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Resumo

FONTOURA, Eduardo Garcia. Caracterizagédo toxicoldgica e funcional do extrato
aquoso de Waltheria douradinha. 2018. 104f. Tese (Doutorado em Ciéncias) -
Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A inflamacdo do conduto auditivo externo recebe destaque na clinica médica de
pequenos animais pelo elevado numero de cdes que apresentam a doencga ao longo
de sua vida. Os fatores causadores da otite podem ser descritos como primarios
predisponentes ou perpetuantes, e as imprudéncias em seu diagnostico somadas ao
manejo incorreto de medicamentos alopaticos faz com que o indice de animais que
apresentam a doenga cronica seja elevado. Assim, alternativas ao tratamento
convencional sdo necessarias. A fitoterapia vem crescendo e sendo estimulada,
contudo, diversas plantas com potencial medicinal ainda n&do possuem sua acdo
comprovada cientificamente, tendo somente recomendacdes empiricas. A Waltheria
douradinha é uma planta da familia Malvaceae cujas acdes ainda ndo foram
completamente desvendadas. As opcbes de utilizacdo empirica |he tornam uma
escolha para o tratamento de enfermidades inflamatdrias. Neste aspecto,
associamos a necessidade de comprovagéo cientifica da agdo da W. douradinha no
tratamento da otite externa em pequenos animais. Desta forma, nesta tese
objetivamos revisar pontos considerados relevantes para a melhor conduta em
casos de otite externa, com o intuito de compreender melhor a dimensao desse
guadro médico; avaliar a toxicidade do extrato aquoso de W. douradinha através da
utiizacdo em ensaio ex vivo em globo ocular de frangos, por parametros
macroscopicos e analise histopatologica; testar o efeito citotoxico in vitro causado
pela exposicdo de células ao extrato aquoso de W. douradinha; e por fim, avaliar o
efeito do tratamento da otite externa infecciosa experimentalmente induzida em ratos
wistar, através do uso de extrato aquoso de W. douradinha. A avaliacdo da
toxicidade do extrato aquoso de W. douradinha em modelo ex vivoutilizou olhos de
frango distribuidos em grupos conforme o produto instilado em sua superficie: grupo
extrato aquoso de W. douradinha 100%, salina 0.9% (Cn) e &cido acético 10%
(Cp),foram considerados parametros como retengcdo de fluoresceina, opacidade e
inchaco de cérnea, além da andlise histopatologia.O ensaio citotoxico foi realizado
através da exposicdo de células subcultivadas em placas de 96 po¢os ao extrato
aguoso de W. douradinha, apds o periodo de 48 horas foi acrescido o corante de
vermelho neutro e se procedeu leitura em espectrofotdbmetro de placas. Para a
observacédo do tratamento da otite externa, ratos wistar foraminduzidos a inflamacéo
através da instilacdo de 6leo de croton em seus condutos auditivos. Os animais
divididos aleatoriamente foram tratados com o extrato aquoso de W. douradinha por
dois, quatro e seis dias, nas concentracfes de 100, 50 e 25%, além de grupo
controle contendo solucédo fisiolégica. Os parametros de peso e edema da pinna
auricular foram avaliados em conjunto com a observagéo através de videotoscopio



do diametro da luz do conduto auditivo externo, com sua coloracdo e efuséo,
somado a andlise histopatolégica. Com os resultados, concluiu-se que o extrato
aguoso de W. douradinha possui um baixo grau de toxicidade perante as analises
macroscopicas e histopatologicas realizadas em modelo ex vivo, utilizando globo
ocular de frangos; o extrato aquoso de Waltheria douradinha demonstrou possuir
atividade citotoxica nas concentragbes de 1, 5 e 10%,; por fim, foram fornecidas
evidéncias de que o extrato aquoso de W. douradinha pode ser topicamente ativo
para o tratamento da otite externa experimentalmenteinduzida pelo 6leo de croton
em modelo rato.

Palavras-chave: douradinha-do-campo; anti-inflamatorio; otite externa; wistar



Abstract

FONTOURA, Eduardo Garcia. Toxicological and functional characterization of
Waltheria douradinha agueous extract. 2018. 104f. Thesis (Doctor degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

The inflammation of the external auditory canal is highlighted in the medical clinic of
small animals by the high number of dogs that present the disease throughout their
life. The causative factors of otitis can be described as primary, predisposing or
perpetuating, and recklessness in its diagnosis added to the mismanagement of
allopathic drugs causes the index of animals with chronic disease to be elevated.
Thus, alternatives to conventional treatment are necessary. Phytotherapy has been
growing and being stimulated, however, several plants with medicinal potential do not
yet have their action scientifically proven, having only empirical recommendations.
Waltheria douradinha, is a plant of the family Malvaceae whose actions have not yet
been completely unraveled. Empirical options make it a choice for the treatment of
inflammatory diseases. In this aspect, we associate the need for scientific verification
of the action of W. douradinha in the treatment of external otitis in small animals. In
this way, this study aimed to review points considered relevant for the best conduct in
cases of external otitis, in order to better understand the size of this medical picture;
To evaluate the toxicity of the agueous extract of W. douradinha through the use in
ex vivo test in ocular globe of chickens, by macroscopic parameters and
histopathological analysis; to test the in vitro cytotoxic effect caused by the exposure
of cells to the aqueous extract of W. douradinha; and finally to evaluate the effect of
experimentally induced infectious external otitis treatment on wistar rats through the
use of aqueous extract of W. douradinha. The evaluation of the toxicity of the
agueous extract of W. douradinha in ex vivo model took into account parameters
such as retention of fluorescein, opacity and corneal swelling, in addition to the
histopathological analysis. The cytotoxic assay was performed by exposing
subcultured cells to 96-well plates in the aqueous extract of W. douradinha, after 48
hours the neutral red dye was added and a plate spectrophotometer was read. To
observe the treatment of external otitis, wistar rats were induced to inflammation
through the instillation of chroton oil in their auditory conducts. The randomly divided
animals were treated with the aqueous extract of W. douradinha for two, four and six
days at concentrations of 100, 50 and 25%, in addition to a control group containing
physiological solution. The parametersof weight, edema of the auricular pinna were
evaluated together with the observationthrough video otoscopy of the diameter of the
light of the external auditory canal, with its coloration and effusion, together with the
histopathological analysis. With the results, it was concluded that the aqueous extract
of W. douradinha has a low degree of toxicity due to the macroscopic
andhistopathological analyzes carried out in an ex vivo model, using a chicken
eyeball; the aqueousextract of Waltheria douradinha was shown to possess cytotoxic



activity at concentrations of 1, 5 and 10%,; Finally, evidence has been provided that
the aqueous extract of W. douradinha can be topically active for the treatment of
external otitis induced by chroton oil in rat model.

Keywords: douradinha-do-campo; anti-inflammatory; otitis external; wistar
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1 Introducéo

O sistema auditivo dos animais pode ser descrito por por¢cdes externa, média
e interna.Contém caracteristicas unicas como microbiota, pH, temperatura, umidade,
entre outras; o ouvido externo torna-se um ambiente propicio a altera¢des danosas,
especialmente a otite externa. A otite externa pode ser descrita como a inflamacéo
do conduto auditivo externo, uma das doencas de maior prevaléncia entre o0s
pequenos animais. Sao inumeras formas de desencadea-la, sendo
preferencialmente classificadas como fatores primarios, predisponentes ou
perpetuantes. Independente do fator desencadeador, na grande maioria das vezes
ha o acompanhamento de um agente infeccioso, sendo este o alvo principal durante
os tratamentos. Os sinais clinicos apresentados pelos animais acometidos vao
desde otalgia, odor fétido, presenca de cerimen em excesso, estreitamento da luz
do conduto auditivo, balancar de cabeca, eritema, entre outros.

