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RESUMO

Das enfermidades infecciosas com sinais neurolégicos mais comuns em caes, a
cinomose canina é sem duvida a mais rotineiramente observada na clinica médica de
pequenos animais, a cinomose canina é causada por um Morbilivirus da familia
Paramixoviridae, apresenta alta morbidade e mortalidade, em que, na maioria dos
casos € estabelecido apenas um suporte sintomatico para o animal, visto ndo haver
tratamento especifico para a doenca. Varias pesquisas relatam as atividades antiviral,
imunomodulador, antiinflamatéra, antioxidante e neuroprotetora do noni (Morinda
citrifolia). O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do tratamento com extrato
metanodlico seco de frutos de noni em cées com sintomatologia neurologica
acometidos pelo virus da cinomose. 17 cdes foram assim divididos: G1 (grupo
controle, utilizando tratamento alopatico - 9 animais), G2 (tratados com 1000mg do
extrato - 8 animais). Os frutos foram colhidos de pomares de comunitarios do
municipio de Belterra, Estado do Para. O perfil cromatografico preliminar do extrato
por realizado por cromatografia em camada delgada (CCD) que revelou a presenca
de taninos condensados, terpenos, flavonoides e cumarina comparados com as
coloracdes dos padrbes de referéncia. Os resultados de toxicidade aguda do extrato,
em camundongos nao revelaram sinais de intoxicacdo, assim como ndo houve
alteracao significativa nos testes bioquimicos de uréia e creatinina dos caes tratados,
tendo como base as referéncias dos marcadores de Aspartato Amino Transferase
(AST) e Alanina Amino Transferase (ALT), sugerindo que o extrato ndo possui efeitos
nefro ou hepatotoxicos. Ao final do experimento, dois animais do G1 sobreviveram,
engquanto que no G2 houveram 6 sobreviventes. A utilizacdo dos cdes do presente
estudo foi aprovada pelo comité de ética sob o numero 1120180047/2019. A
administracéo oral do extrato metandlico do noni na dose de 1000mg/animal se
mostrou eficiente, comparado ao tratamento alopatico na remissao dos sinais

neurologicos causados pela cinomose se comparado ao grupo controle.

Palavras-chave: Morinda citrifolia. Atividade antiviral. Cinomose.



ABSTRACT

From the infectious diseases with the most common neurological signs in dogs, canine
distemper is undoubtedly the most routinely observed in the medical clinic of small
animals, canine distemper is caused by a Morbillivirus of the Paramyxoviridae family,
it has high morbidity and mortality, where in most cases, only a symptomatic support
Is established for the animal, since there is no specific treatment for the disease.
Several studies report the antiviral, immunomodulatory, anti-inflammatory, antioxidant
and neuroprotective activities of noni (Morinda citrifolia). The goal of this study was to
evaluate the efficacy of treatment with dried methanolic extract of noni fruits in dogs
with neurological symptoms affected by distemper virus. 17 dogs were divided as
follows: G1 (control group, using allopathic treatment - 9 animals), G2 (treated with
1000mg of the extract - 8 animals). The fruits were harvested from community orchards
in Belterra municipality, State of Para. The preliminary chromatographic profile of the
extract produced by thin layer chromatography (TLC) which discovered the presence
of condensed tannins, terpenes, flavonoids and coumarin compared to the reference
standards colorations. The extract results for acute toxicity in mice did not reveal
intoxication signs, as well as there was no significant change in the treated dogs urea
and creatinine biochemical tests, based on the references markers of Aspartate
Aminotransferase (AST) and Alanine Aminotransferase (ALT), suggesting that the
extract has no nephro or hepatotoxic effects. At the end of the experiment, two animals
from G1 survived, while in G2 there were 6 survivors. The dogs use for the present
study was approved by the ethics committee under number 1120180047/2019.The oral
administration of noni methanolic extract at a dose of 1000mg/animal proved to be
moderately efficient, in the remission of neurological signs caused by distemper if

compared to the control group.

Keywords: Morinda citrifolia. Antiviral activity. Distemper.
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1 INTRODUCAO

As enfermidades infecciosas com sinais neurolégicos em cdes sao
rotineiramente observadas na clinica médica de pequenos animais, apresentando por
vezes sintomatologia inespecifica, o0 que exige do veterinario um certo grau de
ceticismo, acumulando informacdes e solicitando exames que possam levar a um
diagnéstico mais assertivo, pois 0s sintomas podem estar relacionados com a
toxoplasmose, neosporose, erliquiose, raiva meningoencefalocele congénita,
encefalomielite canina por herpesvirus, dentre outras (NEVES, 2010).

Na maioria dos casos € estabelecido apenas um suporte sintomético para o
animal, visto ndo haver tratamento especifico para a doenca (GREENE, 2006). O
conhecimento popular sobre o uso de plantas na terapéutica associado ao
embasamento cientifico sobre determinadas plantas tém trazido a tona a utilizacédo de
todas as partes do noni (Morinda citrifolia) uma arvore de pequeno porte da familia
Rubiaceae, e que tem sido utilizada na medicina popular asiatica h4 milhares de anos
(CHAN-BLANCO et al., 2006) em diversas patologias, dentre elas, as que acometem
0 sistema nervoso central.

A procura por produtos fitoterapicos vem aumentando, pelo anseio de produtos
ecologicamente corretos e que possuem propriedades curativas. Varias pesquisas
relatam a atividade antiviral, imunomodulador, antiinflamatéra, antioxidante e
neuroprotetora do noni (PACHAURI et al.,, 2012; RATNOGLIK et al., 2014;
TOMBOLATO et al., 2005). Em estudo comparativo realizado por Torres (2016) entre
caes acometidos de cinomose que fizeram tratamento com extrato do noni, tiveram
remissdo dos sinais neuroldgicos mais rapidos do que o grupo controle, diminuindo
consideravelmente a taxa de mortalidade em relacdo aos animais tratados com terapia
convencional.

A experimentacgédo cientifica do uso do extrato metanolico do noni na remissédo
dos sinais neurologicos, especialmente em cdes acometidos com cinomose é o objeto
de estudo deste trabalho, para tanto utilizamos por base estudos importantes que
relatam principalmente os efeitos neuroprotetor, antiiflamatorio, antioxidante e antiviral

desta espécie vegetal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cinomose canina

Na rotina da clinica médica € comum o veterinario se deparar com alteracdes
neurolégicas, de diversas causas: congénitas, toxicas, metabolicas, trauméticas,
neoplasicas, inflamatério-infecciosas, entre outras (CHRISMAN, 1991). A cinomose
canina é uma doenca viral que compromete 0 sistema respiratorio, gastrointestinal,
dermatoldégico, oftalmoldgico e neuroldgico dos canideos, assim, € considerada uma
doenca multissitémica (FENNER, 2004), e, segundo McCandlish (2001) € uma das
principais infeccfes e um dos importantes patégenos que acometem cédes domeésticos
e outros carnivoros.

A doenca é provocada por um Morbilivius, virus da familia Paramyxoviridae,
antigénicamente relacionado com o sarampo; e que devido sua instabilidade
sobrevive por curto espaco de tempo no ambiente, a desidratacéo e os desinfetantes
destroem o virus com facilidade (SHERDING, 2003). Os procedimentos de
desinfeccéo de rotina geralmente séo suficientes para a destruicdo do virus em canis,
clinicas ou hospitais veterinarios e, em climas quentes, o virus ndo é viavel por muito

tempo em canis apos a remocéao dos animais infectados (GREENE; APPEL, 2006).

2.1.1 Epidemiologia

De acordo com estudos de Headley e Graga (2000) a cinomose no Brasil ainda
€ endémica, as ocorréncias clinicas da doenca podem representar até 6% em caes, e
ainda representar 11% das mortes. Apesar das altas taxas de incidéncia e
mortalidade, ndo existe notificagdo dos casos, por ndo se tratar de uma zoonose, 0
que dificulta que novas medidas de controle sejam implementadas (MARTINS;
LOPES; FRANCA, 2009).

Caracteristicas raciais, de sexo ou idade sao indiferentes para o0 acometimento
da doenca (GAMA, 2007), porém, observa-se que caes sem raca definida sdo os mais
acometidos pela doenca se comparados aos cées de raga, isso se deve ao fato de
gue este grupo é extremamente representativo no Brasil (MARTINS; LOPES;
FRANCA, 2009), observa-se que caes jovens e ndo vacinados, o acometimento do

sistema nervoso central (SNC) vem acompanhado de outras de infeccdes
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oportunistas, tais quais, as respiratorias e gastrointestinais (GAMA, 2007), e segundo

Ettinger e Feldman (2008) a pneumonia bacteriana € comum em cées com cinomose.

2.1.2 Patogenia

A forma mais frequente de transmissdo ocorre através de aerossoéis com
particulas virais, fezes, urina e secrecdo respiratéria (MARTELLA et al., 2008),
advindas de um cao infectado cerca de 7 dias antes, periodo que o animal comeca a
eliminar o virus (GREENE; APPEL, 2006). Nelson e Couto (2001) relatam que a
fagocitose pelos macréfagos ocorre imediatamente ap6s a inalagdo do virus, e
segundo Kapil & Yeary (2011) dentro de 24 horas os vasos linfaticos levam para os
tecidos linfoides, tonsilas e linfonodos bronqueais (figura 1). Os tecidos epiteliais e 0
sistema nervoso central sdo infectados de 8 a 14 dias ap0s a infeccao pelo virus,
sendo que o 6bito dos animais se deve principalmente a infec¢do do sistema nervoso
central (BIRCHARD, 1998).

Acredita-se que por via hematdgena em associagdo a linfécitos e mondcitos
infectados que atravessam a barreira hematoencefalica ocorra a invasao neural do
virus (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; BEINEKE et al., 2009). Assim como na
etiopatogenia de doengas degenerativas bem conhecidas em humanos, o estresse
oxidativo, na cinomose, contribui para a lesdo tecidual, e para o processo de
degeneracao da bainha de mielina (CURTIS, 2013).

