Alterac6es macroscopicas das lesoes da pele em coelhos infectados
experimentalmente por M. canis

Grupos Alteracoes macroscopicas

7 dias 15 dias 30 dias
Nao infectado E.ER CNP N
(n=3)
Infectado E, ES, ER ER, A ES, P N
(n=21)
A — alopecia;

CNP - crescimento normal de pélos;
E — edema;

ER — eritrema;

ES — escamas;

N — normal;

P — petéquias.
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5. Cultura em agar Sabouraud de amostras de coelhos infectados

experimentalmente por M. canis

Os resultados estdo expressos na Tab. 4. Apos 7 dias da infec¢do experimental
por M. canis, do total das aliquotas (n=42) do grupo infectado, verificou-se que em
85,71% (n=36) foi possivel a observagdo macroscopica do fungo. Para confirmagéo
do resultado, seguiu-se a observacdo microscopica, € do total observado desse
mesmo grupo (n=36), em 77% (n=32) foi possivel a visualizacdo de estruturas
microscépicas caracteristicas de M. canis. Essas estruturas foram caracterizadas por
hifas de parede espessa, rugosa e segmentada. Pode-se verificar que 76,19% dos
coelhos infectados foram positivos para M. canis. Em relagao as aliquotas cultivadas
em agar Sabouraud obtidas do raspado de pele ao final dos tratamentos, todas

foram negativas para o crescimento do fungo em estudo.

Tabela 4. Numero de coelhos infectados experimentalmente por M. canis apos
7 dias da infeccao

Grupos Total de Crescimento Micromorfologia Total de
aliquotas do fungo (%) (%) Animais
Infectados (%)

Nao Infectado 6 0 0 -
(n=3)
Infectado 42 36 (85,71) 32 (72) 16 (76,19)

(n=21)
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6. Contagem total de leucécitos do sangue periférico de coelhos infectados
experimentalmente com M. canis e tratados com M. charantia

A contagem total de leucécitos dos grupos testes e controle antes e apds os
tratamentos estdo demonstrados na Fig. 3. Os tratamentos com levamisol (25
mg/Kg), EE (10mg/Kg), Tween 20 (1%) e Salina, ndo induziram diferenca
significativa sobre a contagem total de leucécitos no sangue periférico em todos os
grupos.

Leucodcitos Totais
(10* cel/mL)

Salina Tween EE Levamisol
Tratamentos

OAntes N Depois

Figura 3. Contagem total de leucédcitos do sangue periférico de coelhos
infectados experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por
via oral com EE (10mg/Kg) de M. charantia.
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7. Contagem diferencial de leucécitos do sangue periférico de coelhos

infectados experimentalmente com M. canis e tratados com M. charantia

A contagem diferencial de leucocitos dos grupos testes e controle antes e ap6s
os tratamentos estdo demonstrados na Tab. 5. A populacédo predominante de células
€ o linfécito, entretanto, os tratamentos com levamisol (25 mg/Kg), EE (10mg/Kg),
Tween 20 (1%) e Salina, ndo induziram diferenca significativa sobre a contagem

diferencial de leuc6citos no sangue periférico em todos os grupos estudados.

Tabela 5. Contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico de coelhos
infectados experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por

via oral com EE de M. charantia.

Tratamentos Neutrofilos* Eosinodfilos* Monécitos* Linfécitos*
Salina

Dia 0 1,26140,81 0,9+1,06 3,61+1,02 8,28+0,84
Dia 15 3,685+0,82 2,63+2,31 3,85+3,04 7,58+1,96
Tween 20

(1%)

Dia 0 2,38+0,70 4,0942,22 4,0943,62 6,39+1,03
Dia 15 2,13+1,13 3,64+1,03 2,55+1,29 7,39+1,18
EE

(10 mg/Kg)

Dia 0 2,63+1,29 6,36+3,15 6,63+2,52 7,33+1,03
Dia 15 2,10+1,08 2,90+1,35 3,64+2.73 7,8540,72
Levamisol

(25 mg/Kg)

Dia 0 2,44+1.33 2,23+4,05 0,49+0,43 7,33+1,76
Dia 15 3,10+2,17 1,57+0,54 1,57+0,54 7,85+0,39

*Valores expressos em X + d. p.
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8. Avaliacao histolégica da pele de coelhos infectados experimentalmente com
M. canis e tratados com M. charantia

Os resultados da Tab. 6 estdo expressos em média das ordenacdes e valor de
T (Kruskal Wallis). Observou-se que antes dos tratamentos, ou seja, apds 15 dias da
infeccdo experimental por M. canis, ndo houve diferenca significativa nas lesdes
provocadas pelo fungo entre os grupos, apesar da média da ordenacdo do grupo
tratado com levamisol (25 mg/kg/PV), ter sido 14. Verificou-se que os tratamentos
induziram diferenca significativa nas lesées entre todos os grupos. Entretanto, o
grupo tratado com EE (10 mg/Kg/PV) néao diferiu significativamente do grupo tratado

com levamisol (25 mg/Kg/PV).

Na Fig. 4 estdo esquematizdos as fotomicrografias dos cortes histologicos da
pele dos coelhos, corados por hematoxilina e eosina.

Nos animais nao tratados e n&o infectados (A), observa-se que a pele
apresenta-se normal com anexos cutaneos preservados, epiderme e derme
eutréficas. A epiderme tem, no maximo, trés camadas de células, sendo a camada
cornea delgada. Na derme superficial o conjuntivo fibroso € frouxo e na derme

profunda, denso ndo modelado.

Nos animais infectados que foram tratados com salina (B) a epiderme mostra
hiperplasia acantoética moderada, hiperceratose com frequentes folhas corneas. Na
derme ainda ha infiltrado leucocitario predominantemente mononuclear moderado,
além de fibrose. Nos coelhos infectados e tratados com Tween 20 a 1% (C),
observou-se que na epiderme ha hiperplasia acantética irregular moderada,
hiperceratose importante e, na derme, infiltrado inflamatério moderado além de

fibrose. Os achados sao, portanto, semelhantes aos descritos em B.

Os animais infectados e tratados com EE das folhas de M. charantia estao
representados em D e E. Na fotomicrografia D, a epiderme apresenta-se normal e na
derme ha apenas infiltrado inflamatorio crénico, variando de discreto a moderado
com discreta fibrose na derme superficial. Os anexos n&o apresentam

peculiaridades. Na fotomicrografia E, a epiderme apresenta-se normal, derme com
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leve infiltrado inflamatério crénico, estando os linfécitos dispersos. Na derme
superficial ha fibrose discreta.