Dificilmente a cronicidade dos casos ira levar o paciente a Obito, contudo a
recorréncia do quadro pode levar os animais a apresentarem alteragOes auditivas
irreversiveis ou alteragdes neuroldgicas. Dentre os métodos de diagnéstico para
esta enfermidade podemos citar uma anamnese minuciosa, observacao dos sinais
clinicos, o exame clinico especifico, exames de imagem e analise microbioldgica do
cerumen. Como citado anteriormente, muitas vezes os focos do tratamento tornam-
se 0s microrganismos. Contudo, a negligéncia por parte dos médicos veterinarios e
proprietarios, quanto ao diagndstico e tratamento corretos, faz com que recidivas
nao sejam incomuns. Medicamentos alopaticos ndo raramente sao descritos como
ineficazes ou incapazes de combater os microrganismos. Desta forma, a pesquisa
por um novo tratamento eficiente e com baixos indices de efeitos colaterais se faz
necessaria.

Desde os primordios da civilizacdo as plantas sdo observadas como um
componente essencial da alimentacdo e da manutencao da saude humana e animal.
Muitos registros tratam da utilizacdo das plantas como fitoterapicos por varias
geracbes. Em muitos paises, a utilizagdo de plantas medicinais é incentivada por

parte dos oOrgdos governamentais. Contudo, na grande maioria das vezes a
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abrangéncia da utilizacdo ultrapassa o conhecimento cientifico sobre o método
correto de uso, sendo baseado apenas nas formas empirica e em formas de
administracdo que podem nado causar o efeito desejado ou, muitas vezes, causar
maleficios a saude do usuario.

A vasta extensao territorial brasileira faz com que o pais receba destaque na
guantidade de plantas com potencial medicinal, porém, estima-se que apenas 1%
destas seja explorada de forma adequada. O diminuto espaco deste nicho marcado
pela presenca do Brasil fica nitido quando sdo confrontados dados onde paises
como Japéo, Franca e Alemanha tem maior expressao, mesmo apresentando uma
biodiversidade menor. Neste espaco, o bioma Pampa aparece de forma uUnica,
sendo rico em potencial medicinal. A Waltheria douradinha € uma planta
amplamente difundida neste bioma, sendo encontrada principalmente em terrenos
pedregosos e arenosos. Reconhecida popularmente com o nome de malva-branca,
malva-veludo, douradinha ou douradinha-do-campo, esta planta da familia
Malvaceae ja teve isolado em seus constituintes quimicos alcaldides, taninos e
saponinas. Plantas da mesma familia ja foram descritas como potenciais alternativas
de tratamento para enfermidades humanas. Segundo a medicina popularsuas
recomendacdes empiricas descrevem o uso de infusdes de casca e folhas para o
tratamento de doencas que vado desde hipertensao, alteracbes do sistema urinério,
afeccdes cutaneas, respiratorias, atédiversas doencas inflamatorias.

Com base nisso objetivamos caracterizar de forma toxicologica e funcional a
W. douradinha, através da utilizacdo de seu extrato aquoso, como estudo preliminar
para o possivel desenvolvimento de formulacdo contendo a W. douradinha, a qual
deve ser capaz de tratar otite externa canina com elevada eficacia.

Visando uma melhor utilizacdo, sem a exposicdo desnecessaria de animais
aos nossos testes com extrato aquoso de W. douradinha, foi elaborado um plano
estratégico através de quatro ensaios experimentais que culminam com osobjetivos
derevisar pontos considerados relevantes para a melhor conduta em casos de otite
externa, com o intuito de compreender melhor a dimensédo desse quadro médico;
avaliar a toxicidade do extrato aquoso de W. douradinha através da utilizacdo em
ensaio ex vivo em globo ocular de frangos, por parametros macroscopicos e analise
histopatolégica; testar o efeito citotoxico in vitro causado pela exposi¢do de células
ao extrato aquoso de W. douradinha; avaliar o efeito do tratamento da otite externa
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infecciosa experimentalmente induzida em ratos wistar, através do uso de extrato

aguoso de W. douradinha.



2. Reviséo Bibliografica

2.1 Otite Exterma

Considerando as doencas com elevada prevaléncia na medicina veterinaria, €
indiscutivel a importancia da otite externa dentre os pequenos animais. Com base
neste aspecto foi formulado o artigo de revisdo intitulado “Otite Externa em
Pequenos Animais: Artigo de Revisdo”, publicado na Revista Cientifica de Medicina
Veterinaria. Pequenos Animais e Animais de Estimacédo, volume 12, paginas 398-
404, do ano de 2015. O artigo completo pode ser lido na pagina 21, sessao “3” deste

manuscrito.

2.2 Plantas Medicinais

S&o inumeros os relatos da utilizacdo das plantas medicinais durante todo o
periodo de construcdo da civilizacdo até os dias atuais (FIRMO et al., 2011;
OLIVEIRA & MENINI NETO, 2012). No Brasil tais relatos estdo associados a cultura
indigena, sendo fomentados posteriormente com a vinda de povos africanos e
europeus (CACCIA-BAVA et al.,, 2017). Somado a este conhecimento local, ha
estimativas de que dois tercos das plantas com potencial medicinal do mundo
estejam localizados em paises de clima tropical, como o Brasil. Este por sua vez
conhecido mundialmente por suas riquezas naturais, galgando escalas de ser o pais
com a maior biodiversidade do planeta (KLEIN et al.,, 2009; EMBRAPA, 2010).
Acredita-se que em todo o territério brasileiro existem aproximadamente 200.000
espécies de plantas, sendo que ao menos 50% possuam algum composto ou
propriedade com potencial medicinal. Contudo, somente aproximadamente 1% deste
nicho é explorado de forma adequada (OLIVEIRA & MENINI NETO, 2012).
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2.2.1 Waltheria douradinha

Por ser um pais com uma vasta extensédo territorial, € normal que existam
diversificacdes em sua flora. No territorio brasileiro sdo delimitados sete biomas: a
Amazoénia, o Cerrado, a Caatinga, a Mata Atlantica, o Pantanal, o Manguezal e o
Pampa (MACEDO & GEMAL, 2009; EMBRAPA, 2010). Dentre as plantas que
compde o bioma Pampa encontra-se a Waltheria douradinha, também chamada de
douradinha-do-campo, malva-branca, malva-veludo ou simplesmente douradinha
(LORENZI, 2008). De fécil identificacdo, podemos descrever a douradinha como
uma planta com caracteristicas subarbustiva, ereta ou decumbente. A W.
douradinha possui folhas alternas, com margens serradas e pilosas, apresenta
também inflorescéncia com flores sésseis em glomérulos densos e globosos e com
fruto tipo cdpsula bivalva. Desenvolve-se em campos de solos arenosos, formando
pequenos grupamentos. E uma planta da familia Malvaceae, com compostos
taninos, flavonoides e saponinas ja descritos (SIMOES et al., 1986; MOREL, 1999;
LORENZI & MATOS, 2002; LORENZI, 2008; SCHMIDT et al., 2009; SILVA &
CAVALCANTI, 2016).