Figura 1 - Patogenia da cinomose

Fonte: Kapil e Yeary (2011 apud Torres, 2016)
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2.1.3 Sinais clinicos

A doenca branda pode apresentar sinais de apatia, diminuicdo de apetite, febre
e infeccdo do trato respiratério superior (GREENE; APPEL, 2006). Porém, os sinais
sdo exacerbados quando ha infeccdo secundaria bacteriana, entre eles: descarga
nasal purulenta, tosse, dispnéia, pneumonia, diarréia, vomito e pustulas (APPEL,
SUMMERS, 1999). Entre os sinais dermatolégicos, a hiperqueratose de coxins e
focinho (GREENE; APPEL, 2006). Estudos de Tipold, Vadeveld e Jaggy (1992)
indicaram que os sinais clinicos extraneurais (gastrintestinais, respiratérios, febre e
conjutivites podem anteceder ou ocorrer simultaneamente com 0s sinais
neurolégicos).

A cinomose em fase neurologica pode manifestar-se como poliencefalite ou
leucoencefalite, com uma incidéncia maior da ultima, geralmente acompanhada de
desmielinizac&o, ou seja, a destruicdo da bainha de mielina que envolve todas as
terminac6es nervosas (SPTIZBARTH et al. 2012; CORREA, 1991), que segundo Braz
(2009) esse processo é causado por uma reacao auto imune. Aproximadamente,
metade dos cdes que sobrevivem aos sinais sistémicos, evidenciam tardiamente,
sinais neuroldgicos da cinomose (FENNER, 1997).

De acordo com Summers et al., (1995) na maioria dos casos de cinomose 0
SNC é acometido, mesmo nagueles sem transtornos neurolégicos, considera-se que,
0s animais que evidenciam sinais neurolégicos sdo os que apresentaram falha no
sistema imune em eliminar o virus invasor. Apés o periodo de incubacdo de
aproximadamente uma semana evidenciam-se esses sinais (Quinn et al., 2005).
Assim, os animais imunizados aumentam a chance de vencer o virus ainda no tecido
linféide, impedindo a invasao para outros 6rgdos (GAMA et al., 2005).

As lesbes neuroldgicas dependem basicamente da idade, estado imunologico
e cepa viral (GREENE; APPEL, 2006). De acordo com Gebara (2004), os sinais mais
frequentemente encontrados em caes acometidos com cinomose na fase neurolégica
sdo: paralisias dos membros pélvicos, ataxia e nistagmo, tremores e hipermetria, e 0s
sinais de desmilieniza¢éo, segundo Ettinger e Feldman (2008), tigues de mastigacéo,
cegueira, rigidez muscular e vocalizacao.

As convulsdes e mioclonias presentes em 40 a 75% dos casos de cinomose
sdo alteracdes tipicamente relacionadas a matéria cinzenta, (MARTELLA et al., 2008;
MONTI, 2004), enquanto déficits visuais e diferentes formas de comprometimento
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motor sdo sinais principalmente de disfungbes da matéria branca (MARTELLA et al.,
2008). No entanto, Summers et al., (1984), observou que as lesdes na substancia
cinzenta eram mais graves e extensas em animais acometidos, enquanto a inflamacéo
na substancia branca eram leves. Neste interin, percebe-se que o curso da doencga é
variavel, e que a morte ocorre na grande maioria dos casos (JONES, 2000).

2.1.4 Diagnéstico

Os sinais clinicos sao geralmente o que baseiam o diagndstico da cinomose,
unidos ao histérico de vacinacdes inadequadas, e a possivel exposicdo ao virus.
Assim uma boa anamnese € o ponto de partida para a investigagdo mais profunda e
confirmacdo da doenca o quanto antes, pois 0 progndéstico em geral é altamente
desfavoravel e tem um elevado potencial infeccioso, sendo imprescindivel a
ratificacdo do diagnostico ante-mortem (ARNS et al.,, 2012). Porém devido a
variabilidade sinais clinicos inespecificos o diagndstico torna-se dificil, pois depende
da viruléncia da estirpe viral, o estado imunolégico e idade dos animais acometidos
(REZENDE et.al., 2009).

A maioria das afirmacdes diagnosticas sdo comumente baseados apenas em:
anamnese, sintomatologia e achados hematoldgicos, e o conhecimento desses
parametros ajudam a orientar o tratamento e prognostico do animal (NELSON;
COUTO, 2010). A anemia, leucopenia e linfopenia sdo os principais achados
hematoldgicos em cées com cinomose (SILVA et al., 2005; AMUDE et al., 2007). Silva
et al., (2004) relata que a trombocitopenia, quando observada é uma resposta
imunomediada removendo as plaquetas pelo sistema reticulo endotelial a partir de
anticorpos antiplaquetérios induzidos pelo o género Morbillivirus.

A confirmacéo da doenca, de acordo com Braz (2009) pode ser feita atraves da
identificacdo de Corpusculos de Lentz, em histologia intracitoplasmatica ou
intranucleares de diversos tecidos, segundo Gebara et al. (2004) os corpusculos ainda
podem ser encontrados em células de exsudato, epiteliais e em neutrdfilos, sendo que
0s corpusculos sdo achados patognomdnicos da doenca. Porém, uma nova sindrome
denominada polioencefalite do corpusculo de incluséo pode estar associada a esse
achado (NESSELER et. al., 1997) sendo, portanto, necesséria precaucao para
confirmacdo do diagnéstico de cinomose baseado somente na presenca dessas
inclusdes (CORREA,1992).



16

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é empregada com
sucesso devido a alta especificidade e sensibilidade, podendo utilizar diferentes tipos
de amostras biolégicas, como sangue, soro, urina e fragmentos de orgaos. (GEBARA
et al., 2004). Segundo Greene e Vandevelde (2015) a utilizagdo do sangue ou urina
para Polymerase Chain Reaction — PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase) foram
mais sensiveis que outras amostras indicadas, porém, o teste diagnéstico nao
diferencia o virus vacinal do virus natural, podendo levar a um resultado falso positivo.

As técnicas sorologicas apesar de limitadas, pois, mesmo os animais que
morrem por cinomose podem nao apresentar titulos de anticorpos detectados pelos
testes (GEBARA, et.al., 2004), séo utilizadas com o intuito de iniciar precocemente o
tratamento da doenca, Ettinger e Feldman (2008) relatam que na fase aguda da
doenca devido a uma falha na resposta imunoldgica os resultados podem apresentar
falso negativos.

A comercializacdo de um kit de imunoensaio cromatografico para deteccao de
antigeno (Ag) da cinomose em cées, tornou-se um teste de triagem mais acessivel e
rapido, visando o tratamento o mais breve possivel, nos quais amostras de urina,
saliva, soro, plasma ou liquor (CURTI; ARIAS; ZANUTTO, 2012). O teste tornou-se
popular para o diagnostico da doenca e auxiliar na preparacdo de programa de

vacinacao.

2.1.5 Tratamento

Até o momento ndo se tem disponivel antivirais especificos contra a cinomose
canina (APPEL; SUMMERS, 1999), por isso grande parte do tratamento das doencas
gue afetam o sistema nervoso, devido ao seu grau de comprometimento se baseia no
uso de imunoglobulinas, para a reativacdo e fortalecimento do sistema imune
(NEVES, 2010), antibioticos, devido a ocorréncia de infec¢do bacteriana secundaria
do trato respiratorio e digestivo e na terapia de suporte, de acordo com a
sintomatologia desenvolvida (NEVES, 2010, LITFALLA et al., 2008), o uso de
anticonvulsivantes podem ser necessarios, porém nao tem efeito curativo, e a
fluidoterapia de suporte é indicada para animais desidratados (APPEL; SUMMERS,
1999).

O prognostico para cdes que apresentem sintomatologia nervosa é

desfavoravel (NELSON; COUTO, 2001), pois os animais tratados ndo respondem
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satisfatoriamente, e quando ocorre o envolvimento do SNC, ocasionalmente os
animais se recuperam (APPEL; SUMMERS, 1999). Estudos de Sherding (2003)
revelam que os déficits neurologicos causados pelo virus da cinomose canina Sao
frequentemente irreversiveis, desta forma a eutanasia de animais com sintomatologia
neuroldgica progressiva, severa e incapacitante é geralmente recomendada.

A acupuntura como terapia alternativa tem apresentado resultados satisfatorios
para tratamento de distarbios neurolégicos produzidos por cinomose em céaes
(SCHOEN, 2006), assim como o uso de células-tronco, podem ser efetivas ou
irrelevantes o tratamento da cinomose, dependendo do tipo especifico de célula a ser
utilizada (MONTEIRO, 2017; PINHEIRO, 2014), porém grande parte dos estudos com
células tronco referem-se ao tratamento das sequelas da cinomose, ndo propriamente

aos animais doentes.

2.2  Fitoterapia

A fitoterapia € o uso de plantas medicinais do conhecimento popular,
constituindo um conjunto de saberes internalizados nos diversos usuarios e
praticantes, especialmente pela tradicdo oral (BRAGANCA, 1996). As plantas
utilizadas para esse fim sdo tradicionalmente denominadas medicinais. O termo
Fitoterapia deriva do grego phyton que significa “vegetal” e de therapeia, "tratamento”
(ALVES, 2003).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades tanto em
humanos quanto em animais possui séculos de tradicdo em diversas culturas
(MONTEIRO et al., 2011), mas somente por volta de 2800 a. C o uso terapéutico das
plantas foi documentado em relato escrito, em obra chinesa Pen Ts’ao (“A Grande
Fitoterapia”), de Shen Nung. (ELDIN; DUNFORD 2001). Os avancos efetivos
ocorreram somente a partir do século XIX, pela contribuicdo da &rea quimica, em
analisar e isolar os principios ativos das plantas (TOMAZZONI et al. 2006).

Na historia do Brasil, registros relatam os primeiros médicos portugueses que
aqui chegaram, e que, devido a escassez dos medicamentos utilizados na Europa,
foram obrigados a perceber a importancia dos remédios de origem vegetal utilizados
pelos povos indigenas (BRASIL, 2012a). Sé no Brasil, ha cerca de 350 mil espécies

de plantas medicinais reconhecidas, utilizando-se das mais diversas estruturas e
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orgdos vegetais, assim como de diversas formas de preparo destas plantas,
dependendo do tipo de planta e a afeccéo a ser tratada (REZENDE; COCCO 2002).