Nos animais infectados e tratados com levamisol (F) a fotomicrografia mostra
epiderme normal, com apenas leve hiperceratose. A derme e 0s anexos cutaneos

nao apresentam alteragdes.
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Tabela 6. Avaliacao histologico da pele de coelhos infectados
experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por via oral
com EE de M. charantia.

Tratamentos Valor T Média das Ordenacoes
(Kruskal Wallis) Dia0 Dia15
Dia0 Dia15

Salina 3,11 10 7 10&%¢

Tween 20 (1%) 3,11 10 7,8 1029

EE (10 mg/Kg/PV) 3,11 10 7.5 64N

Levamisol (25 mg/Kg/PV) 3,11 10 14 10 "1

Valores expressos como média das ordenagbes dos escores das lesdes: Teste Kruskal
Wallis (p<0,05) e teste t de Student (p<0,05).

a, b diferenca entre os grupos salina e Tween 20;

¢, d diferenga entre os grupos salina e EE;

e, f diferenca entre os grupos salina e levamisol;

g, h diferenca entre os grupos Tween 20 e EE;

i, j diferenca entre os grupos Tween 20 e levamisol;

| diferenga entre os grupos EE e levamisol.
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C
Figura 4. Cortes histologicos das lesdes provocadas por M. canis na pele de
coelhos, que receberam diferentes tratamentos por 15 dias consecutivos.
A. Animais nao tratados e nao infectados (hematoxilina- eosina, 40x);
B. Animais infectados que receberam salina (hematoxilina- eosina, 100x);
C. Animais infectados que receberam Tween 20 a 1% (hematoxilina- eosina, 100x);
D, E. Animais infectados que receberam M. charantia (hematoxilina- eosina, 40x,

100x);

F. Animais infectados que receberam levamisol (hematoxilina- eosina, 100x).
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DISCUSSAO

As plantas medicinais sdo uma atrativa fonte para produgcdo de novos
principios ativos. No entanto, o uso de testes para a avaliacao da toxicidade dessas
plantas torna-se necessario para o controle e reducéo de efeitos indesejaveis. Esse
tipo de estudo é uma pratica comum atualmente (BABIN et al., 2001). Na medicina
veterinaria, existem relatos sobre a utilizacao de plantas medicinais no tratamento de
dermatopatias (LANS et al., 2000).

No presente trabalho foi realizada uma avaliagdo da toxicidade por via oral do
EE das folhas de M. charantia. Este extrato, nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/Kg
/PV administrado durante 5 dias consecutivos, ndo alterou o comportamento dos
animais, indicando assim, que as doses estudadas ndo demonstraram efeito téxico
aparente. Além disso, nao se verificou diferenga significativa entre os parametros
analisados nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/Kg. Desta forma, a concentracao de
10 mg/Kg pbde ser utilizada com seguranca no modelo de infeccao experimental de
M. canis em coelhos. Além disso, o peso dos animais nao foi afetado
significativamente pela administragdo desse extrato nas diversas concentragdes
estudadas (dados ndo apresentados), demonstrando que o mesmo provavelmente

nao causa anorexia e ndo interfere na absor¢do dos alimentos.

Trabalhos anteriores demonstraram que o extrato hidroalcodlico da parte
aérea de M. charantia, na concentracdo de 100 mg/Kg, por via intra-peritoneal,
causou um aumento do afluxo de leucécitos para a cavidade peritoneal, tendo
assim, um possivel efeito imunoestimulante (BRAGA et al., 2002). Entretanto, a
administragao por via oral do EE, nas doses testadas, ndo modificou o numero total

de leucdcitos circulantes no sangue periférico.

No presente trabalho, o EE das folhas de M. charantia ndo demonstrou ser
hepatotéxico e nem induziu esplenomegalia, pois ndo houve diferenga significativa
no peso relativo do figado e do baco, entre os grupos testes e o controle. No
entanto, o tratamento de EE 500 mg/Kg reduziu em 33% 0 peso do bago em relagéo

ao controle, enquanto doses crescentes de EE reduziram discretamente o peso do
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figado. TENNEKOON et al. (1994) verificaram que o suco do fruto e o extrato das
sementes de M. charantia causaram danos celulares e moleculares hepaticos,
resultando em elevagcdo de enzimas, como a y-glutamil transferase e a fosfatase
alcalina. Existem relatos que outras plantas interferem no peso do figado e no peso
do baco de animais tratados (REBECCA et al., 2002; DAVIS & KUTTAN, 2000). O
extrato metandlico da raiz de Withania somnifera induziu um aumento no peso do
baco, indicando uma estimulacao dos esplendcitos (DAVIS & KUTTAN, 2000).

Em animais e humanos, a dermatofitose é geralmente uma enfermidade auto-
limitante (DEBOER & MORIELLO, 1995). Dentre os dermatdéfitos, o M. canis
destaca-se na Medicina Veterinaria por acometer diversas espécies como cées,
gatos, caprinos, coelhos e cobaias (CAVALCANTI et al, 2003, DEBOER &
MORIELLO, 1995, ABU-SANRA & HAGO, 1980; ZRIMSEK et al., 1999), sendo
também considerada uma zoonose (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Os coelhos sao naturalmente infectados por Trichophyton mentagrophytes e
por M. canis, embora a ocorréncia deste ultimo seja rara (VOGTSBERGER et al.,
1986). No presente trabalho, observou-se a percentagem de 76,19% de animais
positivos para o M. canis, demonstrado que coelhos podem ser utilizados como

modelos experimentais para infeccao por este fungo.

Durante este estudo, a dermatofitose por M. canis induzida em coelhos
caracterizou-se pela presenca de alopecia, escamas, eritrema, um leve edema,
aumento da espessura da pele e petéquias em toda area infectada durante 10 a 15
dias. Em trabalhos com outras espécies o quadro clinico das lesdes foi semelhante.
Em cobaias, as lesdes caracterizavam-se por exsudato por cerca de 3 a 4 dias
(ABU-SAMRA & HAGO 1980). Em gatos, observaram-se eritrema, prurido, aumento
da espessura da epiderme e alopecia focal no periodo de 70 a 90 dias (DEBOER &
MORIELLO, 1994). Nos caprinos, ABU-SAMRA & HAGO (1980) observaram pontos
hiperémicos, exsudato, alopecia e lesées anulares, que persistiram por cerca de 33
dias.