Em um estudo sobre as principais plantas medicinais comercializadas nos
mercados populares, realizado por SILVA & CAVALCANTI (2016), a Waltheria
douradinha recebe destaque, sendo umas das plantas mais citadas. Suas
indicacbes empiricas englobam acéo cicatrizante, antimicrobiana, os tratamentos
dereumatismo, gota, doencas da pele, hipertensédo arterial, afeccées de rins e
bexiga, disenteria, doencas do trato respiratorio, neoplasias, acgdo diurética,
emagrecedora, antialbumindrica, cardiotdonica, anti-inflamatoria e emética (LORENZI
& MATOS, 2002; SCHMIDT et al.,, 2009; LAINETTI & BRITO, 2012; SILVA &
CAVALCANTI, 2016). Ainda, em um estudo envolvendo diversos extratos vegetais, a
W. douradinha obteve os melhores resultados, demonstrando acdes como anti-
inflamatoria, inibidora de proliferacdo celular, antimicrobiana e ainda baixos indices
de toxicidade celular (SCHMIDT et al., 2009). Outro estudo sobre seu potencial
antimicrobiano relata sua agéo contrabacilos gram-negativos e enterobactérias, além
de demonstrar atividade moderada contra trypomastigotas (cepa Y), do
Trypanossoma Cruzy (BIAVATTI et al., 2002) Uma das caracteristicas das
quinolonas presentes na douradinha é produzir na bactéria a chamada reacédo de

alarme ou resposta, que basicamente consiste na formacédo de DNA e inibicdo da
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divisdo celular. Quando realizada esta etapa o que define pela destruicdo ou
manutencdo da célula é o tempo de exposicdo do DNA ao agente toxico. Além
disso, ja houveram comprovacdes de que todas as reacfes ocasionadas por estas
quinolonas podem levar a reacdo seguida de morte celular (JACKSON et al., 1998;
GRESSLER, 2006), o que comprovaria sua agao antimicrobiana.

Gressler (2006) também demonstrou a presenca de acao antimicrobiana de
compostos Unicos isolados da W. douradinha (os alcaloides Waltheriona-A e
Waltheriona-B). Este mesmo autor avaliou a acdo antioxidante destes compostos,
porém separadamente ndo houveram respostas satisfatérias, mas quando em
sinergismo, tais compostos demonstraram boa atividade. Somado a isso, foram
identificados compostos de extrema relevancia nas plantas estudadas. Foram
identificados o (O)-metiltembamida, ja utilizado em pesquisas anti-HIV, foi também
identificada a Antidesmona (composto com acdo anti-trypanossomica), além da
descricdo de um alcaloide inédito intitulado de VG8, sobre o qual ainda se sabe
pouco.

Com base nos dados apresentados, € nitida a escassez de informacdes sobre
as reais formas de acdo da W. douradinha. As informacdes publicadas atualmente
tratam de estudos in vitro, sendo o potencial clinico desta planta ainda pouco

explorado.
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Resumo

A otite externa € uma doenca de elevada incidéncia na clinica de pequenos
animais, acometendo tanto caninos quanto felinos. Sua definicdo parte da inflamacédo do
epitélio do conduto auditivo externo. Inicialmente os sinais clinicos de eritema, prurido,
otalgia, cerimen em excesso, entre outros, podem passar despercebidos por proprietarios
e médico veterinario. Em grande parte dos casos o diagnostico ndo € considerado um
problema, podendo ser concluido através de anamnese, exame clinico geral e especifico,
porém casos cronicos devem ser considerados e pesquisados de forma mais
aprofundada. De modo amplo, o tratamento engloba limpeza, controle da producdo de
cerumen e administracao topica de antibacterianos, antifingicos e anti-inflamatérios, que
guando utilizados de forma correta fazem com que ocorra a resolugdo do quadro.

Contudo a negligéncia ao diagnéstico, aliada ao uso indiscriminado e/ou incorreto do
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tratamento vem causando complicacdes posteriores aos pacientes. Desta forma

objetivamos revisar os pontos chave para a melhor compreensao desta enfermidade.

Palavras-chave: orelha externa, conduto auditivo, cées, gatos.

INTRODUCAO

O reconhecimento da orelha higida é de extrema importancia para deteccdo de
alteracdes afim de que se possaestabelecer o protocolo de tratamento adequado quando
necessario [1,2]. O conduto auditivo externo em condi¢cbes normais possui caracteristicas
gue mantém o equilibrio e manutencédo adequada de suas fun¢des. Quando em situacdes
de adversidade a incidéncia de casos otite externa recebe destaque frente a outras

otopatias [3].

A otite externa é caracterizada por inflamacdo do conduto auditivo externo,
associado a agentes infecciosos ou nao, uni ou bilateral, aguda ou crénica, com exsudato
ceruminoso ou purulento [4,5]. A etiologia desta enfermidade pode ser dividida em fatores
primarios, predisponentes e perpetuantes. Os fatores primarios sdo propriamente 0s
causadores da inflamacédo, os fatores predisponentes sdo mecanismos facilitadores de
disturbios e favorecem o estabelecimento da doenca, e por fim, os fatores perpetuantes

0s quais dificultam a resolucao do quadro [6, 7].

O diagnostico de otite deve ser feito através de anamnese minuciosa, exame
clinico, otoscopia e exames complementares como citologia, cultura e antibiograma. Ja o
tratamento deve incluir o controle da causa primaria, como microrganismos, Ccorpo
estranho ou dermatopatias [8]. Contudo, a otite externa ndo é considerada um fator de
risco a vida animal, porém a elevada casuistica em cdes associada a dor intensa causada
pelo processo inflamatdrio, danos ocasionados em longo prazo como a estenose canal

auditivo e o desenvolvimento de nodulagdes, acrescidos do custo do tratamento e demais
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dificuldades, fazem com que esta seja uma doenca de extrema relevancia na clinica

meédica de pequenos animais [1, 5].

Diante desta situacdo objetivamos revisar pontos considerados relevantes para a
melhor conduta em casos de otite externa, visando maior compreensdo da dimensao

desse quadro pelo médico veterinario, assim como o bem-estar de seus pacientes.

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Anatomia e conformidades da orelha externa

A orelha pode ser divida em trés regides: orelha externa, média e interna. O ouvido
externo por sua vez € dividido em pina (pavilhdo externo) e meato acustico externo
(porcéo vertical e horizontal) até a separacédo do ouvido meédio pela membrana timpanica
[2,7]. A principal funcéo do ouvido € transformar as ondas sonoras em mensagens neurais
para interpretacdo do sistema nervoso, e também atuar no controle do equilibrio, este
exercido pelo ouvido interno [10]. Em cées, cada raca possui suas particularidades quanto
a conformacao do pavilhdo externo, podendo ser pendular, semi-pendular ou ereto [7]. A
maioria dos felinos possui o pavilhdo auricular externo ereto, porém modificacdes

genéticas estdo fazendo com que surjam variacdes neste aspecto [2].

1.2 Microclima do conduto auditivo
O ouvido externo possui caracteristicas Unicas que formam um ambiente normal
onde estado presentes microrganismos comensais, pelos,glandulas sebaceas e apdcrinas,
gue interferem diretamente na aeracdo, pH, temperatura [4,5]. Estes fatores podem ser

influenciados de diversas formas, a raca do animal € um exemplo classico onde se pode
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notar alteracdes na conformacdo da orelha externa, quantidade de glandulas ena

guantidade e densidade de foliculos pilosos [2,7,10].

Caes com orelhas pendulares sdo mais propensos a infeccdes de ouvido que cées
com orelhas eretas, independente destes ultimos terem maior quantidade de foliculos
pilosos no conduto auditivo ou ndo [7]. Ainda, os animais que agregam caracteristicas
como orelha pendular, maior quantidade de foliculos pilosos ou canal auditivo reduzido de
diametro, consequentemente diminuem a aeracéo local, fazendo com que haja aumento
da temperatura e umidade. Este fato favorece o crescimento de microrganismos
oportunistas e, consequentemente a ocorréncia de infec¢cdes. A umidade, tanto do
conduto auditivo externo como do ambiente, ja foi descrita como fator predisponente para
otite externa [6]. Também podemos citar o pH do epitélio do conduto auditivo, uma orelha
sadia deve conter o pH entre 4,6 e 7,2, quando em casos de otite externa aguda este pH
sofre alcalinizacdo moderada, elevando o pH conforme a cronicidade do quadro [7]. Em
situacbes de pH alcalino ha o favorecimento do crescimento de microrganismos que

normalmente ndo causariam dano [2].