Segundo Formulario de Fitoterapicos Farmacopeia Brasileira, fitoterapico é o
produto obtido de planta medicinal, ou de seus derivados, exceto substancias isoladas
farmacologicamente ativas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa (BRASIL b,
2018), € importante salientar que plantas medicinais sao definidas como plantas que
proporcionam alivio ou cura de doencas tendo um uso tradicional em determinadas
populacdes, e seu uso esta condicionado ao conhecimento sobre coleta e preparo,
porém a partir do momento que uma planta medicinal é industrializada, no sentido de
producao de medicamentos, passa a ser considerada como um fitoterapico (BRASIL,
2010c).

A auséncia de alternativas econdmicas ou a tradi¢cdo sao fatores que levam a
escolha do uso de plantas medicinais nos povos mais pobres, em contrapartida o
consumo de medicamentos fitoterapicos em paises mais desenvolvidos é influenciado
pelo modismo do consumo de produtos de origem natural (VEIGA et al., 2005), os
avancos cientificos sobre o tema, o desenvolvimento de fitoterapicos mais seguros e
eficazes, e ainda a crescente busca pela populacao, por terapias menos agressivas
(YUNES, 2001).

A ciéncia tem demonstrado que as frutas e hortalicas sdo dotadas de
propriedades medicinais, e que mudanca nos habitos alimentares podem ajudar a
reduzir a incidéncia de doencas, e esses avancos cientificos permitiram o
desenvolvimento de fitoterdpicos reconhecidamente seguros e eficazes (PANATO et
al. 2007). Em paises industrializados, como Canad4, Franca, Alemanha e Italia, o uso
de medicamentos fitoterapicos € igualmente significante aos medicamentos
alopaticos, onde 70% a 90% de sua populacdo tem usado esses recursos com a
denominacgéo de complementar, alternativa ou ndo convencional (WHO, 2011).

Devido a ocorréncia da utilizacdo massiva de agrotoxicos e quimioterapicos o
desenvolvimento de novos fitoterapicos mais seletivos e menos agressivos ao homem
e 0 meio ambiente é primordial. As plantas sdo ricas em substancias bioativas, e ha
tempos vém sendo introduzidas nas propriedades agricolas como forma alternativa
no controle de pragas e parasitos, muitas delas sdo biodegradaveis apresentando
baixa ou henhuma toxicidade (CORREA; SALGADO, 2011).

E importante salientar que, para a manutencéo das funcées basicas de seus

orgaos, tais quais, a raiz, o caule, os galhos, as folhas, flores e frutos, sdo produzidos
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0s metabdlitos primarios, de outra forma, os metabdlitos secundérios sédo produzidos
por uma reacdo da planta, a partir de estimulos estressantes. Entdo, € importante
conhecer a composicdo quimica e os metabdlitos secundarios responsaveis pelas
modificacdes bioldgicas, quais sejam os alcaldides, saponinas, flavondides, taninos,
cumarinas, antraquinonas e outros (SANTOS, 1999).

Para a terapéutica animal, a procura desses fitoterapicos vem aumentando
gradativamente, principalmente devido a pressao do consumidor, que cada vez mais
anseia por mercadorias produzidas de forma ecologicamente correta, dentro dos
principios de agroecologia, que depende do mundo natural, (BRANDAO, 2006).
Estatisticas divulgadas por Ozaki e Duarte (2006) revelam que os fitoterapicos ja
representam hoje 6,7% dos medicamentos veterinarios, a utilizacdo destes nas

doencas neuroldgicas € devido a sua acao calmante, relaxante e sedativa para caes.
2.3 Noni - morinda citrifolia

O noni (M. citrifolia) ganhou recente notoriedade, e pesquisas séo direcionadas
para comprovar o conhecimento popular que defende que o fruto e seus derivados
tém propriedades de prevencdo e cura de algumas enfermidades (HARADA et al.,
2009). O noni é uma planta originaria da Asia tropical utilizada como corante e planta
medicinal, descoberta pelos povos polinésios e a partir de entdo tem sido amplamente
divulgada suas qualidades terapéuticas e nutricionais (WANG et al., 2002).

Figura 2 - Maturacao do fruto
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Segundo Palioto et al. (2015) fatores ambientais-regionais (temperatura, solo,
radiacdo, umidade, corrente de ar) podem dar a planta caracteristicas proprias, o
ponto de maturacdo, armazenamento, podem dar ao fruto e suas partes, diferencas
de composicdo apos a andlise (DENG et al., 2007), porém diversos metabolitos
comuns entre eles ja foram isolados em outros estudos, como 0s compostos fendlico,
acidos organicos e alcaloides, sendo 0s compostos ativos: as cumarinas, 0os acidos
graxos, os flavondides, as lignanas, os polissacarideos, os iridéides, as
antraquinonas, os terpendides e o0s esterGis os quais dos fendlicos, os mais
Importantes sédo as antraquinonas (WANG; SU, 2001).

Pesquisas direcionam para a veracidade do conhecimento popular que a
utilizacdo do noni previne e cura algumas enfermidades, dentre elas: o combate a
dores, tumores, inflamacgdes, hipertensao, fadiga (VASCONCELOS et al., 2014). O
fruto é considerado um antioxidante natural e o consumo na forma de suco, auxilia o
sistema imunoldgico e aumenta a capacidade das células na absorcao de nutrientes
(TOMBOLATO et al., 2005) além da atividade antiviral (RATNOGLIK et al., 2014) e
neuroprotetora (PACHAURI et al., 2012).

Os efeitos neuroprotetores utilizando o extrato acetato de etila de M. citrifolia
em doses de 200 e 400 mg/kg foram observados por Muralidharan, RaviKkumar e
Balamurugan (2010), provocando um aumento dos niveis de serotonina, dopamina e
enzimas antioxidantes em experimentacdo animal, através de testes
comportamentais. Pesquisas em coelhos com hidrocefalia tratados com noni e
memantina, observaram-se efeitos terapéuticos mais pronunciados no grupo tratado
com noni (KOKTURK et al., 2013).

O uso do extrato etanolico dos frutos de noni em conjunto com as fracdes
cloroférmicas e acetato de etila demonstraram melhora no fluxo sanguineo cerebral
com diminuicdo do estresse oxidativo e aumento da memdria, demonstrando sua
atividade em perda de memodria (PACHAURI et al., 2012). Pesquisas realizadas por
Wang et al. (2002) a partir de solicitacdo da empresa International TAHITIAN NONI®
juice sobre a toxicidade aguda do suco do noni em uma dosagem de 5.000 mg/kg,
administrado por alimentagéo forgada, ndo revelou sinais de toxicidade e também
nenhum sinal macroscoépico de toxicidade em 6érgdos apos necropsia.

Em relacdo ao uso de partes da planta de noni para tratamento com culturas
de células infectadas pelo virus da hepatite C, o extrato metandlico das folhas e suas

fracdes hexanica e acetato de etila demonstraram ter atividade antiviral (RATNOGLIK
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et al., 2014), j4 o extrato metandlico dos frutos exibiram moderados efeitos inibitorios
contra o virus Epstein-Barr (AKIHISA et al., 2007). Quanto ao estado de maturacao
Satiro et al. (2018) observou que os teores de flavonoides nos frutos pré-maduros sao
superiores a outros estagios de maturacao.

Torres (2016), em estudo com caes acometidos de cinomose com
sintomatologia nervosa tratados com 500 mg de extrato metandlico de noni via oral
durante 30 dias, apresentaram melhora clinica a partir de 5 dias de tratamento, e
guatro dos sete animais apresentaram remissdo dos sinais clinicos, enquanto sete
dos oito animais tratados com medicamentos convencionais vieram a oObito, este
estudo mostrou a eficacia da droga vegetal frente aos medicamentos sintéticos na

remissao dos sinais neuroldgicos causados pelo virus da cinomose canina.

3 JUSTIFICATIVA

A rotina clinica em medicina veterinaria de pequenos animais aponta uma alta
incidéncia de casos de cinomose canina em nossa regido, possivelmente pela
vacinacdo inadequada desses animais e o grande nimero de animais errantes. A
cinomose € considerada uma doenca multifatorial, acometendo os sistemas
gastrointestinal, hepatico, respiratério, ocular e, em fase adiantada da doenca, o
sistema neurologico, que € quando geralmente o tutor busca atendimento.

Os protocolos terapéuticos nesta fase, raramente tem sucesso devido a
severidade da doenca e aos altos custos do tratamento, o que leva ao veterinario
recomendar a eutanasia do animal, gerando sofrimento aos tutores, pois em alguns
casos 0 animal tornou-se um membro da familia. Assim, € imprescindivel pesquisas
gue propdem tratamentos alternativos, eficazes, seguros e de baixo custo.

Os poucos estudos na busca do tratamento de doencas neuroldgicas em cées,
especialmente a cinomose canina, aliado aos conhecimentos cientificos dos efeitos
imunomodulador, antiviral, antibacteriano e neuroprotetor do noni justifica a realizacéo
da pesquisa, que visa avaliar a eficiéncia da utilizacdo do extrato metandlico do noni
na regressao da sintomatologia neuroldégica em caes infectados pelo virus da

cinomose, frente a terapia convencional.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral:

Avaliar a resposta ao tratamento com noni (M. citrifolia) em cdes com

sintomatologia neuroldgica acometidos pelo virus da cinomose.

4.2  Objetivos especificos:

a) avaliar os parametros hematolégicos e bioquimicos de cdes tratados com noni
e 0 dos animais com tratamento convencional,

b) comparar a resposta clinica frente aos diferentes tratamentos;

C) avaliar a composicao quimica dos constituintes presentes no extrato metandlico
seco dos frutos de M. citrifolia;

d) avaliar a sintomatologia neuroldgica dos cdes em estudo;

e) avaliar da toxicidade aguda do extrato em camundongos swis.

5 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em forma experimental e qualitativa, com
tratamento in vivo de animais nao vacinados, acometidos pela cinomose canina e com
sintomatologia neurolégica da doenca, com extrato metanolico do fruto de M. citrifolia

ou tratamento alopatico padréao, dependendo do grupo que cada animal foi alocado.

5.1 Animais

Foram utilizados ao total, 17 cdes ndo vacinados, ndo importando a raca,
tamanho ou peso, com comprometimento neurolégico, apresentando no minimo um
dos sintomas descritos na ficha avaliagdo neurolégica individual, os dados avaliados
referem-se ao nivel de consciéncia, postura, marcha, movimentos involuntarios e
reflexos. As observaces feitas diariamente estdo demonstradas na tabela 1 e 2 no

apéndice 2 (Ficha de avaliacéo neurolégica). Todos os procedimentos realizados com



23

os cdes neste trabalho possuem aprovacdo pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA) sob o nimero
1120180047/2019 (Anexo 1).