De acordo com trabalhos realizados por DEBOER & MORIELLO (1994; 1995)

o modelo ideal para o estudo do desenvolvimento do curso clinico e patolégico em
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procedimentos laboratoriais do M. canis, € o gato, pois este animal € capaz de
produzir lesbes e estas possuem a mesma duragdo de uma infeccao natural.
Entretanto, o uso de gatos naturalmente ou experimentalmente infectados pode ser
problematico por diversas razées (MIGNON, et al., 1999). Sendo assim, a utilizagdo

de coelhos como modelo experimental pode representar uma boa alternativa.

O tratamento para as dermatofitoses pode ser de forma tdpica ou sistémica
(DEBOER & MORIELLO, 1995). O tratamento topico induz injuria exclusivamente
nos elementos fangicos que parasitam o stratum corneum, nao tendo atuacao sobre
as células da bainha do pélo. Assim, ele ndo previne a invasao da haste pilosa pelo
fungo (BORGES et al., 1993). Quando o tratamento por via topica nao é efetivo, faz-
se necessario a utilizacdo de drogas sistémicas (RAND, 2000), entretanto essas

drogas apresentam efeitos adversos (SMITH, 2000).

As dermatofitoses,caracterizam-se por desencadear as respostas imune celular
e humoral (ZRIMSEK et al., 1999). Em individuos imunossuprimidos, o tratamento
topico das dermatofitoses €, algumas vezes, menos efetivo (SMITH, 2000). Sendo
assim, o uso de imunomoduladores, pode auxiliar na terapia antifungica. Plantas
utilizadas pela medicina popular sdo considerados como recursos promissores em

novos esquemas terapéuticos (LATHA et al., 2000; Davis & Kuttan, 2000).

Neste estudo, o EE induziu alteragbes semelhantes ao levamisol, droga com
atividade imunoestimulante cujo mecanismo de acao envolve a ativagdo de células T
(FINGER & SCHEINBERG, 2002; VELAZQUEZ et al., 1998).

O EE reduziu significativamente os escores de lesdes histopatologicas
quando comparado aos grupos controle, demonstrando ser benéfico na terapia da
dermatofitose causada por M. canis. Portanto, a M. charantia apresentou-se como
um modulador do sistema imune da pele de coelhos experimentalmente infectados

por M. canis.
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CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de Momordica charantia tem potencial
imunomodulador como auxiliar na terapia na dermatofitose por M. canis. Entretanto,
sd0 necessarios novos estudos visando isolar seus principios ativos bem como

esclarecer seus mecanismos de agao.
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PERSPECTIVAS

A dermatofitose causada pelo M. canis é tida como uma enfermidade de
maior evidéncia no futuro, pois, principalmente, nos paises em desenvolvimento a

doenga se tornard uma zoonose emergente (FERREIRO et al., 1997).

Apesar do avango tecnolégico na medicina atual, a utilizagdo de plantas
medicinais com finalidades terapéuticas nao caiu em desuso, seja devido as
condi¢des socio-econémicas, ou por razdes culturais. A pesquisa das propriedades
medicinais de plantas e o conhecimento do mecanismo de agdao dos seus
constituintes contribuirdo para o desenvolvimento de fitoterapicos mais seguros e

eficazes.

No presente trabalho, observou-se um possivel efeito imunoestimulante da M.
charantia sobre a dermatofitose induzida por M. canis. Entretanto, para confirmar
essa atividade sdo necessarias novas pesquisas para avaliar a ativagdo de células
do sistema imunoldgico da pele através da liberacdo de mediadores quimicos locais
na tentativa de reverter a pele lesada pelo fungo. Isso possibilita, o desenvolvimento
de fitoterapicos que possam ser indicados no tratamento de dermatofitoses na

Medicina Veterinaria.
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ANEXO 1

ARTIGO 1
Submetido a Revista Ciéncia Animal

Avaliacao dos efeitos téxicos do extrato etanélico de Momordica
charantia administrado por via oral em camundongos.

(Evaluation of the toxic effects of the ethanolic extract of Momordica charantia

orally administrated in mice)
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos toxicos do extrato etandlico (EE) das folhas de
Momordica charantia ap6s a administracdo oral em camundongos. Para tanto, os animais foram
divididos em grupos (n=5) que receberam ou EE nas concentra¢des de 10, 50, 100 ou 500 mg/Kg ou
que receberam salina, durante 5 dias consecutivos. Ap6s o tltimo dia do tratamento, os camundongos
foram sacrificados, necropsiados, e o peso do baco e do figado foi avaliado. O EE, nas concentragcdes
estudadas, ndo induziu alteragdes comportamentais, ndo modificou o nimero total de leucdcitos
circulantes no sangue periférico e nao alterou significativamente o peso relativo do figado e do baco.
Portanto, sua utilizacdo é segura nessas doses, pois ndo apresentou toxicidade com relagdo aos
parametros estudados.

Palavras-chave: Momordica charantia; extrato etandlico; toxicidade oral

Abstract

The aim of this work was to evaluate the toxic effects of the ethanolic extract (EE) of leaves of
Momordica charantia after oral administration in mice. For this, the animals were divided in groups
(n=5) that received EE at the concentration of 10, 50, 100 or 500 mg/Kg and control that received only
saline during 5 days. After the last day of the treatment, mice were sacrificed, necropsied, and the
weight of the liver and of the spleen were evaluated. EE at the studied concentrations did not induce
behavior alterations, neither changed the total peripheral blood circulating leukocyte count had altered
the relative weight of the liver and of the spleen. Thus, its use is safe at these doses, because it did not
show toxicity in relation to the studied parameters.

Key-words: Momordica charantia, ethanolic extract, oral toxicity.
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1.0. INTRODUCAO

Apesar do avango tecnoldgico na medicina atual, a utilizacdo de plantas medicinais com
finalidades terapéuticas ndo caiu em desuso, seja devido as condicdes sdcio-econdmicas, ou por
razdes culturais. Este fato desperta a atencdo dos pesquisadores que buscam compreender o
mecanismo de a¢do das plantas, bem como a atuacdo de seus constituintes sobre o organismo
animal, além de verificar possiveis interacdes de seus compostos, sua sistemética de utilizacdo e

reagdes adversas.

A Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) é encontrada nos trépicos, na América do Sul,
India, China e Leste da Africa, sendo utilizada como um remédio popular para diversas doencas
(GURBUZ et al., 2000). No Brasil, é conhecida popularmente como meldo-de-sdo-caetano,
erva-de-lavadeira, erva-de-sdo-vicente, fruta da cobra e meldaozinho (SOUZA, 2001). Varias
propriedades medicinais sdo reportadas: antitumoral (JILKA et al., 1983, SINGH et al., 1998),
citotoxica (TAKEMOTO, et al., 1982), antimutagénica (GUEVARA et al., 1990),
imunomoduladora (NG et al., 1992), antiviral (LEE-HUANG et al., 1995), anti-helmintica
(BATISTA et al., 1999), hipoglicemiante (OLIVER-BEVER, 1986) e analgésica (BISWAS et
al., 1991). Destaca-se também por seus efeitos estimulante, purificador sangiiineo e laxativo,
sendo também indicado no tratamento de feridas, tlceras malignas, lepra e em abortos (NG et

al., 1992; GURBUZ et al., 2000).

Trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério, utilizando o extrato alcodlico de meldo-
de-sdo-caetano em modelos de inflamac¢do demonstraram seu efeito edematogénico e recrutador
de leucdcitos, além do extravasamento de proteinas (BRAGA et al.,, 2001) e em modelos
experimentais de tlcera gastrica os extratos etandlico e hidroalcodlico das folhas de M.
charantia apresentaram efeito anti-ulceratogénico (LEITE et al.,, 2002). Apesar das
propriedades terapéuticas conhecidas, desconhece-se seu efeito tdxico sobre a contagem total de

leucécitos do sangue periférico e seus efeitos sobre o baco e o figado em animais experimentais.
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Assim, o presente trabalho objetiva avaliar a toxicidade do extrato etandlico (EE) da M.

charantia quando administrado por via oral em camundongos.

2.0. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, entre 6 e 10 semanas de idade, pesando cerca de
30 g, oriundos de coldnias do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais
foram mantidos em caixas plésticas sob condi¢des adequadas de luz e temperatura, recebendo racio e

dgua a vontade.

2.2 Material vegetal

2.2.1 Coleta da planta

As folhas de M. charantia foram coletadas em fevereiro de 2001 de terreno baldio, nas
proximidades do sitio “Meus Amores”, no municipio de Eusébio, Ceard. Botanicos do Departamento
de Biologia da Universidade Federal do Ceara identificaram a planta e uma espécime foi depositada no
Herbério Prisco Bezerra sob o nimero 31709. As folhas foram colocadas em local arejado para a

secagem e posterior obtencdo do extrato etandlico.

2.2.2 Obtencao do extrato etanélico (EE) de M. charantia
Para a obtencdo do EE de M. charantia, as folhas secas foram adicionadas etanol a 95%.
A solugdo obtida apés uma semana de repouso, foi filtrada e submetida a um evaporador

rotatério a 70°C para evaporagdo do solvente. O EE foi liofilizado e armazenado em freezer a
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temperatura de -4°C. Para uso experimental foram feitas dilui¢des em salina 0,9% contendo 1%

de Tween 20.

2.3 Estudo da toxicidade do EE de M. charantia

2.3.1 Toxicidade via oral

Para avaliar a toxicidade por via oral, foram utilizados camundongos divididos em grupos
teste e controle (n=5). Os animais receberam por via oral, através de uma sonda esofégica, 200
UL de EE nas concentragdes de 10 ou 50 ou 100 ou 500 mg/Kg ou de salina, durante 5 dias
consecutivos. Durante este periodo, foram observados os pardmetros comportamentais. No
ultimo dia de tratamento, o nimero de sobreviventes foi determinado e o efeito toxico foi

interpretado com base na mortalidade e expresso como dose letal minima.

2.3.2 Efeito do EE sobre a contagem total de células do sangue periférico

Os camundongos receberam por via oral, através de uma sonda esofdgica, 200 uL de 10
ou 50 ou 100 ou 500 mg/Kg do EE ou de salina, durante 5 dias consecutivos. Antes e ao final do
tratamento foram realizadas as contagens de leucdcitos totais do sangue (DAVIS & KUTTAN,
2000). Para tanto, o sangue foi coletado do plexo retro-orbital com auxilio de uma pipeta
Pasteur e colocado em tubo de ensaio heparinizado. Em seguida, uma aliquota de 20 uL da
amostra de sangue foi adicionada a 380 puL da solucdo de Turk e realizada a contagem de

leucécitos em camara de Neubauer, ao microscépio optico.

2.3.3. Efeito do EE sobre o peso dos érgaos de camundongos

Os camundongos receberam por via oral, através de uma sonda esofdgica, 200 uL de 10

ou 50 ou 100 ou 500 mg/Kg do EE ou de salina, durante 5 dias consecutivos. Os animais foram



76

pesados antes e ao final dos tratamentos e, em seguida foram sacrificados por deslocamento
cervical e necropsiados para retirada do figado e do baco. Os 6rgios foram pesados e os

resultados foram expressos como peso relativo dos 6rgaos (DAVIS & KUTTAN, 2000).

2.4 Analise estatistica
Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo e analisados por ANOVA e teste t de

Student (P<0,05).

3.0. RESULTADOS

3.1. Toxicidade por via oral

Como observado na Tab. 1, os animais tratados com EE, nas concentragdes estudadas,
ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade. Os pardmetros comportamentais dos grupos

testes ndo diferiram dos observados no grupo controle. Quanto a necropsia realizada nos

animais, nao foram visualizadas alteragdes macroscopicamente.

3.2. Contagem total de leucécitos

A contagem total de leucécitos dos grupos testes e controle antes e apds os tratamentos

estdo demonstrados na Tab. 2.

O tratamento durante 5 dias consecutivos com o EE (10, 50, 100 e 500 mg/Kg) de M.
charantia nao induziu diferenca significativa sobre a contagem total de leucdcitos no sangue

periférico entre os grupos controle e os testes.



77

3.3. Peso dos érgaos

O efeito da administracdo do EE de M. charantia sobre o peso dos O6rgdos dos

camundongos estd demonstrado nas Fig. 1 e 2.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os pesos do bago e do figado dos
animais, entre os grupos testes e controle. Contudo, o tratamento de EE 500 mg/Kg de M.
charantia reduziu em 33% o peso do bago em relag@o ao controle, enquanto doses crescentes de

EE reduziram discretamente o peso do figado.