O cerumen, caracterizado por ser a emulsdo das secrec¢des glandulares em
conjunto com células epiteliais, também é um fator influente nestes casos. A orelha sadia
possui cerimen em pequenas quantidades formando uma barreira protetora, este por sua
vez também age como antimicrobiano deixando o pH baixo [2,7]. Contudo o pH do

conduto auditivo também pode alcalinizar conforme aumentar a secrecao de cerumen [7].

Por fim, o conduto auditivo externo possui microrganismos que se mantém sob
controle em circunstancias normais, porém casos em que haja o favorecimento de seu
crescimento e multiplicacdo a Malassezia pachydermatis e Staphylococcus intermedius
[4,8], ou Staphylococcus pseudintermedius, segundo a classificacdo de DEVRIESE et al.

[9], podem tornar-se patogénicos [4,8].
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1.30tite externa
A otite externa caracteriza-se por inflamacéo do conduto auditivo externo, podendo
ser de etiologia infecciosa ou ndo [11,12], uni ou bilateral, aguda ou crbnica e seu
exsudado ceruminoso ou purulento [13]. E uma doenca de elevada prevaléncia na rotina
clinica de pequenos animais, sendo que aproximadamente 20% dos caes encaminhados
ao atendimento apresentem sinais clinicos [8,14]. Porém, muitas vezes esta enfermidade
pode ser negligenciada ou posta em segundo plano, tanto pelo médico veterinario quanto

pelo proprietario, tornando-se um desafio de diagndstico e tratamento [1,5].

1.3.1 Etiologia
A otite € uma doenca comum em caninos, mas também pode estar presente em
felinos, sendo que nestes a maior ocorréncia da doenca € de origem parasitaria [15].
Diversos fatores podem desencadear a inflamacdo da orelha externa, podendo ser
divididos em fatores predisponentes, primarios e perpetuantes. Para o sucesso do

tratamento é essencial a identificacdo do fator desencadeante da doenca [8,12].

1.3.2 Fatores primarios

Sao estes fatores que desencadeiam a doenca. A identificacdo e tratamento dos
fatores primarios sao essenciais para que haja resolu¢do do quadro clinico [8,11]. Nesta
categoria encontram-se causas parasitarias, as quais sdo a principal forma
desencadeante de otite em felinos podendo chegar a 50% dos casos. Os principais
acaros para a clinica de pequenos animais compreendem oOtodectes cynotis, 0 Demodex
canis, o Otobius megnini, 0 Sarcoptes scabiei, 0 Notoedres cati, 0 Cheyletiella spp., e
Eutrombicula sp. Ainda neste grupo estdo as doencas autoimunes, doencas enddcrinas,

assim como hipersensibilidade e doencas alérgicas, neoplasias e corpos estranhos [6]. As
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hipersensibilidades e alergias sdo relatadas como a maior causa de otite crénica ou
recorrente em caes, indicando que respectivamente 55% e 80% dos cdes com dermatite

atOpica e alergia alimentar apresentam otite externa concomitante [12].

1.3.3 Fatores predisponentes
As causas predisponentes sao aquelas que nao iniciam diretamente a otite externa,
porém aumentam o risco da ocorréncia da doenca. Muitos destes fatores alteram o
microclima auditivo normal, que, associado a outros fatores primarios irdo causar a otite
externa [6,11]. Neste grupo destacam-se principalmente causas relacionadas a anatomia
e genética. Exemplos sédo cédes com orelhas pendulares, excesso de pelos e/ou estenose
do conduto auditivo, entre outros, que fazem com que haja dificuldade de drenagem e

aeracao no conduto auditivo [12].

Sabe-se que cées das racas Poodle, Cocker Spaniel Inglés, Fila brasileiro, Pastor
alemdao, entre outras, possuem maior predisposicdo ao desenvolvimento de otite, ainda
gue a incidéncia em cées sem raca definida também seja elevada [4]. Também, excesso
de umidade no conduto auditivo pode ser um fator predisponente a otite externa, essa por
sua vez age macerando o epitélio diminuindo assim a barreira protetora contra infecgoes.
Ainda, tratamentos utilizados de forma errbnea, ou até mesmo a limpeza inadequada,

podem ocasionar lesGes no epitélio auricular [6,12,16].

1.3.4 Fatores perpetuantes
Este grupo abrange as causas que nao desencadeiam diretamente a doenca no
conduto auditivo, mas dificultam sua resolucdo. Sdo causas que devem ser tratadas

concomitantemente com a afeccéo primaria ou ndo havera resolucado do quadro. Pode-se
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utilizar como exemplo, causas de origem bacteriana, fangica, obstrucées ou estenose do

conduto auditivo assim como quadros de otite média [6,12].

As caracteristicasdo conduto auditivo permitem a presenca de microrganismos,
porém, tais condicdes fazem com que ocorra um equilibrio em seu crescimento e
mecanismos de patogenicidade, tornando-os ndo patogénicos ou menos virulentos
temporariamente, até que ocorra algum disturbio que favoreca seu desenvolvimento [8].
Dentre os microrganismos mais comumente isolados em casos de otite externa estédo as
leveduras Malassezia pachydermatis, assim como as bactérias Staphylococcus
intermedius ou também descrito atualmente como S. pseudintermedius, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas spp, Streptococcus spp., Proteus spp., Escherichia coli e

Corynebacterium sp. [4, 5, 8,9, 12, 13, 14].

1.3.5 Sinais clinicos

Sinais clinicos como prurido, quando em fase inicial, podem passar despercebidos
tanto pelo proprietario quanto pelo médico veterinario, principalmente em casos em que o
paciente chega ao médico veterinario para a pesquisa de outra enfermidade [1,5]. Os
sinais clinicos caracteristicos compreendem além do prurido, dor a palpacdo e/ou
incomodo, pender ou balancar a cabeca, exsudacdo ceruminosa ou purulenta, eritema,
edema, ulceracbes, odor fétido, sendo que também podem ser visualizados na porcao
externa da orelha sinais de escoriacdes e auto-traumas. Nos casos de maior cronicidade
estes sinais clinicos também podem cursar com estenose do canal auditivo e dificuldade

ou perda de audicédo, este ultimo, em quadros com envolvimento da orelha média [6,12].

Casos com origem parasitaria ou por corpos estranhos geralmente iniciam de

forma aguda através de prurido intenso, podendo ser diferenciados pela quantidade
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menor de exsudato no periodo inicial, principalmente o exsudato ceruminoso que mais

comumente € observado em otites por alteracdes autoimunes ou glandulares [16].

1.3.6 Diagnostico

Para o diagndstico da otite externa uma anamnese minuciosa € sempre importante.
Perguntas como tempo de evolugdo do quadro, progressdo, outros tratamentos ou outras
areas do corpo afetadas devem estar sempre presentes visando a pesquisa por uma
possivel causa primaria ou dificuldades de tratamento [11]. Ainda, o médico veterinario
deve lancar mao do exame clinico geral e especifico através da otoscopia, podendo ser
auxiliado por exames complementares, como cultura, antibiograma, citologia auricular,
biopsia, estudo radioldgico [11,12,16] além de videotoscopia [3], tomografia, ressonancia
magnética ou também otoscopia virtual 3D, a qual permite navegacao por imagem ao
longo das superficies internas de um modo semelhante a videotoscopia convencional
[17]. Porém, com 0 uso somente da otoscopia o clinico ja pode detectar a presenca de
corpos estranhos, neoplasias, classificar o grau de eritema na regido auricular, avaliar as
lesdes progressivas que acompanham o quadro, entre outras observacdes consideradas
relevantes. GOTTHELF [18] faz associacdes entre o possivel agente causador da otite e a
coloracdo do exsudato produzido e visualizado na otoscopia. Casos relacionados a
Malassezia sp. apresentariam exsudato de coloracdo amarronzada, casos onde ha o
envolvimento de Pseudomonas sp. podem demonstrar exsudato purulento levemente
esverdeado, assim como casos de otite relacionados com Staphylococcus sp. estdo mais

associados ao exsudato amarelado.
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1.3.7 Tratamento
Para um tratamento efetivo a identificacdo do agente primario causador da doenca
€ extremamente importante [12]. Porém de maneira geral os alvos terapéuticos de maior
foco tornam-se os microrganismos [8]. Contudo, independente do fator causador, a
limpeza do conduto auditivo deve ser sempre levada em consideragcdo como auxiliar ao
tratamento, principalmente por permitir a acdo de outros principios na parede do conduto

auditivo [19].