A triagem dos animais ocorreu nas clinicas e consultorios veterinarios de
Santarém - Pa, e no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da mesma cidade, nos
animais com suspeita clinica da doenca foi realizado a anamnese detalhada, e entédo
submetido ao teste cromatografico para a triagem, um imunoensaio cromatografico
para a deteccdo qualitativa do anticorpo IgG do virus da cinomose em amostras de
sangue, soro ou plasma, a partir da coleta de sangue do animal suspeito, seguindo-
se com a recomendacéo do fabricante (figura 3).

O teste possui trés linhas na sua superficie: C1 (linha controle 1); T (como linha
de teste) e C2 (como linha de controle 2). Nenhuma das linhas é visivel na janela de
resultado antes da aplicacdo da amostra. As linhas de controle (C1 e C2) sdo usadas
para controle de procedimento. Estas linhas devem sempre aparecer se o
procedimento do teste estiver correto e se 0s reagentes da linha de controle estiverem
funcionando. Uma linha roxa sera visivel na janela de resultado (T) se houver a
presenca de anticorpos Imunoglobulina G (IgG) da cinomose na amostra testada. O
procedimento para a realizacdo do teste e Interpretacdo dos resultados estao

sintetizados na figura 3.

Figura 3 - Procedimento para a realizacao e interpretacao do teste
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Apés a confirmacdo da doenca, aos tutores dos animais foi solicitado sua
participacdo na pesquisa, o aceite foi formalizado através da leitura e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, onde por sua vez, se comprometem em
seguir as orientacdes do pesquisador quanto ao manejo do animal durante toda da
pesquisa.

Os animais negativos no teste rapido foram retirados do estudo e os cées
positivos foram submetidos a coleta de 4 mL de sangue preferencialmente da veia
cefalica, as coletas dificeis de se realizar neste acesso, a veia jugular foi a segunda
escolha), 2 mL de amostra foi colocada em tubo Eppendorf® com anticoagulante Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) para as provas hematolégicas de identificagéo
das séries vermelhas e brancas, o restante da amostra seguiu em tubo Eppendorf®
sem anticoagulante para as analises bioquimicas de uréia, creatinina e Aspartato
Amino Transferase (AST) e Alanina Amino Transferase (ALT) para avaliagdo da
funcdo renal e hepética respectivamente. As provas hematoldgicas e bioquimicas
foram realizadas em laboratério particular na cidade de Santarém. O fluxograma deste

protocolo esta representado na figura 4.

Figura 4 - Fluxograma do uso dos animais no experimento

Animal suspeito

Negativo Teste cromatografico Positivo

' N

Retirado do estudo Coleta de sangue para testes
hematoldgicos e bioquimicos.

Dia 0

Tratamento +

Avaliacao

o moomesl L& B

Coleta de sangue para testes
hematoldgicos e bioquimicos. Dia
15 (grupo controle). Dia 30 (grupo

Fonte: Autor
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A contencédo dos animais durante todo o experimento foi feita conforme Feitosa
(2008), e ainda seguindo as diretrizes previstas no artigo 6° 8§ 3°da Resolucéo
879/2008 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria - CFMV e das diretrizes do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal a partir da Resolugéo
normativa 12/2013, resguardando a integridade fisica dos pesquisadores e 0 bem-

estar dos animais.

5.1.1 Avaliacdo Neuroldgica

A avaliacdo neuroldgica seguiu a metodologia proposta por Vianna (2000) e
Rajao et al., (2013) onde foi realizada a anamnese em uma marcha tabulada para

coleta dos dados (apéndice 2).

Quadro 1 - Sinais observados na anamnese neuroldgica e a metodologia aplicada

Sinal Caracteristica Metodologia
Estado de consciéncia Observacao inicial e estimulo
Alerta
adequado verbal
] Observacao inicial e estimulo
Letargia Estado de respostas lentas
verbal
Estado em que néo responde a
nenhum estimulo, com . .
Estupor . Estimulo verbal e a dor
excecao da dor.
N&o responde a nenhum
estimulo, nem mesmo a dor, e ) .
Coma _ . Estimulo a dor
o animal ndo pode ser
acordado.
Vocalizagdo Exemplificado como um uivo Observacéo
Alteracdo multifatorial em que
Delirio se perde o contato com a Observacéo
realidade
. Estado de extrema debilidade . i
Prostracéo fisi Observacdao e estimulo verbal
isica
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Head tilt

Caracterizada pela inclinagéo
da cabeca, a partir do plano

mediano

Observacao

Head turn

alteracdo caracterizada pela
rotacdo da cabeca com
manutenc¢do da normalidade

da postura corporal

Observacao

Rigidez descebrada

consiste na rigidez dos quatro
membros com epistétono
(estiramento total da
musculatura do pescoco), em
estado comatoso ou

estuporoso

Observacao

Rigidez descerebelada,

Rigidez dos membros torécicos
e flexao dos pélvicos, com
presenca de episttono e

consciéncia alerta

Observacao

Posicdo de Schiff-Sherrington

caracterizada
por extensdo rigida de
membros
toracicos com propriocepcao e
funcao

motora normal, e flacidez de
membros

pélvicos com diminuic&o ou
auséncia

da funcao motora.

Observacao

Postura com membros em

Posicionar a pata do animal

com a parte dorsal em contato

Propriocepcéo abducéo ou em angulo com o solo, espera-se que
anormal retorne a posi¢ao normal
imediatamente
) Reacdo de defesa para evitar a | Deslocar o animal apoiado em
Saltitamento o _
queda a propria altura um ou dois membros
Perda do controle muscular
Ataxia durante movimentos Observacdao e estimulo verbal
voluntéarios
] Diminuicdo da movimentagdo | Observagéo, estimulo verbal e
Paresia . .
voluntaria dos membros a dor
o Auséncia total da Observacao, estimulo verbal e
Paralisia ) . ) .
movimentagao voluntaria a dor
Vibrag&o involuntaria dos .
Tremores Observacao

muisculos que pode ocorrer
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durante o repouso ou

movimento

Mioclonia

Movimento breve, rapido,
involuntario e brusco e
semelhante a um choque, que
consiste em descargas
musculares Unicas ou

repetitivas

Observacao

Miotomia

Diminuicdo da velocidade de
relaxamento muscular apés
contragdo, estimulo mecénico

ou elétrico.

Estiramento manual dos

membros

Convulstes

Disturbio no qual descargas
elétricas anormais no cérebro
fazem com que os musculos se
contraiam e relaxem
rapidamente de maneira

desordenada

Observacao

Head bobbing

Tremor de cabecga, vertical,

horizontal ou ambos

Observacao

Resposta & ameaca

Movimento de fechar os olhos

frente a uma ameaca

Realizar um movimento de

ameaca tapando um dos olhos

Reflexo pupilar

Contracgdo pupilar frente a uma

fonte de luz

Aplicagdo de luz na pupila e
observacgéo de possivel

midriase

Reflexo palpebral

Contragdo da musculatura das

palpebras

Estimulo tatil
suave nos cantos medial e

lateral das palpebras

Contragdo da musculatura no

Sensibilidade ) Estimulo a dor
local estimulado
_ Posicionamento anormal do .
Estrabismo Observacao
globo ocular
_ Movimentos involuntéarios e _
Nistagmo Observacao

ritmicos dos olhos

Toénus mandibular

Tens&o da musculatura que

sustenta a mandibula

Abertura da boca do animal

Fonte: Vianna (2000) e Rajao et al., (2013). Adaptado
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Foram utilizados 17 animais com idade de 3 meses a 5 anos divididos em, um
grupo controle (9 animais): tratados com enrofloxacino (5mg/kg/duas vezes ao dia/via
oral, durante 15 dias, estimulador neuroldgico a base de vitaminas A (1 gotas/3 Kg/1x
ao dia, via oral durante 15 dias) e complexo B (2 mL/5Kg/1 x ao dia via oral durante
15 dias) e corticoide dexametasona na dose de 1mg/5 Kg/1 vez ao dia/via oral durante
7 dias). Grupo 2 (8 animais): caes tratados com 1000 mg/animal de extrato metandlico
seco de noni, via oral, diluido em agua destilada no momento da administracao.

Para resguardar a identidade dos proprietarios e animais participantes da
pesquisa, 0s grupos e individuos de cada grupo serdo identificados com um sistema
simples de cédigos, de acordo com o tratamento a ser instituido. Os dados para
identificacdo precisa dos animais e proprietarios ficam em poder do pesquisador para
consulta e confronto das informagoes.

Durante todo o tratamento o animal esteve sob os cuidados de seu tutor, em
sua prépria casa, com vistas ao bem-estar do paciente, foi feito avaliacao clinica e
medicacao diariamente durante 30 (trinta) dias, no caso dos grupos tratados com noni,
e durante 15 dias no grupo controle, no mesmo horario, com a anotacdo das
observagdes. Uma outra coleta de sangue foi realizada ao final do tratamento para

avaliacdo e discussao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos.

5.1.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e por
conveniéncia. A flutuacé@o das variaveis séricas foi analisada como medidas repetidas
no tempo. O modelo incluiu os efeitos fixos de tratamento, periodo e a interagédo
tratamento e periodo para andlise das variaveis ureia, creatinina, ALT e AST.

Para execucédo das analises estatisticas foi utilizado o SIGMAPLOT ®, verséo
11. Para todas as analises considerou-se nivel de significancia de 5% (P<0,05). Os
dados neurologicos foram agrupados na escala de tempo: inicio, meio e final do
tratamento, para os dois grupos, em analise descritiva simples, as observacdes foram

tabulas em excel para a comparacao dos tratamentos.
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5.2 Material botanico

Frutos pré-maduros de M. citrifolia foram coletadas no municipio de Belterra -
Estado do Para, situado a 146 metros de altitude, Latitude: 2° 41' 54" Sul, Longitude:
54° 53' 18" Oeste (BRASIL d, 2019) em pomares particulares da comunidade do
Amapa, no periodo de novembro de 2018 e abril de 2019, correspondendo ao periodo

de inverno Amazonico.