4.0. DISCUSSAO

A realizagc@o de testes de toxicidade € importante para avaliar a seguranca e eficiéncia da
utilizagdo pratica de plantas medicinais (BABIN et al., 2001). Apesar da M. charantia ser uma planta
bastante utilizada na medicina popular, ela se destaca por causar diversos efeitos colaterais (RIVERA,
1942; LIN et al., 1978; TAKEMOTO et al., 1982; TAM et al, 1985).

No presente trabalho, ndo foram observados mudancas no comportamento dos animais
tratados com EE de M. charantia nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/Kg durante 5 dias consecutivos,
indicando assim, que as doses estudadas ndo foram téxicas.

A administracdo do EE, nas doses testadas, ndo modificou o ndmero total de leucdcitos
circulantes no sangue periférico. O peso dos animais ndo foi afetado significativamente pela
administracdo do EE nas diversas concentracdes estudadas (dados ndo apresentados), demonstrando
que esse extrato provavelmente ndo causa anorexia, nem interfere na absor¢ao dos alimentos.

Trabalhos anteriores demonstraram que o extrato hidroalcodlico da parte aérea de M.
charantia, na concentracdo de 100 mg/Kg, por via intra-peritoneal, causou um aumento do afluxo de
leucécitos para a cavidade peritoneal, tendo assim, um possivel efeito imunoestimulante (BRAGA et

al., 2002).



78

No presente trabalho, o EE das folhas de M. charantia ndo demonstrou ser hepatotdxico e nem
induziu esplenomegalia, pois ndo houve diferenca significativa no peso relativo do figado e do bago,
entre os grupos testes e o controle. No entanto, o tratamento de EE 500 mg/Kg reduziu em 33% o
peso do bagco em relacdo ao controle, enquanto doses crescentes de EE reduziram discretamente o peso
do figado. TENNEKOON et al. (1994) verificaram que o suco do fruto e o extrato das sementes de M.
charantia causaram danos celulares e moleculares hepéticos, resultando em elevagdo de enzimas,
como a y-glutamil transferase e a fosfatase alcalina. Existem relatos que outras plantas interferem no
figado e no peso do baco de animais tratados (REBECCA et al., 2002; DAVIS & KUTTAN, 2000). O
extrato metandlico da raiz de Withania somnifera induziu um aumento no peso do bago, indicando

uma estimulagdo dos esplendcitos (DAVIS & KUTTAN, 2000).

5.0 CONCLUSAO

Com base nestes resultados, verificou-se que o EE das folhas de M. charantia, nas
doses estudadas quando administrado por via oral ndo é téxico pois, ndo induziu mudangas
comportamentais, ndo modificou o ndmero total de leucécitos circulantes no sangue
periférico e ndo alterou o peso relativo do figado e do baco. No entanto, sdo necessarios
mais estudos que possam avaliar outros sistemas, bem como, a utilizacdo prolongada da

planta e de outras concentragées.
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Tabela 1: Avaliacdo da toxicidade por via oral do EE de Momordica charantia induzida em

camundongos.
Tratamentos Via de Administracio Sintomas
(mg/Kg/PV ) Via Oral
Dose tnica 5 dias
Nev*/N°m#* N°v*/ N°m*
Salina 5/0 5/0
Nenhum
EE 10 5/0 5/0
Nenhum
EE 50 5/0 5/0
Nenhum
EE 100 5/0 5/0
Nenhum
EE 500 5/0 5/0
Nenhum

*y: nimero de animais vivos

*m: ndmero de animais mortos
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Tabela 2: Contagem total de leucocitos antes e ao final do tratamento com EE de M.

charantia nas diferentes concentracoes.

Tratamentos N° Contagem total de leucocitos
(mg/Kg/PV) de Antes Depois
o + d.
animais X s d.
p.
Salina 5 4230 + 4370 = 1025,06
2248,22
EE 10 5 2950 + 3330 + 1445,07
1280,08
EE 50 5 3700 + 4240 + 1678,69
953,93
EE 100 5 3080 + 3450 + 102041
611,96
EE 500 5 4070 =+ 5930 + 3273,49

1878,36
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Figura 1: Efeito do EE de M. charantia sobre o peso do baco de camundongos.

Resultados expressos como x + d. p. (n=5).
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Figura 2: Efeito do EE de M. charantia sobre o peso do figado de camundongos.

Resultados expressos como x * d. p. (n=5).
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ANEXO 2

ARTIGO 2
Submetido a Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria

Utilizacao do extrato etandélico de Momordica charantia em coelhos
experimentalmente infectados por Microsporum canis.

(Using of the ethanolic extract of Momordica charantia in rabbits
experimentally-infected with Microsporum canis)
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador dos constituintes
da Momordica charantia contra a dermatofitose experimentalmente induzida em
coelhos. Para tanto, coelhos jovens, Nova Zelandia, de ambos os sexos foram
divididos em grupos, que receberam por via oral, durante 15 dias ou salina, ou
Tween 20 a 0,1%, ou extrato etandlico (EE) das folhas de M. charantia (10
mg/Kg/PV), ou levamisol (25 mg/Kg), apds o 15° dia da inoculagdo por M. canis.
Antes e ao final dos tratamentos foi realizado o cultivo do raspado de pele, a
contagem total e diferencial de células do sangue periférico e a biépsia das lesées.
Os resultados indicaram que 76,19% dos animais estavam contaminados por M.
canis. O numero de leucécitos circulantes ndo se alterou de forma significativa antes
e ao final dos tratamentos e ndo houve influéncia sobre um tipo celular especifico. O
EE de M. charantia foi capaz de reduzir significativamente os escores das lesdes por
M. canis, semelhantemente ao levamisol, indicando que possivelmente possui
potencial imunomodulador.