O uso de ceruminoliticos € realizado como tratamento conjunto da otite externa,
atuando na limpeza do canal auditivo sempre antecedendo a aplicacdo de farmacos [20,
21]. O propilenoglicol é um alcool organico, viscoso, incolor, solvente e emulsificante,
sendo considerado uma substancia de baixa irritabilidade, e em algumas concentracfes
também podendo atuar com acdo queratolitica. Por essas caracteristicas, 0
propilenoglicol é utilizado amplamente como veiculo para formulagcdes de produtos da
linha dermatologica e solucbes otologicas [19,22]. A aplicagcdo do ceruminolitico pode
reduzir alguns dos sinais clinicos, principalmente o odor fétido na concha acustica e
guantidade de cerumen visualizado na otoscopia, embora ele ndo apresente uma acao
antimicrobiana direta,pode levar a uma reducdo dos microrganismos de forma indireta,
pela reducdo do cerimen, utilizado como substrato para a multiplicacdo e crescimento

bacteriano [23].

Contudo a grande maioria das formulacdes otolégicas contém antimicrobianos,
antifangicos, anti-inflamatorios e pequenas quantidades de anestésicos locais [24], porém
0 uso de medicamentos tOpicos em casos rompimento da membrana timpéanica pode
causar reacOes indesejaveis. Por exemplo, a antibioticoterapia com base nos
aminoglicosideos é contraindicada em casos de perfuracdo da membrana timpanica,
sendo considerada ototoxica, assim, em casos que se desconheca o estado de

integridade da membrana timpanica sdo aconselhados o uso de quinolonas como a
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ciprofloxacina ou ofloxacina [25]. O tratamento utilizando medicamentos sistémicos €
indicado quando houver otite externa com sinais clinicos exacerbados, otite cronica ou
também casos de otite média, sendo que o tratamento se estende mesmo apos a cura

clinica [26].

A escolha do antimicrobiano sempre deve ser baseada em testes de sensibilidade
e cultura. Casos de otite média ndo devem ser resolvidos somente com a terapia topica,
sendo necessario o uso sistémico concomitante [26]. Antibioticos que penetrem o tecido
fibrosado ou calcificado devem ser administrados em doses mais elevadas, como por
exemplo, a sulfadizina associada com trimetoprim a cada 12 horas (BID), clindamicina ou
enrofloxacina, ambos BID. Este tratamento pode se estender por seis a oito semanas,
sendo indicada a continuidade da terapia por sete dias apdés o desaparecimento dos

sinais clinicos [27].

Também existem casos especificos ondeo tratamento pode possuir maior
efetividade sob determinado microrganismo, como por exemplo, os aminoglicosideos,
especialmente a gentamicina, que sao efetivos principalmente na reducao de bactérias do
género Pseudomonas spp. [28]. Porém Lorente [29] relata que ja existem casos onde ha a
reducdo da acdo como bactericida contra esse género bacteriano. Outro exemplo é a
ciprofloxacina que pode ser empregada como um antibiético ativo contra a maioria dos
microrganismos, mas com acao principalmente sobre P.aeruginosa, S. aureus e S.
epidermidis, as quais sdo bactérias de importancia nesta enfermidade, e como aditivo a
ciprofloxacina ainda apresenta baixo indice de efeitos colaterais, além de ndo causar
absorcao sistémica apos aplicacao topica, ao contrario dos aminoglicosideos que causam
ototoxicidade, sendo queja foi demonstrada que a administracéo topica de ciprofloxacina

obtém melhores resultados que a administracdo de gentamicina sistémica [29].

Ainda sobre a P. aeruginosa, este microrganismo esta sendo considerado

problemético em termos de tratamento, pois nos ultimos anos é crescente 0 niumero de
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cepas resistentes. Estudos in vitro estdo sendo realizados para resolver este problema,
alguns resultados ja demonstram que a utilizacdo de polimixina B associada a miconazol
tem potencial de acdo capaz de ser utilizada na maioria das cepas, principalmente em
casos de resisténcia a enrofloxacina e gentamicina [28,30]. A P. aeruginosa também ja
desenvolveu resisténcia ha maioria das penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda
geracdo, cloranfenicol e a alguns aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina e
canamicina), tetraciclinas e sulfonamidas. Contudo antibidéticos como ureidopenicilinas,
guarta geracao de cefalosporinas, quinolonas e polimixinas, ainda podem ser usados para

tratar as infeccdes por P. aeruginosa [31].

Penna [32] alerta sobre espécies do género Staphyococcus (S. intermedius,
S.schleiferi, S. aureus, S. epidermidis e S. simulans) as quais apresentam resisténcia pelo
menos ha um antimicrobiano, sendo a grande maioria multirresistente. Estas bactérias ja
demonstram algum grau de resisténcia a amoxicilina quando utilizada sozinha, assim
como tambémha a demonstracdo de queda da eficacia das penicilinas. Nestes casos a
utilizacdo de amoxicilina associada ao acido clavulanico ou oxacilina é considerada eficaz,
enquanto a neomicina e eritromicina ja demonstram um alto indice de resisténcia, nao
devendo ser empregadas. Fatos como estes demonstram a necessidade da cultura
bacteriana para identificacdo de espécies e testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

(antibiogramas) para a terapéutica adequada (Tabela 1) [32].

Nas otites, as infeccbes micoticas superficiais sdo causadas por leveduras
principalmente dos géneros Malassezia spp., ou de forma mais rara Candida spp. Estes
microrganismos podem atuarcomo habitante natural da pele e ouvido dos caes, ou
também como patdgeno oportunista. Essas formas de infec¢do fungicas relatadas em
animais domeésticos acometem a epiderme, o epitélio folicular, a haste pilosa [33].
Conforme Bensignor [34] os tratamentos utilizando miconazol proporcionam a reducao

fungica desejada, embora tratamentos com associacdo deantifungico, antimicrobiano e
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anti-inflamatdrio, como respectivamente: clotrimazol, marbofloxacina e dexametasona

produzam uma maior efetividade na reducéo de eritema, cerumen e prurido.

A M. pachydermatis € uma levedura frequentemente envolvida como fator
perpetuante na otite externa. As terapias topicas com diferentes agentes antifingicos sao
geralmente bem sucedidas para o controle de seu crescimento. Apesar das repeticoes de
tratamento com 0os mesmo principios antifingicos, a M. pachydermatis ndo demonstrou
ainda suscetibilidade de desenvolver mecanismos de resisténcia com relevancia clinica.
Atualmente os antifungicos mais utilizados sdo os azéis, representados principalmente

pelo miconazol e clotrimazol [15,35].