5.2.1 Preparo e obtencao do extrato metandlico dos frutos de M. citrifolia

O preparo e obtencdo do extrato metanolico foi realizado no Laboratério de
Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos (P&DBio) do Instituto de
Biodiversidade e Florestas da UFOPA.

Utilizou-se 10.420 kg de frutos integros, pré-maduros, lavados, secos a
temperatura ambiente e pesados em balanga semianalitica. Posteriormente os frutos
foram cortados e colocados em estufa de circulagédo forcada de ar a 38 °C por 5 dias.
Apés essa etapa, o material foi triturado em moinho de facas obtendo-se um p6 de
fina granulometria.

A 650 gramas do material vegetal triturado foi adicionado 1 litro de metanol grau
P.A submetendo-se esta solugdo a banho-maria por um periodo de 4 horas com
agitacao constante com repeticdo. Decorrido esse tempo a solucao obtida foi filtrada
a vacuo e, em seguida a retirada do solvente foi realizada em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida para obtencdo do extrato metandlico bruto, e entdo submetido ao
processo de liofilizacdo para eliminacdo da agua residual proveniente da evaporacao.

Apoés a obtencéo do extrato metandlico foi calculado o rendimento utilizando
uma balanca analitica sendo armazenado em frascos ambar de 30 mL e submetidos

a refrigeracao.

5.2.2 Cromatografia de camada delgada (CCD) do extrato metandlico

O perfil cromatografico preliminar do extrato metandlico feito via cromatografia
em camada delgada (CCD), para deteccdo de terpenos, cumarinas, flavondides,
taninos condensados e hidrolisaveis para avaliagdo desses metabdlitos existentes no
extrato, segundo a metodologia descrita por Wagner e Bladt (2009) com adaptacdes.
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Foram utilizados os seguintes padrdes de referéncia para as classes de
metabodlitos: quercetina e acido galico para flavonoides e taninos respectivamente;
esculina para cumarinas e timol para terpenos. Foram utilizadas cromatoplacas de
aluminio e silicagel 200 um da marca Silicycle® com 9 cm de largura e 6 cm de altura,
tendo altura de corrida de 5 cm.

As amostras dos extratos foram aplicadas na origem das cromatoplacas na
concentracdo de 40 mg/mL em metanol. Para deteccdo de flavondides se utilizou o
revelador cloreto de aluminio a 1 %; para deteccdo de taninos condensados o
revelador foi vanilina cloridrica 1 % com aquecimento, e para hidrolisaveis cloreto
férrico a 1 % com aquecimento; para deteccdo de cumarinas foi utilizado o revelador
hidréxido de potassio a 5% e para a deteccdo de terpenos foi utilizado o revelador

vanilina sulftrica a 1% com aquecimento (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma do protocolo da CCD

ELUENTE METABOLITOS REVELADORES

Flavonéides Cloreto de
Aliiminin

Taninos Vanilina
Condensados Cloridrica

Extrato bruto
40 mg/mL

Taninos Cloreto Férrico

Acetato de Hidrolisaveis

etila: metanol
50:50

Cumarina Hidréxido de
Potassio

Terpeno Vanilina
Sulfarica

Fonte: Autor

Todas as placas foram eluidas em fase movel composta pela mistura dos
solventes acetato de etila: metanol (50:50) (v/v). ApOs a eluicdo, as placas
cromatograficas foram secas e observadas sob luz ultravioleta (UV) nos comprimentos
de onda de 254 e 365 nm, sendo registrados os resultados. Os aspectos considerados

foram cor e fator de retencao (Rf) antes e apds a observagdo com luz UV e mudancgas
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de coloracdo com o uso de reveladores sempre em comparagcdo com padrdes ou

amostras de referéncia.

5.2.3 Avaliacéo da toxicidade aguda oral do extrato metandlico de Morinda citrifolia.

A avaliacdo da toxicidade oral aguda foi realizada de acordo com a metodologia
descrita na OECD - The Organization for Economic Co-operation and Development
(2001), “Toxicidade Aguda de Classe” que determina as doses a serem utilizadas no
estudo (5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg) e o nimero de animais para
cada dose a ser utilizada. Seguindo este protocolo, os animais foram divididos em 2
grupos de 3 animais cada. O grupo 1 (controle) recebeu apenas o veiculo (0,2 mL de
agua destilada), o grupo 2 (estudo) recebeu a dosagem de 2000 mg/kg do extrato
metandlico seco do noni diluido em 0,2 mL de agua destilada, a administracdo foi
realizada por gavagem com os animais em jejum. O uso dos animais neste teste foi

aprovada pelo Comité de ética sob o numero 1120190087.

Figura 6 - Contencéo e gavagem em camundongo

Fonte: Autor

O teste foi repetido com o mesmo numero de animais, totalizando 12
camundongos fémeas. Os animais foram observados individualmente a cada 30
minutos nas quatro primeiras horas, apés esse periodo, e diariamente durante 14 dias.

Os parametros observados foram: irritabilidade, resposta ao toque, tdnus corporal,
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forca para agarrar, tremores, convulsdes, lacrimacéo, micgao, diarreia, respiracéo,
cianose, letargia, alteracdes de pelos, olhos e mucosas, salivacdo, sono, coma, dor e
sofrimento. O ainda os animais foram pesados nos dia 0, 7 e 14 afim de analisar
possivel alteracao fisioloégica ndo observada em outros parametros.

Os animais sobreviventes foram anestesiados com solugéo de 1,25 mL xilazina
e 0,2 mL cetamina/100 g, conforme descrito por Flecknell (1996) e Kohn (1997), e

sacrificados por deslocamento cervical.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliacéo fitoquimica de Morinda citrifolia

6.1.1 Teor de umidade

O resultado do teor de umidade encontrado (88,2%) esta de acordo com 0s
dados da literatura, que apresentam valores de 89,44% (CORREIA, 2010), 92%
(CHAN-BLANCO, 2006), 90,66% (FARIA ET. AL., 2014) considerando que a agua é

0 componente mais abundante na fruta estudada.

6.1.2 Perfil cromatografico do extrato metandlico de m. citrifolia

As andlises cromatograficas via CCD realizadas no extrato metandlico de M.
citrifolia evidenciaram a presenca de taninos hidrolisaveis, cumarinas, terpendides e
flavondides em comparacao com as coloracdes dos padrdes de referéncia, detalhados

na tabela 2 e figura 8.
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Figura 7 - Cromatogramas de CCD: A— Teste para deteccdo de cumarinas;
B — teste para deteccdo de taninos condensados; C — Teste para deteccao
de terpenos e D teste para detec¢do de flavonoides

Quadro 2 - Classes de substancias do extrato metanolico de frutos M. citrifolia por

CCD.

Fonte: Autor

Taninos hidrolisaveis
Taninos condensados ++
Cumarinas +++
Terpendides +++
Flavondides +++

Legenda: (+) presenga, (-) auséncia
Intensidade da coloracao: forte (+++), moderada (++), fraco (+)
Fonte: Autor

Os resultados descritos no quadro 2 foram semelhantes aos de Deng et al.
(2007), que descreve que dentre os compostos ativos encontrados no fruto, estéo,
entre outros as cumarinas e os flavonéides, e conforme Faria et. al., (2014), a polpa
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do fruto fresco em extrato hidroalcdlico indicaram a presenca de taninos, flavondides,
antraquinonas conjugadas, saponinas, cumarinas e alcaloides, enquanto Lima (2013)
encontraram alcaloides, glicosideos cardiotbnicos, cumarinas volateis, flavonoides,

taninos, triterpenos e esteroides em frutos maduros.

6.2 Resposta datoxicidade aguda do extrato metandlico de morinda
citrifolia

O extrato administrado oralmente ndo produziu nenhum sinal de toxicidade ou
mortalidade nos camundongos tratados com o extrato metandlico de noni na dose de
2000mg/Kg. Nos dois grupos (controle e tratamento) apenas se observou excitacao
inicial apos a gavagem, comportamento normalizado ap0s poucos minutos. Durante
0os 14 dias ndo houve morte em nenhum grupo, e outros sinais avaliados na
metodologia estavam ausentes. Estes resultados, se assemelham aos de Silva
(2005), utilizando extrato etandlico do noni na mesma espécie Todos 0s animais
apresentaram ganho de peso. Nos parametros da OECD, a dose de 2000mg/kg
testada nos animais com os resultados apresentados acima considera o extrato

metandlico seco do noni como seguro.

Quadro 3 - Média de peso dos camundongos (g) e resposta fisiologica observada

GRUPO: 1 (12 repeticéo)

0 112 |3 |4 |51|6 |7 8 (9 |10 |11 |12 |13 |14
Peso 37,7 37,1 38,3
Parametros | N NI N|[NIN|N|N/|N N N[N [N [N [N |N
GRUPO: 1 (22 repeticao)

0 112 (3|4 |5 1|6 |7 8 9 |10 |11 |12 |13 |14
Peso 35,6 36,8 37,8
Parametros | N NIN|N|N|N|IN|N N [N |N N N | N N

GRUPO: 2 (12 repeticao)

DIA
0 12 |3 |4 |5 |6 |7 8 |9 |10 |11 |12 |13 |14
Peso 34,3 39,7 41
Parametros | N N |[N|N|IN|N/|N|N N[N|/N [N [N N [N
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GRUPO: 2 (22 repeticéo)

DIA
0 112 |3 |4 |5 |6 |7 8 |9 |10 |11 |12 |13 |14
Peso 28,9 41,7 43
Parametros | N N N|N|N|N|N|N N| N[N [N N [N [N

Legenda: N — Normal
Fonte: Autor

6.3 Animais em experimentacao

Os animais positivos no teste rapido com alguma alteracdo neurologica prevista
no quadro 1 apresentaram 3 listas no teste cromatografico, no entanto animais,
mesmo 0S que apresentaram sinais de comprometimento neurolégico e foram
negativos no teste nao foram objeto de estudo, conforme previsto em metodologia. A

comparacao dos resultados positivos e negativos estéo sintetizados na figura 8.

Figura 8 - Alere Cinomose Ac Test Kit®. Na figura superior, presenca de trés
bandas rosa, uma sob a banda C2 (controle), a outra sob a banda C1 (controle)
e outra sob letra T (teste) indicando um teste com resultado positivo. Na figura
inferior, presenca de duas bandas rosa sob a letra C2 e C1, indicando que o
teste foi valido mas o resultado negativo.