Palavras-chave: extrato etanélico, Momordica charantia, Microsporum canis,

imunomodulacéo.
ABSTRACT

The aim of this work was evaluated the immunomodulator effect of constituents
of Momordica charantia against dematophytosis experimentally induced in rabbits.
For this, young rabbitas, New Zeland, of the both sexs were divided in groups that
received for oral via during 15 days or saline, or Tween 20 0,1%, or ethanolic extract
(EE) of leaves of Momordica charantia (10 mg/Kg/LP), or levamisole (25 mg/Kg),
after 15" day of inoculation to M. canis. Before and the finally of these treatments
were realized the fungal culture, the total and differential peripheral blood circulating
leukocyte count and biopsy of the lesions. The results showed that 76,19% of the
animals were contaminated for M. canis. The total and differential peripheral blood
circulating leukocyte count did not significated alteration before and after the
experiment. The EE of M. charantia was to able significate reduce the scores of the
lesions to M. canis the same form to levamisole. This indicate that EE probably have
immunomodulator potential.

Keywords: ethanolic extract, Momordica charantia, Microsporum canis,

immunomodulation
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1. INTRODUCAO

As dermatopatias representam cerca de 30% do atendimento na rotina diaria
da clinica médica de carnivoros domeésticos, independentemente da localizagao
geografica e do desenvolvimento socio-econémico (Larsson, 1995). Dentre as
dermatopatias que acometem os animais domeésticos, destacam-se as causadas por
dermatdfitos (Cavalcanti et al., 2003).

As dermatofitoses ou tinhas sao afecgdes cutdneas caracterizadas por lesdes
superficiais sobre os tecidos queratinizados: unhas, garras, pélos e stratum corneum
da pele. Elas sdo causadas pela acdo parasitaria de fungos denominados
dermatéfitos (Diaz et al., 1984). Dentre os dermatofitos, destaca-se o Microsporum
canis por ser zoofilico, isto é, transmitido ao homem por diversos animais
domésticos, tendo em nosso meio como principal reservatério os felinos jovens
(Sidrim et al., 1999).

A interacdo do sistema imune com organismos infecciosos é uma inter-relacao
dindmica do mecanismo hospedeiro, objetivando o delineamento de estratégias de
eliminacao infecciosa e microbiana para permitir a sobrevivéncia na face de
poderosos mecanismos efetores (Abbas et al., 2000). A resposta imune celular esta
envolvida no mecanismo de defesa do organismo frente a infecgbes causadas por
fungos (Cassone et al., 1997).

A Momordica charantia L. (Cucurbitaccae) é encontrada nos tropicos, na
América do Sul, india, China e Leste da Africa, sendo utilizada como um remédio
popular para diversas doengas (Gulrblz et al., 2000). No Brasil é conhecida

popularmente como meldao-de-sdo-caetano, erva-de-lavadeira, erva-de-sao-vicente,

fruta da cobra e melaozinho (Souza, 2001).
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A M. charantia destaca-se pelas varias propriedades medicinais (Jilka et al.,
1983; Oliver-Bever, 1986; Guevara et al., 1990; Biswas et al., 1991; Ng et al., 1992;
Porro et al., 1995; Singh et al., 1998; Batista et al., 1999; Gurblz et al., 2000) e,
estudos toxicologicos com extratos de folhas de M. charantia demostraram que havia

atividade genotdxica sobre o fungo Aspergillus nidulans (Ruiz et al., 1996).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito imunomodulador dos
constituintes da Momordica charantia contra a dermatofitose experimentalmente

induzida em coelhos (Oryctolagus cuniculus).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais
Foram utilizados 24 coelhos da raca Nova Zelandia, de ambos os sexos e

com idade de 2 a 6 meses. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, sob
condi¢gbes adequadas de higiene, luz e temperatura, recebendo adgua e racao a

vontade.

2.2.2 Obtencao do extrato etandlico de M. charantia

As folhas de M. charantia foram coletadas em fevereiro de 2001 de terreno
baldio, nas proximidades do sitio “Meus Amores”, no municipio de Eusébio, Ceara.
Botanicos do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara
identificaram a planta e uma espécime foi depositada no Herbario Prisco Bezerra
sob o numero 31709. As folhas foram colocadas em local arejado para a secagem e

posterior obtencao do extrato etandlico.
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As folhas secas de M. charantia, foram adicionadas etanol a 95%, e, apds uma
semana de repouso, a solucao foi filtrada e submetida a um evaporador rotatério a
70°C para evaporacao do solvente e obtencdo do extrato etandlico (EE). Este, foi
liofilizado e armazenado em freezer a temperatura de -4°C. Para uso experimental

foram feitas diluicbes em salina 0,9% contendo 1% de Tween 20.

2.3 Preparacao do inéculo

A cepa de Microsporum canis n® 41 CEMM 1-3-173 obtida da Micoteca do
Centro Especializado de Micologia Médica da Universidade Federal do Ceara foi
isolada de amostra de raspado de pele de caes naturalmente infectados e foram
cultivadas em meio agar Sabouraud, agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol,
agar Sabouraud acrescido de clorafenicol e cicloheximida a 25°C, por 15 dias. Em
seguida, foram estocados em agar batata, 4gar batata acrescido de dimetil sulfoxido
a 10% e agar batata acrescido de glicerol a temperatura de -20°C. Para o
processamento do material infeccioso as amostras de M. canis foram colocadas em
meio BHI (Brain and Heart Infusion), durante 7 dias em agitacao constante. Apds
esse periodo, o material obtido foi lavado em agua destilada varias vezes seguidas
até a retirada completa do meio de enriquecimento e depois, estocado em solugcao
salina estéril para posterior utilizacdo em condi¢cdes de temperatura, luz e umidade
adequados. Esse material foi entdo ultrassonicado (Ultrasonic homogenizer
CPX600), obtendo-se uma solugcao de aspecto homogéneo (COS et al., 2002).

Tomando-se como referéncia a escala de McFarland, o material infeccioso obtido
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ficou correspondente ao padrdo 10 da referida escala, que equivalente a

concentracdo de 30 x 10 particulas infecciosas por mL.

2.4 Infeccao experimental

Para a infeccdo experimental utilizou-se a metodologia segundo Deboer &
Moriello (1994). Os coelhos foram anestesiados com quetamina (Vetanarcol®
injetavel Konig) na dose de 25 mg/Kg por via intramuscular. Uma area de 8 cm? da
regiao do flanco direito traseiro foi tricotomizada e escarificada com auxilio de
escovas de cerdas duras autoclavadas. Uma aliquota de 1 mL do material infeccioso
foi inoculada na pele escarificada com auxilio de seringas estéreis. O procedimento
repetiu-se por mais 3 dias seguidos da inoculacado inicial. No ultimo dia, a area foi

coberta com esparadrapo cirurgico que foi removido apds 72h.