Tabela 1. Sensibilidade e resisténcia a farmacos dos principais agentes

microbianos e parasitario envolvidos em casos de otite externa.
Agente Resistente Sensivel
Otodectes e Ivermectina

Aminoglicosideos

(gentamicina,

Pseudomonas sp. Beta-lactamicos
ciprofloxacina, polimixina
associado a miconazol)
Ciprofloxacina,
Amoxicilina associada a
Staphylococcus sp. Neomicina, Eritromicina

Ac. Clavulanico,

Oxacilina

Cetoconazol (resisténcia Miconazol, Clotrimazol,
Malassezia spp.
intermediaria) Marbofloxacina
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Para animais com otite com causa primaria parasitaria, como os acometidos por
Otodectes, o uso sistémico de ivermectina € considerado a forma mais eficaz de
tratamento, sendo recomendado para 0s animais em conjunto com o controle ambiental
[27]. Especialmente cdes da raca Collie e mesticos, ndo devem ser tratados com
ivermectina, sendo que cades da raca Old English Sheepdogs e Shetland Sheepogs
também necessitam de maiores cuidados durante a administracdo de medicamentos com
este principio. Ainda, nas preparacdoes otolégicas veterinarias € comum o0 uso de
piretrinas, carbaril, tiabendazol, organofosforados e monossulfiram [24,36]. O fipronil é
uma molécula sintética com atividade comprovada contra acaros e insetos, além de nao

ser toxica quando utilizada em filhotes, podendo ser empregada como alternativa de

tratamento [27].

A grande maioria dos casos de otite externa pode ser solucionada com a utilizacao
de terapia topica, quando respeitados critérios de administracéo, principalmente o periodo
de tratamento [24]. Porém, séo inumeros os casos de negligéncia durante o tratamento de
otite, o que pode resultar em recidiva e evolugcdo para casos cronicos, fato que eleva
resisténcia bacteriana, custo de tratamento e, muitas vezes, culminam com a necessidade
de procedimentos cirargicos para resolucdo do quadro [1, 6, 16]. Segundo Voget [37] a
antibioticoterapia errbnea além de causar resisténcia, quando utilizado em doses ou
periodos reduzidos, também pode ao final do tratamento alcancar concentracdes
plasmaticas elevadas, ultrapassando o limite de determinacdo para o tratamento. Mais
gue isso, a utilizacdo das mesmas moléculas para o tratamento humano e animal faz com
gue haja uma dificuldade no controle dos medicamentos [5,8]. Por esse motivo a terapia
deve ser escolhida de forma consciente a aperfeicoar o tratamento e minimizar o

desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos convencionais.

Estudos in vivo com modelos experimentais estdo sendo realizados para melhor

reproduzir as condi¢gbes de ocorréncia desta doenga assim como seu tratamento. Assim
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espera-se em um futuro proximo afirmar a capacidade real de novos compostos e

também os de melhor acéo para o tratamento desta enfermidade [39, 40].

Consideracoes finais

Diversos fatores podem desencadear a otite externa, cabe ao médico veterinario
identificar a doenca mesmo quando ndo houver queixa. Com o diagnéstico no periodo
inicial da doenca o tratamento deve ser instituido de forma adequada e especifica ao

agente causador da doenca para que assim nao haja evolucéo e recidiva.

Abstract

Recognition of normal ear is extremely important to detect changes and thus establish the
correct treatment protocol that succeeds in each specific pathology when necessary. Otitis
externa is a disease of high prevalence in the clinic for small animals, affecting both dogs
when felines, their definition of the inflammation of the epithelium of the external auditory
canal. Initially, the clinical signs may go unnoticed by owners and veterinarian, which
presents with erythema, itching, earache, excessive cerume, among others. In most cases
the diagnosis is not considered a problem, and may be completed through anamnesis,
general and specific clinical examination, but chronic cases should be considered and
investigated more deeply. Broadly, the topical treatment encompasses antibacterial,
antifungal and anti-inflammatory, which when used correctly cause occurs the condition is
resolved, but the neglect of diagnosis, coupled with the indiscriminate use or misuse of the
treatment is causing complications subsequent to patients. Thus we aim to review the key

points for a better understanding of this disease.

Keywords: External ear, ear canal, dogs, cats.
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RESUMO

A producédo de fitoterapicos exige que em seu desenvolvimento haja testes em
relacdo a sua toxicidade. Assim métodos que promovam a reducdo de animais em
pesquisa devem ser aplicados também a estes compostos. AOECD (Guideline for the
Testing of Chemicals) recomenda o teste do olho de frango como uma alternativa de
triagem, antes de levar os produtos a ensaiosin vivo. Os objetivos deste estudo foram
determinar a toxicidade do extrato aquoso de Walteria douradinha através de ensaio ex
vivo em globo ocular de frangos, e demonstrar dados que justifiguem a utilizacdo deste
como teste de triagem anterior ao ensaio in vivo. Foram utilizados olhos de frangos ex
vivo, distribuidos em grupos conforme o produto instilado em sua superficie: grupo
extrato aquoso de W. douradinha (WD), salina 0,9% (CN) e acido acético 10% (CP). A
toxicidade foi avaliada para retencdo de fluoresceina, opacidade e inchago de cornea, e

critérios histopatolégicos, conforme recomendacgdo da OECD. O grupo WD demonstrou
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resultados macroscopicos com baixo indice de irritabilidade, quando comparados com
os olhos CP (P<0,05). Ainda, os olhos WD demonstraram menores alteracdes
histopatoldgicas que os olhos CP, estando, em todas ocasides, com indice néo irritante.
Nas condicdes deste estudo concluimos que o extrato aquoso de W. douradinha possui
baixo grau de toxicidade perante as analises macroscopicas e histopatoldgicas. Mais que
isso, indicamos o teste do olho da galinha como ensaio de triagem para determinacdo da
toxicidade de fitoterapicos, podendo ser usado antes de levar os extratos a teste em

animais, reduzindo assim o uso destes.

Palavras-chave: Testes alternativos. Fitoterdpicos.Draize. Toxicologia ocular.
Validagéo.

Toxicological assay with aqueous extract of Waltheria douradinha (douradinha do
campo) in ex vivo model

ABSTRACT

Requirements for the toxicological assessment of phytotherapies are increasing,
as these become more widespread. Methods that reduce the animals used in these
toxicology studies should also be applied for these compounds. The enucleated chicken
eye test is recommended by OECD as an early screening method, used prior to the in
vivo assays. The objectives of this study were to assess the toxicity of the agqueous
extract of Walteria douradinha through the enucleated chicken eye test, as
recommended by the OECD, and demonstrate evidence supporting it as a valid
screening assay. The eyes of commercially slaughtered chicken were used in this study,
these were divided into groups according to the product instilled: aqueous extract of W.
douradinha (WD); 0.9% saline (CN); and 10% acetic acid (CP). Toxicity was evaluated
by predetermined criteria for fluorescein retention, corneal opacity, and swelling, in five
time points. Histopathological criteria for corneal lesions were also assessed.
Throughout the study the WD group showed low rates of irritability compared with CP
eyes (P <0.05) in the macroscopic criteria. Moreover, WD eyes showed lower
histopathological changes than CP eyes, and were characterizedas non irritant. In this
study we conclude that the aqueous extract of W. douradinha has a low degree of
toxicity, as shown by both macroscopic and histopathological parameters. Furthermore,

we recommend the enucleated chicken eye test as a screening assay to determine the
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toxicity of herbal extracts, and should be used before in vivo testing, thus reducing the
number of animals used.

Key Words: Alternative tests. Herbal. Draize. Ocular toxicology. Validation.

INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo importantes recursos terapéuticos utilizados de forma
empirica ha milhares de anos para prevencdo e tratamento de inimeras doencas. Na
atualidade, sua utilizacdo € comum e faz parte da cultura popular sendo fomentada
principalmente nas nagfes em desenvolvimento?, onde parte da populagdo tem pouco
acesso a medicina formal. Atualmente, diversos campos da pesquisa tém se voltado para
a confirmacdo e analise de componentes referentes ao potencial farmacoldgico das
plantas em busca de uma utilizacdo mais segural. Porém, o vasto uso sem o
conhecimento prévio de seus compostos bioativos, aliado ao pensamento errbneo sobre
produtos in natura, faz com que ocorra a auséncia da resposta pretendida, ou ainda a
ocorréncia de efeitos colaterais™ *.

A biodiversidade de plantas brasileiras € vasta e ainda pouco explorada, portanto
h& a necessidade de se obter um mapeamento etnofarmacoldgico e toxicologico mais
detalhado dos biomas existentes em territorio brasileiro®. Entre as plantas brasileiras de
interesse medicinal encontra-se a Waltheria douradinha (douradinha do campo), uma
planta arbustiva e rasteira do bioma Pampa®®. Os extratos aquosos e lipofilicos dessa
planta j& foram descritos como ricos em compostos bioativos’®. Ainda, em um estudo in
vitro, realizado com plantas triadas como promotoras da cicatriza¢do, a douradinha do
campo se mostrou particularmente eficiente, sendo promissor tanto seu extrato aquoso
como o lipofilico®. A W. douradinha brasileira é semelhante filogeneticamente & W.
indica (sinbnimo de W. americana), comum a varias partes do mundo, com diversas
acbes farmacologicas ja descritas, incluindo agdo cicatricial, antitérmica e anti-
inflamatoria™.

A fim de tornar a utilizacao de fitoterapicos uma alternativa segura na prevencgéo
e combate de doengas, deve-se submeté-los a testes pre-clinicos de irritabilidade e
toxicidade conforme recomendado pela legislacdo™. Com o intuito de realizar uma
menor exposicdo e utilizacdo desnecessaria de modelos animais em pesquisa, 0S ensaios

de citotoxicidade in vitro e toxicidade ex vivo, estdo sendo adotados como rotina e
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postos a prova como alternativa® .0 teste de Draize, ensaio pré-clinico em olhos de
coelhos in vivo, hd muito é realizado para produtos com a finalidade de avaliar o
potencial irritante antes de sua comercializagdo™ . Como alternativa, a utilizacio de
material oriundo de abatedouros vem tornando-se cada vez mais indicada. O globo
ocular de frangos abatidos para consumo é uma opgdo eficaz que reproduz fielmente os
parametros analisados nos testes de toxicidade in vivo para solu¢Bes aquosas, sendo
utilizado principalmente na fase de testes para produtos que se pressupde que possuam
elevado grau de irritabilidade, e desta forma ndo haja a exposi¢cdo de animais aos
mesmos™* 1618,

Neste contexto, este estudo se propde a avaliar a toxicidade do extrato aquoso de
W. douradinha através da utilizacdo de ensaio ex vivo em globo ocular de frangos, pela
utilizacdo de pardmetros macroscépicos e andalise histopatologica, a fim de determinar
uma maior seguranga para 0 uso topico deste fitoterdpico. Mais ainda, objetivamos
demonstrar dados que justifiquem a utilizagdo deste ensaio como teste de triagem para
solugdes com pretensdo de comercializacéo, diminuindo 0 nimero de animais nos testes

in vivo.

MATERIAL E METODOS
1. Whalteria douradinha— coleta e confeccéo do extrato:

A W. douradinha foi coletada manualmente na zona rural do municipio de
Santana da Boa Vista (RS/Brasil, 30°36°54”S, 53°08’11”0), sendo uma exsicata
identificada e catalogada pelo Herbario da Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
com identificacdo: PEL n°26318. Amostras da douradinha do campo foram enviadas ao
Laboratorio de Oleoquimica e Biodiesel do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da UFPelonde foram secas e armazenadas até a
realizacdo da confeccdo do extrato aquoso através da técnica convencional de extragéo
por esgotamento. O produto final (extrato aquoso) foi congelado em ultra-freezer (-80

°C) ate o uso.

2. Ensaio experimental:
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2.1.Enucleacdo e estabilizacdo do globo ocular:

Para a realizacdo do ensaio de toxicidade foi preconizado o protocolo conforme
a OECD - Guideline for the Testing of Chemicals - Isolated Chicken Eye Test-
normativa 438'. Neste experimento foram utilizados doze (n=12) globos oculares
provenientes de frangos previamente abatidos para o comércio (Cooperativa Sul Rio
Grandense de Laticinios Ltda.). O material oriundo do abate foi transportado em
refrigeracdo até o local do experimento, onde foram adotadas medidas para sua
manutencdo. Com o globo ocular integro foi realizada enucleacdo, sendo os olhos
imediatamente posicionados de forma a receber solugdo fisiologica de NaCl 0,9% em
gotejamento controlado (3-4 gotas/minuto a 33°C, por 50 minutos).

2.2.Waltheria douradinha— Teste em olho de frango ex vivo (Chicken

Enucleated Eye Test):

Para realizacdo do ensaio de irritabilidade ocular foram utilizados grupos
controles negativo (CN - solucdo fisiologica de NaCl 0,9% / n=4), controle positivo
(CP- &cido acético 10% / n=4) e grupo pesquisa (WD- extrato aquoso de W. douradinha
100% / n=4). Todos olhos receberam 10uL de solucdo de acordo com seu grupo, a
solucdo agiu por contato direto na superficie do globo ocular por 10 segundos, e
posteriormente foi lavada com 20mL de solugdo fisioldgica em jato constante. Ainda
nesta etapa cada globo ocular recebeu uma gota da solucdo oftdlmica de fluoresceina
sodica 1%, também sendo retirada atraves de jato constante, a fim de caracterizar uma

das analises posteriores.

3. Critérios para Anéalise da Toxicidade:

Cada critério foi submetido a analise por trés avaliadores independentes, com
auxilio de lupa oftalmica e feixe de luz, para os pardmetros de retencdo de fluoresceina
sodica, opacidade de cornea e inchaco de cdrnea. Durante todo processo os olhos foram
mantidos em condicdo constante de gotejamento controlado (solucdo fisioldgica de
NaCl 0,9%, 3-4gotas/min a 33°C).

A andlise para retencdo de fluoresceina foi realizada apos a instilacdo dos
produtos (TO) e trinta minutos ap6s (T1). Foram determinados escores numéricos para

este parametro em: Globo ocular sem retencdo de fluoresceina (zero), minima retencéo
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(0,5), coloragdo unica espalhada por toda cdrnea (1), coloragdo Unica focal ou
confluente (2), e areas confluentes da cornea com retencdo de fluoresceina (3).

Para o critério referente a opacidade de cdrnea os tempos de avaliagdo foram em
30 (T1), 75 (T2), 120 (T3), 180 (T4), e 240 (T5) minutos apos a instilacdo do produto.
Foram observados como critério: Globo ocular sem opacidade (zero), opacidade ocular
minima (0,5), areas dispersas ou difusas com detalhes da iris claramente visiveis (1),
facil percepcdo da area translicida com detalhes da iris pouco obscurecidos (2),
opacidade de cdrnea severa com tamanho de pupila minimamente perceptivel (3), e
opacidade de cornea completa com iris invisivel (4).

Os critérios para inchaco de cérnea foram realizados por comparagdo entre 0s
grupos CN (escore negativo) e grupo CP (escore maximo positivo/+++). Neste quesito

também foram feitas analises do T1 até o T5.

4. Histopatologia:

Apols o ensaio, os globos oculares foram armazenados em formalina 10% e
enviadas ao setor de Patologia do Departamento de Patologia da Faculdade de
Veterinéria da UFPel, para confecgdo dos cortes e analise histopatoldgica, determinando
alteracbes em nivel de cdrnea, estroma e endotélio corneano, sendo novamente

divididos em alteracOes de vacuolizacéo, eroséo e necrose.