Fonte: Autor
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6.3.1 Taxa de mortalidade

Quando se diagnostica a afeccdo do SNC e apresenta um défice neurolégico,
a alternativa conhecida é a eutanasia, essa decisédo € baseada nos altos indices de
mortalidade (TORRES, 2016), e ainda, segundo Oliveira et al. (2009), o progndstico é
desfavoravel quando o virus acomete o sistema nervoso central. Greene (2015) afirma
gue ndo hé tratamento especifico para a cinomose, e devido a isso na maioria dos
casos utilizam-se protocolos terapéuticos sintomaticos.

Neste trabalho se observou a morte de dez animais, equivalendo a 58,8% do
total dos animais. No grupo controle a taxa de mortalidade foi de 77,8%. Os valores
apresentados neste grupo foram descritos por Catroxo (2003) afirmando que a taxa
de mortalidade varia entre 30 a 80% dos animais, e Apeel e Summers (1999)
considera que essa taxa gira em torno dos 50%, e reforca que é a doenca que mais
leva ao Obito entre os cées.

Na avaliacdo de Torres (2016), que tratou oito animais positivos para cinomose
com sintomatologia neuroldgica, com medicamentos alopaticos, utilizando mesmo
protocolo deste estudo, observou a morte de sete animais, equivalendo a 87,5% dos
caes, resultado superior a taxa de mortalidade deste experimento. Catroxo (2003)
considera que o0s animais sobreviventes podem apresentar sequelas, o que
possivelmente ocorreu com os alguns dos animais sobreviventes.

No grupo 2 a taxa de mortalidade foi de 37,5%, sendo que os resultados
observados por Torres (2016), utilizando 500 mg de pé de noni/animal/dia durante 30
dias foram de 14,2%, utilizando um numero menor de animais comparado a este
experimento. A taxa geral de morte observada no mesmo estudo foi de 53,3% Poucos
estudos relatam o uso de Morinda citrifolia no tratamento de cdes com cinomose,
porém podemos observar que taxa de mortalidade do grupo 2 deste estudo séo bem
inferiores a meédia descrita na literatura. Devido ao maior nimero de animais

sobreviventes no grupo 2 foi possivel um enquadramento melhor nos resultados.

6.3.2 Hematologia e bioquimica dos animais

Os resultados do dia 0 apresentados no hemograma, dos 17 animais, revelam
8 (47%) animais com anisocitose, enquanto Silva et al., (2005) ndo observou este

parametro em estudo com cdes com cinomose, 0 mesmo autor relata que a
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anisocitose revela a regeneracdo medular, e é caracterizada pela diferenca de
diametro celular e pode ser guantificada em cruzes: 1+,2+ e 3+ (RISTOW, 2016).
Neste trabalho, a neutrofilia ocorreu em 5 animais (29,1%), porém Amude et al., (2007)
descreveram a neutrofilia em 12% dos cées com cinomose, e Silva (2005) observou
este parametro em 8% dos animais. A neutrofilia ocorre em animais com cinomose
provavelmente devido a imunossupressdo causada pelo virus, sendo comum
infeccdes bacterianas no trato digestivo e respiratério (GEBARA et al., 2004).

A anemia ocorreu em 5 animais (29,1%), resultado superior ao de Amude et al.,
(2007) que detectou 12,5% de animais anémicos, e inferior ao de Silva (2005), que
observou 61% de anemia em caes com a mesma doenca. Nos casos de infeccéo por
cinomose pode ocorrer destruicdo das hemacias por deposicdo de imunocomplexos
na membrana eritrocitaria (MENDONCA et al., 2000), ou ainda pode ocorrer reducao
da eritropoiese por faléncia da medula 6ssea devido a agéo direta do virus nesse
tecido (MEYER et al., 1995).

A trombocitopenia ocorreu em 7 animais (41,1%), resultado aproximado ao de
Silva et al., (2017) em que foi detectado trombocitopenia em 35,8% dos animais, 0
autor ainda relata, concordando com Silva et al., (2005) que este parametro foi um
dos achados de maior significancia nos estudos. Pouco se sabe sobre o mecanismo
responsavel pela trombocitopenia associada a infec¢des virais, porém em relacéo ao
género Morbillivirus ja se observou um aumento de anticorpos anti-plaguetas (SILVA,
2004).
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Figura 9 - Alteracdes hematimétricas observadas nos cdes com cinomose
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Fonte: autor

Em relac&o aos testes da funcao hepética, o animal G1-2 apresentou alteracao
nos valores de ALT (Alanina Aminotranferase), sugerindo uma possivel lesédo
hepéatica, e o animal G1-6 ndo foi possivel essa avaliacdo devido intensa hemodlise.
De acordo com Thrall (2015), a ALT € uma enzima de extravasamento, utilizada, por
vezes como Unico teste para se detectar lesdo nos hepatoécitos, e um insulto na
membrana hepatocelular resulta num aumento da ALT sérica (MEYER, 1995).

Os testes de avaliacao renal também ndo apresentaram grandes alteracdes, 0s
exames revelam que 13 (76,4%) dos cées estavam desidratados, considerando a
relagdo Uréia/Creatinina, segundo Thrall (2015), em um animal desidratado, a raz&o
Uréia/Creatinina é > 30, jaA em caes e gatos hidratados, essa razéo € de 20. De acordo
com o mesmo autor uma das fungdes do sistema urinario € a de excretar a uréia e a
creatinina, e, quando essa funcdo esta comprometida esses valores aumentam,
condicao chamada de azotemia, porém isso sé sera observado quando 75% dos

néfrons estejam afuncionais.
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Figura 10 - Alteraces bioguimicas e desidratacdo observadas nos caes com
cinomose
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Fonte: autor

6.3.3 Hematologia e bioquimica comparativa

Os dados hematimétricos ndo apresentaram diferencas significativas entre o
inicio e o fim do tratamento nos dois grupos, e o desvio padrao apresentou valores
aproximados na série vermelha, porém a série branca foi bastante heterogénea, isso
deve ter ocorrido devido o fato dos animais terem sido escolhidos aleatoriamente,
guando apresentavam qualquer alteracdo neurologica descrita ha metodologia, sem
agrupa-los a partir outras condi¢cdes de saude. Torres (2016), aplicando o mesmo
teste também néo observou diferencas significativas nos parametros hematolégicos e

bioquimicos.
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Quadro 4 - Valores médios e respectivos desvios padrdo das variaveis dos parametros
hematimétricos das amostras de cdes com cinomose, antes e apds o tratamento alopatico
Grupo 1 Tratamento controle

Inicio do Tratamento | Termino do Tratamento

Parametros Valor p | Valores de referéncia
Média +DP Média +DP
Hemécias 5,462 1,47 4,492 0,80 P =0,698 55-85
Hematdcrito 32,412 9,92 28,602 0,99 P =0,470 37-55
Hemoglobina 10,402 3,01 9,502 0,14 P =0,694 12-18

Leucdcitos totais 14061,12 | 3904,31 12050,002 | 3889,09 | P =0,526 6.000 —17.000

Linfécitos 2342,562 1513,97 1602,50 2 1082,58 | P =0,536 1.00 - 4.800
Monécitos 352,442 238,10 194,502 143,54 | P =0,402 150 -1.350
Neutrofilos 11012,562 | 3994,14 10058,502 | 2519,42 | P =0,759 3.000 - 11.500
Plaquetas 199111,112 | 120384,22 | 248000,00 2 | 96166,52 | P = 0,609 20.000- 500.000

Taxa de mortalidade | 77,80% - - - - -

a — letras iguais na mesma linha indicam ndo haver diferencas estatisticas significativas entre as
médias (p > 0,05). 1 - ANOVA com comparacao das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de referéncia segundo Meyer et al., (1995).

Fonte: Autor

Quadro 5 - Valores médios e respectivos desvios padréo das varidveis dos parametros
hematimétricos das amostras de cdes com cinomose, antes e apos o tratamento com extrato
metandlico seco de noni

Grupo 2 Tratamento com extrato metandlico seco de noni.

Inicio do Tratamento | Termino do Tratamento

Parametros Valor p | Valores de referéncia
Média +DP Média +DP
Hemacias 5,572 1,18 6,612 1,40 P =0,412 55-85
Hematdcrito 36,632 8,23 32,062 20,91 P =0,585 37-55
Hemoglobina 11,332 3,85 13,302 4,14 P =0,400 12 -18

Leucdcitos totais 17025,002 6716,45 14240,002 3911,27 |P=0,422 6.000 — 17.000

Linfocitos dia 0 3393,882 2058,34 3760,802 645,25 |P=0,710 1.000 —4.800
Monécitos 563,252 581,97 292,202 286,01 |P=0,683 150-1.350
Neutrofilos 12683,752 4754,37 9730,802 3561,92 | P =0,260 3.000 - 11.500
Plaquetas 743750,002 | 1321353,50 | 245800,02 | 45400,44 | P =0,222 200.000-500.00

Taxa de mortalidade | 37,50% - - - - -
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a — letras iguais na mesma linha indicam n&do haver diferencas estatisticas significativas entre as
médias (p > 0,05). 1 - ANOVA com comparacao das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de referéncia segundo Meyer et al., (1995).

Fonte: Autor

Na comparacao entre dos valores bioquimicos do inicio e fim do tratamento, as
diferencas significativas ocorreram apenas nos valores de AST e ALT, podendo ter
ocorrido devido a um animal deste grupo estar com o0s valores extremante altos
saindo da curva de homegeneidade para este parametro, enquanto que no grupo
tratamento os valores ndo apresentaram diferencas significativas, as informacdes
descritas sugerem que o extrato metandlico do noni ndo tiveram efeitos hepato ou
nefrotoxicos na concentracdo de 1000 mg/animal, corroborando com a avaliacdo de
toxidade aguda com extrato metandlico de noni do presente estudo e ainda com
Torres (2016), qgue também néo observou alteracdes nestes parametros utilizando 500
mg de po de noni/animal/dia durante 30 dias em caes com cinomose. As observacdes
acima corroboram com o que foi verificado nos testes de toxicidade em camundongos

descritos no item 6.2 deste trabalho.

Quadro 6 - Valores médios e respectivos desvios padrdo das variaveis dos parametros
bioguimicos das amostras de cdes com cinomose, antes e apds o tratamento convencional.