2.5. Protocolo experimental

Para este estudo, os animais foram numerados e sorteados de maneira
aleatoria, para a formagcdo dos grupos. Os tratamentos foram iniciados apoés o
décimo quinto dia da inoculagdo fungica, obedecendo ao seguinte protocolo
experimental: (a) animais nao infectados- controle negativo (n=3); (b) animais
infectados e tratados com salina- controle positivo (n=4); (c) animais infectados e
tratados com o veiculo, Tween 20 a 0,1% (n=5); (d) animais infectados e tratados
com o EE (10 mg/Kg/PV) de M. charantia, (n=6); (e) animais infectados e tratados
com levamisol (25 mg/Kg,), droga de referéncia (n=6).

Os animais receberam por via oral, 1,5 mL dos tratamentos durante 15

dias consecutivos.
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2.6. Contagem total e diferencial de leucécitos

A contagem total de leucdécitos foi realizada antes e ao final dos tratamentos.
Para tanto, o sangue foi coletado com o auxilio de seringa descartavel da veia
jugular, e colocado em tubo heparinizados. Em seguida, retirou-se uma aliquota de
20uL do sangue e, adicionou-se a 380 uL da solucdo de Turk. Para contagem dos
leucdcitos da sangue periférico em hemocitdbmetro. Para a contagem diferencial de
células, foi confeccionado um esfregaco sangliineo que foi corado por May

Grenwald Giensa, para diferenciacao dos leucocitos ao microscopio éptico.

2.7. Observacao clinica e coleta do material

Apés 7 dias da infeccao experimental e ao final do tratamento, procedeu-se ao
raspado de pele para avaliacao fungica. Para a identificacao do fungo, observou-se
o aspecto da colbnia em meio de cultivo € a morfologia do fungo através da
montagem de um fragmento da colénia em lamina de vidro acrescido de 2 gotas do
corante lactofenol azul-algoddo ao microscopio Optico. Antes e ao final dos
tratamentos, foram realizadas bidpsias das lesbes para avaliagao histoldgica. (Kotnik

et al., 2001).

2.8. Avaliacao Histoldgica

Amostras de 5 mm da éarea da pele infectada por M. canis e do lado
contralateral correspondente foram coletadas nos dias 0 e 15 dos tratamentos. As
amostras foram conservadas em formol a 10%, processadas em parafina e coradas
por Hematoxilina-Eosina (H&E).

Os cortes histolégicos foram avaliados microscopicamente de acordo com o
grau de severidade das lesdes, obedecendo-se 0s escores segundo a metodologia

de Abu-Samra & Hago (1980) modificada: grau 0- sem mudancas histopatolégicas e
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pele normal; grau 1- discretas mudangas histopatolégicas: leve hiperqueratose e
infiltracdo dérmica com leucdcitos; grau 2- moderadas mudancgas histopatoldgicas:
acantose e infiltragdo dérmica moderada com leucécitos; grau 3- severas mudancas
histopatolégicas: acantose e hiperqueratoses. Severa infiltragcdo dérmica com
leucdcitos e histiocitos com alguns polimorfonucleares, inclusive eosindéfilos. A leitura

das laminas foi realizada em “teste cego”.

2.9 Anilise estatistica

Os resultados oriundos das contagens total e diferencial de células foram
expressos em média e desvio padrao e analisados por ANOVA e teste t de Student
(p<0,05). Os escores obtidos nas analises histoldgicas dos diferentes grupos foram
avaliados pelo teste Kruskal Wallis (p<0,05), e as diferengas entre os tratamentos

foram analisadas pelo teste t de Stdent (p<0,05).

3.RESULTADOS

3.1. Raspado de pele

Do total das aliquotas (n=42), em 85,71% (n=36) foi possivel a observagao
macroscopica do fungo. Para confirmagédo do resultado, seguiu-se a observacao
microscopica, e do total observado (n=36), em 77% (n=32) foi possivel a
visualizagdo de estruturas microscopicas caracteristicas de M. canis. Essas
estruturas foram caracterizadas por hifas de parede espessa, rugosa e segmentada.
Pbde-se verificar que 76,19% dos coelhos infectados foram positivos para M. canis.

Ao final dos tratamentos o resultado do cultivo foi negativo.

3.2. Contagem total de leucdcitos
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A contagem total de leucécitos dos grupos testes e controle antes e apds os
tratamentos estdo demonstrados na Fig. 1. Os tratamentos com levamisol (25
mg/Kg), EE (10mg/Kg), Tween 20 (1%) e Salina, ndo induziram diferenca
significativa sobre a contagem total de leucécitos no sangue periférico em todos os

grupos.

3.3 Contagem diferencial de leucécitos

A contagem diferencial de leucécitos dos grupos testes e controle antes e apos
os tratamentos estdo demonstrados na Tab. 1.0s tratamentos com levamisol (25
mg/Kg), EE (10mg/Kg), Tween 20 (1%) e Salina, ndo induziram diferenca
significativa sobre a contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico em

todos os grupos estudados.

3.4 Avaliacao histolégica

Ap6s os tratamentos, houve diferenca significativa nos escores das lesGes
provocadas pelo fungo M. canis. entre todos os grupos estudados, com exceg¢do do
grupo que recebeu o EE (10 mg/Kg) quando comparado com o grupo que recebeu

levamisol (25 mg/Kg).

4. DISCUSSAO

Em animais e humanos, a dermatofitose é geralmente uma enfermidade auto-
limitante (DeBoer & Moriello, 1995). Dentre os dermatéfitos, o M. canis destaca-se
na Medicina veterinaria por acometer diversas espécies como caes, gatos, caprinos,
coelhos e cobaias (Cavalcanti et al., 2003, DeBoer & Moriello, 1995, Abu-Samnra &
Hago, 1980; ZrimseK et al., 1999), sendo também considerada uma zoonose (Sidrim

et al., 1999).
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Os coelhos sao naturalmente infectados por Trichophyton mentagrophytes e
por M. canis, embora a ocorréncia deste ultimo seja rara (Vogtsberger et al., 1986).
No presente trabalho, observou-se a percentagem de 76,19% de animais
comprovadamente positivos para o M. canis, demonstrado que coelhos podem ser
utilizados como modelos experimentais para infec¢do por este fungo.