Grupo 1 Tratamento enrofloxacina
i Inicio do Tratamento | Termino do Tratamento Valores de
Parametros Valor p feranci
Média +DP Média +DP reterencia
ALT (UI/L a b - -
(UI/L) 50,15 11,02 41,98 0,46 0.041* 10-80
a b = -
AST (UI/L) 59,04 27,32 38,13 2,65 0,047 10-80
Creatinina
0,872 0,44 0,852 0,06 P=0,777 0,5-1,5
(mg/dl)
Uréia (mg/dl) 29,992 12,49 36,152 22,84 P =0,156 10-60
Taxa de
0, - - - - -
mortalidade 71.80%

a — letras iguais na mesma linha indicam nédo haver diferencgas estatisticas significativas entre as
médias (p > 0,05). 1 - ANOVA com comparacdo das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de referéncia segundo Meyer et al., (1995).

Fonte: Autor
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Quadro 7 - Valores médios e respectivos desvios padrdo das variaveis dos parametros
bioquimicos das amostras de cdes com cinomose, antes e apds o tratamento com extrato
metandlico seco de noni

Grupo 2 Tratamento com extrato metandlico seco de noni.
. Termino do
Inicio do Tratamento
A Tratamento Valores de
Paréametros Valor p .
referéncia
Média +DP Média +DP
ALT (UI/L) 43,22 17,93 45,262 39,04 P=0,817 10-80
AST (UI/L) 74,82 37,95 58,442 24,94 P=0,775 10-80
Creatinina (mg/dl) 0,692 0,27 0,952 0,26 P=0,423 0,5-1,5
Uréia (mg/dl) 31,052 16,66 19,082 10,74 P =0,063 10-60
Taxa de
0, - - - - -
mortalidade 37,50%

a — letras iguais na mesma linha indicam nédo haver diferencas estatisticas significativas entre as
médias (p > 0,05). 1 - ANOVA com comparacao das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de referéncia segundo Meyer et al., (1995).

Fonte: Autor

6.3.4 Avaliacdo dos sintomas neuroldgicos

Devido a variedade de cepas do virus da cinomose a localizag&o e intensidade
das lesBes no SNC também séo variaveis, observada pelo tropismo viral pelas células
no SNC, algumas cepas produzem lesdo grave nos neurbnios, principalmente na
substancia cinzenta, com pouca desmielinizacdo, enquanto outras cepas apresentam
maior afinidade por células da glia, particularmente astrécitos, e infectam menos os
neurdnios, ou causando principalmente desmielinizagcdo (SUMMERS et al., 1984).

Apesar da utilizacdo de nomenclaturas diferentes observa-se que na avalicdo
do estado geral do animal, os autores relatam que a maioria deles se apresentaram
com o nivel de consciéncia diminuido, o estado de alerta pode ser atribuido quanto ao
comportamento do animal e sua interacdo com o ambiente e o observador (RAJAO et
al.,, 2013). Assim, neste trabalho, 0os animais que se estavam responsivos aos
estimulos visuais e sonoros foram alocados no grupo de animais em alerta,

independente de outras condi¢des.



43

Figura 11 - Nivel de consciéncia dos cées com cinomose no inicio, metade e no final do
tratamento alopatico e extrato metandlico seco de noni
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Fonte: Autor

A figura apresenta o nimero de animais em que se observaram 0s sinais
descritos. No grupo 1 o nivel de consciéncia teve uma tendéncia de queda
principalmente devido aos Obitos ocorridos durante o tratamento, enquanto que a
vocalizagéo e o estado de estupor evoluiram com o decorrer do tempo. No grupo 2
observa-se um declinio no numero de 6bito com o decorrer do tratamento, enquanto
gue o estado de alerta teve uma pequena diminuicdo provavelmente aos 6bitos que

ocorreram no grupo.

AlteracOes sensitivas refletem a perda da propriocepgao que podem manifestar
por ataxia (VIANNA, 2000), a ataxia proprioceptiva associada aos déficits
proprioceptivos s&o os primeiros sinais clinicos em uma lesdo medular (RAJAO et al.,
2013), também podendo ser resultantes de comprometimento do sistema reticular
ativador (SRA), que controla os ciclos sono-vigilia (VIANNA, 2000), provenientes de
lesBes do tronco encefalico (DEWEY, 2006). A paresia e a ataxia sao sinais clinicos
constantemente observado em cédes com cinomose (KOUTINAS, 2002, APEEL E
SUMERS, 1999), porém, a frequéncia dos animais acometidos com esses sinais sdo

divergentes entre os autores.
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Figura 12 - Reacdes posturais dos caes com cinomose no inicio, metade e no final do
tratamento alopatico e extrato metanolico seco de noni
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Fonte: Autor

As reacgOes posturais observadas no grupo 1 revelam uma queda nos
parametros indesejaveis, devido a morte dos animais que apresentavam essas
condicles, os animais sobreviventes ficaram sequelados nas condi¢cdes avaliadas.
Um dos tutores solicitou a eutanasia do animal ao final do tratamento por ndo observar
melhora significativa no quadro de saude. No grupo 2, a figura apresenta uma
migracdo da propriocepcéo ripida para moderada, porém o teste de saltitamento
passou de anormal para normal no decorrer da pesquisa.

Os valores para ataxia e paresia neste trabalho (64,7%) foram menores que 0s
resultados de Aguiar (2017), que observou este sinal em 75% dos cédes, porém
segundo o mesmo autor 35% deles estavam com paresia, resultados diferentes de
Silva (2009), que descreveu a ataxia em 25% dos animais e paresia em 2,8%,
enguanto que Tudury (1997) observou a paresia em 69,12% dos caes com cinomose,
resultado para paresia mais aproximado aos desse trabalho.

De acordo com Apeel e Summers (1999), a depender da viruléncia, os sinais
podem estar mais relacionados a substancia cinzenta ou branca do cérebro.

Convulsdes e mioclonia predominam quando afetada a substancia cinzenta; ataxia de
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incoordenacao, paresia, paralisia e tremores musculares na doenga da substancia

branca.

Figura 13 - Marcha dos caes com cinomose no inicio, metade e no final do tratamento
alopético e extrato metandlico seco de noni
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Fonte: Autor

Na avaliacdo da marcha dos animais, observou-se, de acordo com a figura 13,
gue nenhum animal apresentou paralisia ou andar em circulos, e que, no grupo 1
houve diminuicdo dos sinais de ataxia e paresia, porém, 0s animais sobreviventes
ainda apresentavam estes sinais, e no grupo 2 a ataxia foi suprimida no terco final do
tratamento, no entanto, a paresia, mesmo diminuida ainda foi observada em

sobreviventes.
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Figura 14 - Movimentos involuntarios dos cdes com cinomose no inicio, metade e no
final do tratamento alopatico e extrato metandlico seco de noni
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Fonte: Autor

Na avaliagdo dos movimentos involuntarios o tremor foi o sinal neurolégico mais
frequente nos dois grupos com tendéncia de queda por motivos diferentes, o grupo 1,
devido a alta taxa de mortalidade,e no grupo 2 houve diminui¢cao destes sinais durante
o tratamento. Todos 0s animais que apresentaram convulsées vieram a oObito, estes,
além do tratamento preconizado, receberam fenobarbital oral na dose de 4 mg/kg de
2 a 3 vezes ao dia dependendo da frequéncia das crises, pois de acordo com Torres
(2015) a droga vegetal utilizada no grupo 2 ndo tem acdo anticonvulsivante. O
fenobarbital € um benzodiazepinico para controle do estado epilético bem tolerado
tanto em cdes como em gatos, podendo ser administrado duas ou trés vezes/dia
(BERENDT, 2004).

Um animal sobrevivente do grupo 1 houve melhora no teste de propriocepcao,
saindo de moderada para normal, ndo se observou mais a paresia dos membros, 0
fato pode ter relagcdo com a administracao de complexo B, que age como estabilizador
dos neurotransmissores (SPINOSA et al., 1999), porém o animal ainda se
apresentava debiltado, provavelmente devido as alteracbes de ALT e AST observadas
em provas bioquimicas ao fim do experimento.

No grupo 2, a avaliacao clinica pds tratamento com a droga vegetal gerou
expectativas promissoras do uso do extrato metandlico de noni em animais com
sintomas neuroloégicos da cinomose, o estudo revelou que 5 animais (62,5%) tiveram

completa remisséo dos sinais neurologicos.



47

A melhora dos sinais neurolégicos com utilizagdo do extrato do noni foi relatado
por Muralidharan, RaviKumar e Balamurugan (2010), onde se observou melhora nos
impulsos nervosos, com seus efeitos favoraveis sobre a atividade locomotora
funcionando ainda como neuroprotetor. A desmielinizagdo causado pelos processos
oxidativos, gerados a partir da replicacdo do virus da cinomose canina (CURTIS,
2013), pode ter sido diminuido pela acao antioxidante dos flavondides, encontrados
de forma intensa no extrato do noni.

Apesar dos terpenos se caracterizarem principalmente por acbes anti-
inflamatéria e antisséptica (FIRN, 2010), Bajpai et al. (2016), observou a atividade
antiviral promovida por um tipo de diterpeno, frente ao HIN1. MOREIRA (2017)
obteve resultados satisfatorios com extratos obtidos dos frutos e folha do noni em
células infectadas com o virus dengue. Ratnoglik et al.,(2014) revelou que o extrato
de metanol de folhas de M. citrifolia possuem atividades contra o virus da hepatite C.
Com os resultados acima mencionados podemos sugerir que a diminuicao dos sinais
neurologicos foram, em parte, ocasionadas pela atividade antiviral do extrato,
especialmente por acado dos terpenos.

Silva (2012) relatou atividade antiiflamatoria das cumarinas pela inibicdo de
mediadores proé inflamatorios, o 6xido nitrico (NO) e fator de necrose tumoral (TNF-a),
a cumarina encontrada no extrato metandlico do noni e administrada aos cées pode
ter sido um dos fatores que minimizaram os danos causados pela encefalite, comum
em caes com cinomose. Os resultados refletem uma concordancia com os resultados
de Torres (2016), em que observou a eficacia do noni na remissdo dos sinais

neurologicos.

7 CONCLUSAO

Os bioativos encontrados com maior intensidade no extrato metanaolico do noni,
observados por cromatografia em camada delgada em comparacdo com os padroes,
foram da classe dos flavondides, terpenos e cumarinas. O extrato ndo foi considerado
téxico de acordo com a metodologia descrita pela OECD.