Durante este estudo, a dermatofitose por M. canis induzida em coelhos
caracterizou-se pela presenca de alopecia, escamas, eritrema, um leve edema,
aumento da espessura da pele e petéquias em toda area infectada durante 10 a 15
dias. Em trabalhos com outras espécies o quadro clinico das lesdes foi semelhante.
Em cobaias, as lesdes caracterizavam-se por exsudato por cerca de 3 a 4 dias (Abu-
Samra & Hago 1980). Em gatos, observou-se eritrema, prurido, aumento da
espessura da epiderme e alopecia focal no periodo de 70 a 90 dias (DeBoer &
Moriello, 1994). Nos caprinos, Abu-Samra & Hago (1980) observaram pontos
hiperémicos, exsudato, alopecia e lesées anulares, que persistiram por cerca de 33
dias.

De acordo com trabalhos realizados por DeBoer & Moriello (1994; 1995) o
modelo ideal para o estudo do desenvolvimento do curso clinico e patolégico em
procedimentos laboratoriais do M. canis, € o gato, pois este animal € capaz de
produzir lesbes e estas possuem a mesma duragdo de uma infecgdo natural.
Entretanto, o uso de gatos naturalmente ou experimentalmente infectados pode ser
problematico por diversas razdes (Mignon, et al., 1999), sendo assim, a utilizacao de
coelhos como modelo experimental pode representar uma boa alternativa.

O tratamento para as dermatofitoses pode ser de forma tdpica ou sistémica
(DeBoer & Moriello, 1995). O tratamento tdpico induz injuria exclusivamente nos

elementos fungicos que parasitam o stratum corneum, néo tendo atuagao sobre as
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células da bainha do pélo. Assim, ele ndo previne a invasao da haste pilosa pelo
fungo (Borges et al., 1993). Quando o tratamento por via topica nao é efetivo, faz-se
necessario a utilizagcdo de drogas sistémicas (Rand, 2000), entretanto essas drogas
apresentam efeitos adversos (Smith, 2000).

As dermatofitoses, caracterizam-se por desencadear as respostas imune
celular e humoral (Zrimsek et al, 1999). Em individuos imunossuprimidos, o
tratamento tépico das dermatofitoses é, algumas vezes, menos efetivo (Smith,
2000). Sendo assim, o uso de imunomoduladores, pode auxiliar na terapia
antifngica. Neste estudo, o EE demonstrou comportamento semelhante ao
levamisol, droga com atividade imunoestimulante cujo mecanismo de acao envolve a
ativacdo de «ceélulas T (Finger & Scheinberg, 2002), quimiotaxia de
polimorfonucleares in vitro (Velazquez et al, 1998). Sugerindo assim, que
provavelmente o EE apresente atividade semelhante.

No presente trabalho, o tratamento dos animais por via oral com EE de M.
charantia, reduziu significativamente as alteragdes histolégicas quando comparados
com 0s animais que receberam apenas veiculo e salina. Resultado semelhante foi
observado nos animais tratados com levamisol, uma droga com agao
imunoestimulante. Esses achados demonstraram que o EE teve efeito sobre a lesao
fungica, pois apos 15 dias de tratamento a epiderme apresentava-se normal,
apresentando apenas hiperceratose discreta, e presenca de edema e congestao
discretos na derme. Enquanto, nos grupos controle, a epiderme apresentava-se
aumentada, com hiperplasia e hiperceratose discreta, e na derme havia edema e
congestao moderados, com presenca de exsudato, e infiltracao leucocitica.

O extrato aquoso das folhas de M. charantia na concentragdo de 1 mg/mL, foi
inativa sobre Epidermophyton floccosum, Microsporum canis e Tricophyton
mentagrophytes in vitro (Caceres et al., 1991). O extrato hidroalcodlico da planta
inteira seca, na concentracao de 1 mg/mL foi inativa contra Aspergillus fumigatus e
T. mentagrophytes (Bhakuni et al., 1988), esses estudos demonstraram que as
folhas desta planta ndo tem atividade contra estes fungos. Entretanto, o extrato
aquoso das folhas de M. charantia, quando utilizada na agua de beber de frangos
diminuiu a mortalidade e aumentou o ganho de peso das aves infectadas com

Aspergillus spp (Lans & Brown, 1998). O presente trabalho, demonstrou que o EE
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diminuiu as lesdes e o infiltrado leucocitico ocasionadas pelo fungo M. canis,

evidenciando possivel atuagdo desse extrato sobre as células inflamatérias.
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Figura 1. Contagem total de leucécitos do sangue periférico de coelhos
infectados experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por

via oral com EE (10mg/Kg), de M. charantia.
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Tabela 1. Contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico de coelhos
infectados experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por

via oral com EE de M. charantia.

Tratamentos Neutroéfilos Eosinéfilos Monécitos Linfécitos
Antes Apés Antes Apés Antes Apés Antes Apés
(X+dp)  (X+tdp) (Xtdp)  (X+tdp) (Xtdp)  (Xtdp) (Xtdp) (Xxdp)

Salina 1,261+0,81 3,68510,82 0,9£1,06 2,63+2,31 3,61+1,02 3,85+3,04 8,2840,84 7,58+1,96

Tween20 2384070 2,13£1,13 4094222  3,64+1,03 4,09£3,62 255£1,29 6,39+1,03 7,39£1,18
(1%)

EE 2,63£1,29 2,1041,08  6,36%3,15  2,90+1,35 6,63+2,52 3,64+2,73 7,33+1,03 7,85+0,72
(10 mg/Kg)

Levamisol 2,44+1,33 3,10£2,17 2,23+4,05 1,57+0,54 0,49+0,43 1,57+0,54 7,33+1,76 7,85%0,39
(25 mg/Kg)
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Tabela 2. Avaliacao histoléogico da pele de coelhos infectados
experimentalmente com M. canis, antes e ao final do tratamento por via oral

com EE de M. charantia.

Tratamentos Média das Ordenacodes

Dia0 Dia 15
Salina 7 107¢e
Tween 20 (1%) 7.8 1009
EE (10 mg/Kg) 75 gan
Levamisol (25 mg/Kg) 14 10"

Valores expressos como média das ordenagdes dos escores das lesbes Teste
Kruskal Wallis (p<0,05) e teste t de Student (p<0,05) com T dia zero (3,11) e T dia 15

(10). Letras diferentes indicam a diferenca estatistica entre os diversos grupos.