A administracdo oral do extrato metandlico do noni na dose de 1000mg/animal

se mostrou moderadamente eficiente, na remissao dos sinais neurologicos causados
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pela cinomose se comparado ao grupo controle. A taxa de mortalidade foi o que trouxe
a mais perceptivel diferenca entre grupos, esse fator por si s6 deve ser considerado,
pois os anticorpos produzidos é que, fisiologicamente destroem o0s virus, e
proporcionar uma sobrevida maior ao animal, d4 ao organismo tempo para a producéo
dessas imunoglobulinas

Os resultados nos sugerem que a acao dos varios bioativos presentes no fruto
do noni e/ou a sua acdo conjunta possuem propriedades que reduzem a
sintomatologia neuroldgica da cinomose em cées, abrindo uma janela cientifica para
o isolamento dos compostos e futuras formulagdes farmacoldgicas a serem utilizadas
no tratamento da cinomose canina.

A partir da coleta dos dados hematoldgicos, bioquimicos e neurolégicos nao foi
possivel estabelecer um padrdo que pudesse determinar o progndstico do animal,
necessitando para isso outros estudos para esclarecer melhor essa condigao.
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APENDICES

APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) a participar como voluntario (a) da pesquisa intitulada
“AVALIA(;AO DOS SINTOMAS NEUROLOGICOS EM CAES ACOMETIDOS PELO
VIRUS DA CINOMOSE TRATADOS COM EXTRATO METANOLICO DO NONI
(Morinda citrifolia) ”, de responsabilidade do pesquisador Marlen do Carmo Silva,
aluno do curso de mestrado da Universidade Federal do Oeste do Pard, sob
orientacdo da Profd. Pesquisadora Dra. Kelly Christina Ferreira Castro, a pesquisa
deseja avaliar a eficacia no tratamento com noni (Morinda citrifolia) em cées com
sintomatologia neurologica acometidos pelo virus da cinomose. O presente projeto
sera desenvolvido conforme aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFOPA Tapajos.

Para o alcance desses resultados, sera utilizado um questionario em que o0s
participantes ficardo a vontade para respondé-lo, lembramos que a desisténcia a

gualquer tempo nao implicara em qualquer prejuizo ao voluntario.

Estou plenamente esclarecido de que:

1.A pesquisa tem como objetivo avaliar a eficacia no tratamento com noni (Morinda
citrifolia) em caes com sintomatologia neurolégica acometidos pelo virus da cinomose.
2. Os resultados obtidos nortearado futuras formulagdes farmacologicas para o
tratamento da cinomose canina.

3. Autorizo a utilizacdo de meu (eus) animal (ais) para coleta de material biologico,
testes e exames necessarios ao diagndstico preciso da patologia estudada,
seguindo os padrdes cientificos de bem estar animal.

4. Autorizo a utilizagdo meu (eus) animal (ais) para receber o tratamento
preconizado pelo pesquisador.

5. Disponibilizo e autorizo a entrada do pesquisador e colaboradores em minha
residéncia para coleta de dados, aplicagdo de farmacos pertinentes ao objeto de
estudo

6. Serei responsavel pela guarda do (0s) animal (ais) em minha residéncia até a

conclusao do estudo
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7. Nao farei nenhum outro tipo de tratamento, seja pela administragéo de outras
drogas, aumento ou diminuicdo da dosagem, fisioterapia, acupuntura ou qualquer
outra intervencao que néo seja a descrita na metodologia do presente trabalho.

8. Por ser uma pesquisa de carater experimental os resultados obtidos podem nao
ser 0s esperados nas hipoteses desta pesquisa, e o0 (0s) animal (ais) pode (em) ter
melhora clinica, piora no prognéstico, sequelas ou 6bito.

9. A participacado na pesquisa ndo trara nenhum 6nus financeiro em relacéo ao objeto
da pesquisa.

10. Serd garantida a privacidade e a confidéncia das informacfes sendo a
responsabilidade assumida pelos pesquisadores que para qualquer informacéo,
poderdo ser contatados nos seguintes enderecos: Marlen do Carmo Silva, e-mail:
carmoxsilva@gmail.com, celular: (93) 991201465.

11. Caso venha a aceitar a participacdo nesta pesquisa, estard garantida a minha
desisténcia a qualquer momento, bastando para isso, encaminhar esta deciséo por
escrito.

12. Por ser uma participagdo voluntaria e sem interesse financeiro, nao terei direito a
nenhuma remuneragédo ou recompensa.

13. Poderei solicitar informagdes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apos
a publicacdo da mesma.

14. Tenho ciéncia que o resultado da pesquisa sera apresentado publicamente e
podera ser publicado.

15. Estou ciente do risco de ter revelada minha identidade, porém é garantido pelos
pesquisadores que esse risco sera minimizado através da utilizacdo de cédigos para
identificacao, preservando com isso a confidencialidade das informacgdes prestadas.

16. Ao assinar este documento estou aceitando participar da pesquisa.

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

, portador da cédula de identidade , apos leitura
minuciosa das informacdes constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE

E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos entrevistadores em seus minimos

detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, néo
restando quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, DECLARA e FIRMA seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa
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proposta. Fica claro que o participante da pesquisa, pode a qualquer momento pode
deixar de participar desta pesquisa e ciente de que todas as informacdes prestadas
tornar-se-ao confidenciais e guardadas por forca de sigilo profissional mencionado no
capitulo VII do codigo de ética veterinario.

Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas rubricadas em todas as
paginas e ao final assinado pelo participante e pelos pesquisadores, ficando uma via

com o participante e outra via com os pesquisadores.

Santarém (PA), de de 20109.

Assinatura do participante ou responsavel

Profa. Dra. Kelly Christina Ferreira Castro

Orientador

Marlen do Carmo Silva
Pesquisador aluno
Curso de Biociéncias/UFOPA
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PACIENTE: RAGA:

IDADE: SEXO:

PROPRIETARIO: DATA: 1

NIVEL DE CONSCIENCIA: | slerta [ tetargia [ estupor [eoms
] vocalizacdo [ e

POSTURA: D Head it D Head furm DHEEIE' [PreEaing

D Rigidez Descersbrads D Rigidez Descerebalads D Posicdo de Schiff-Sherrington

REACOES POSTURAIS: Propriccepgdo [ |rapida [ Jenta [ Jmoderads
Salteamentos Dn-:-m‘;al Dan-:-m‘;aIMTD Dan-:-m‘;alh"lFD

[JanomaiMTe ] anomal MPE

MARCHA: [ |Ataxia  Paresia [ |MTD [ |MTE Paralisia [ |MTD [ [MFE

[(JmPD [ ]MmPE [(mrD  [mFD

Andar em circulos Ddireila
Dﬁquerda

MOVIMENTOS INVOLUNTARIOS: EITlem-::lEE D Miccloniz EI Mictomis

| lcommistes | Head bobbing
REFLEXCOS
Fesposta & ameaca [ positivo direito [ positivo esguerdo
Reflexo pupdlar [ positive direito [ positivo esguerdo
Reflexo palpebra [ positivo direito [ positivo esquendo
Sensibiidads [ total [ insansivel
Localizacdao
Estrahismio [ direito [ esguerdo
Mistagmao [ direito [ esquardo

— — —

Tonus mandibular I _normal | ngido | flécido
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APENDICE 3 - FICHA DE AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO METANOLICO DO NONI EM CAMUNDONGOS
SWIS

GRUPO:

CAMUNDONGO:

DIA
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Peso

Irritabilidade

Resposta
ao toque

Tonus
corporal

Forca para
agarrar

Tremores

Convulsdes

Lacrimacao

Miccao

Defecacéo

Respiracéo

Cianose

Letargia

Dor e
sofrimento

Sono

Diarréia

Morte

Legenda: N — Normal; O — Ausente; 1 — Raro; 2 — Pouco; 3 — Moderado; 4 - Intenso



ANEXOS

ANEXO 1- COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO OESTE DO PARA SOB O NUMERO 1120180047/2019

Universidade Federal do Oeste do Para CE UA

f
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS m

CERTIFICADO

Cortificamgs que o Protpcolo N° 1120180047, intindade AVALIACAD DOS SINTOMAS
NEUROLOGICOS EM CAES ACOMETIDOS PELO VIRUS DA CINOMOSE TRATADOS COM
EXTRATO METANOLICO DO NONI (Morinda ctrifolia Lmn), sob a responsabilidade de Kelly
Christina Ferreira Castro, esta de acorde com o5 Principios Etcos ma Experimentacdo Animal adotados pelo
Conselho Macional d= Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sido aprovade pela Comissdo de
Etica oo Uso de Amimais da Universidade Federal do Oeste do Pama - UFOPA

CERTIFICATE

We certify that the protocel N° 1120180047, entitled "AVALIACAO DOS SINTOMAS NEUROLOGICOS
EM CAES ACOMETIDOS PELO VIRUS DA CINOMOSE TRATADOS COM EXTRATO
METANOLICO DO NONI (Morinda citrifolia Linn)", is in agreemant with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA). This
project was approved by the instintional Copumission for Ethics in the Use of Animals of Universidade Federal
do Oeste do Pard

Samtarem-PA . 29/07/2012

s

Prof. D, Ham'ﬂlﬂarblmdzﬂamam
Presidents

Verificar a autenticidade do certificado em hitp:fafopa edu br'reuavalidar-certificadn



ANEXO 2 - COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO OESTE DO PARA SOB O NUMERO 1120190087/2020

Universidade Federal do Oeste do Para CE UA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS %

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N 1120190087, intitulado Avaliacio da toxicidade aguda oral do exirato
metandlico de Morinda citrifolia testados em camundongos Swis, sob a responsabilidade de Kelly Christina
Ferreira Castro, esti de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etfica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N 1120190087, entitled "Avaliacio da toxicidade aguda oral do extrato

metandolico de Morinda citrifolia testados em camundongos Swis", is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the National Council for Control of Animal Fxperimentation
(CONCEA). Thus project was approved by the institufional Commission for Ethics in the Use of Amimals of
Umversidade Federal do Oeste do Para.

Santarém-PA. 30/03/2020
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Prof". Dra. Adriana Caroprezo Morini
Presidente

Verificar a autenticidade do certificado em hitp://ufopa.edu.br/cena/validar-certificado