5. Analise estatisitica:

Os resultados observados foram tabelados e analisados estatisticamente pelo
método de Kruskal Wallis em programa Statistix 9.0 e expressos neste manuscrito em
forma textual e de tabelas, assim como os dados referentes a histopatologia. Para

determinar a categoria de irritabilidade oftalmica foi utilizada recomendacéo da OECD.

RESULTADOS

Conforme descrito anteriormente, as analises macroscépicas foram realizadas
por parametros pré-determinados pela OECD para os critérios de retencdo de
fluoresceina, opacidade de cornea e inchaco de cdérnea. Para o critério de retencdo de
fluoresceina, tanto no momento TO, quanto T1, os olhos nos quais foi instilado W.

douradinha, demonstraram ausentes ou minimamente impregnados com este corante
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oftalmico, resultados promissores quando comparados ao grupo CP (P<0,05), onde os
olhos demonstraram pigmentacdo relevante (Tabela 1).

Os resultados para os parametros macroscopicos de opacidade e inchaco de
cornea foram expressos na Tabela 2. No parametro referente a opacidade de cdrnea,
observaram-se menores indices de alteracGes macroscopicas por parte do grupo WD,
porém ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos analisados nos tempos
T1, T2 e T3. Nos momentos T4 e T5, WD obteve um melhor resultado que o grupo CP
(P<0,05). Ja para o critério referente ao inchaco de cornea, os olhos do grupo WD, além
de demonstrarem menores indices de alteracdo macroscopica em todos 0s momentos
avaliados, obtiveram diferenca estatistica quando comparados ao grupo CP nos
momentos T3, T4 e T5 (Tabela 2).

Perante a andlise histopatoldgica, em nosso grupo controle positivo (CP), foram
observadas alteracfes de grau maximo em 100% dos globos oculares, enquanto que no
negativo (CN), ndo foram observadas alteracdes em nenhum dos olhos. J& para o grupo
WD, no primeiro quesito, vacuolizacdo, dos seis olhos um apresentou alteragdes pouco
significativas, quatro apresentaram alteracbes minimas e um demonstrou alteracdes
discretas. Para o critério de erosdo, trés olhos apresentaram resultado negativo (auséncia
completa de alteracGes), um com alteragdes pouco significativas, um com alteracdes
minimas e um com alteragbes discretas. Quanto a necrose, somente dois olhos
apresentaram alteracdes, e essas pouco significativas (Tabela 3).

Os resultados referentes as alteracfes observadas nos olhos que receberam
contato com extrato aquoso de W. douradinha foram agrupados em médias por
momento de avaliagdo e classificados conforme o grau de irritabilidade de acordo com a
determinacédo de irritabilidade descrita pela OECD (Tabela 4). Sendo que em nenhum
dos momentos os olhos do grupo WD obtiveram classificacdo maior que | (referente a
acao nao irritante), sendo o maior escore apresentado nos momentos T3 e T5 com valor

de 0,25 para opacidade de cornea.

DISCUSSAO

Este estudo aplica, de forma inédita, um ensaio substitutivo ex vivo na avaliacdo

da irritabilidade induzida por um extrato vegetal, indicando este como método de
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triagem e alternativa ao teste de Draize. O teste de Draize foi desenvolvido inicialmente
na década de 1980 para demonstrar possiveis efeitos adversos causados por produtos em
contato com o globo ocular, utilizando como modelo experimental coelhos™. Em busca
de alternativas a esse teste, diversos estudos foram, e estdo sendo conduzidos através da
utilizacdo de cultivos celulares, teciduais e material oriundo de animais enviados ao
abate comercial'* ?*. Diversas espécies ja foram testadas como modelo, sendo o globo
ocular dos frangos o que reproduz resultados mais fidedignos aos demonstrados no teste
de Draize, quando consideradas solucdes aquosas®’. O teste de toxicidade utilizando
globo ocular de frangos ja é realizado, principalmente para solugdes com elevado grau
de irritabilidade, fazendo com que diminuam as situa¢fes de uso desnecessario de
animais experimentais'® . Essa indicacdo deve ser ampliada, para além dos produtos
domésticos, para medicamentos, fitoterapicos e cosméticos.

Neste estudo demonstramos o baixo potencial irritante do extrato aquoso de W.
douradinha quando em contato com a superficie do globo ocular de frangos, modelo ex
vivo para irritabilidade topica de produtos quimicos. Esse método alternativo ao ensaio
in vivo em coelhos, teste de Draize, é fiel na determinacdo do potencial irritante de
substancias™*, tornando-se uma opcdo para a diminuicéo do uso de animais em pesquisa.
Esta técnica vem sendo implementada, principalmente, para triar a toxicidade de
produtos de limpeza e desinfeccdo’®, sendo este o primeiro relato de seu uso para
fitoterapicos. A baixa irritabilidade gerada pelo extrato de W. douradinha descrito neste
estudo, conforme a Tabela 4, permite tracar uma perspectiva de continuidade as
pesquisas por alternativas de prevencéo e tratamento de doengas utilizando essa planta.

A andlise histopatoldgica dos olhos contemplou critérios de lesdo em nivel de
cornea, principalmente devido ao baixo tempo de contato da solugdo com o globo
ocular, o qual também foi o sitio de contato direto™* %°. As particularidades dos olhos
dos frangos, quando comparados a outras espécies, fazem com que este seja eleito como
0 padrdo substitutivo aos testes de Draize para solugOes aquosas. As lesdes descritas
decorrem da camada ocular externa, visto que em situacdo de contato real o olho possui
diversos mecanismos para reducéo da irritabilidade'® ?°. Os critérios para possiveis
alteracBes na cornea foram baseados em analises padronizadas anteriormente®, onde
eram consideradas as camadas do epitélio, estroma e endotélio procurando observar-se a

presenca ou auséncia de alteracdes e as lesdes classificadas em vacuolizacao, erosao e
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necrose. Estas alteracfes também foram classificadas em escores conforme o descrito na
Tabela 3.As alteracbes histopatoldgicas encontradas neste estudo podem ser
classificadas como discretas em rela¢do ao grupo controle, e sédo consideradas como nédo
irritantes™ 2,

O presente estudo demonstra ndo s6 a baixa irritabilidade tdépica de um
fitoterdpico do bioma Pampa, mas também uma alternativa ao uso de animais
experimentais, no que diz respeito a toxicologia, uma vez que é passivel de ser aplicada
com extratos vegetais e deve ser indicado, sempre que possivel, antes de testes em
modelos animais. Essa iniciativa vem ao encontro de orientagdes da Comissdo de
Coordenagdo Interinstitucional de Validagdo de Métodos Alternativos (ICCVAM) e do
Centro Inter-agencial do Programa Nacional de Toxicologia de Avaliacdo dos Métodos
Alternativos toxicoldgicos (NICEATM), que buscam ensaios fidedignos como
alternativa ao uso de animais'’. Recentemente no Brasil o Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdo, criou a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) ao
uso de animais, visando fomentar esse campo da pesquisa através dos principios dos
3Rs(Reduction;Refinement; Replacement)2.

A OECD™ pré-determinou critérios para a avaliacio macroscopica da toxicidade
ocular em frangos. Utilizando estes mesmos critérios, demonstramos o0s baixos indices
de irritabilidade ocular do extrato aquoso de douradinha do campo, para retencdo de
fluoresceina, opacidade de cdrnea e inchaco de cornea (com modificacdes). Foram
observados resultados com maior proximidade entre o extrato aquoso de douradinha do
campo (WD) e o controle negativo utilizando solucéo fisiologica de NaCl 0,9% (CN),
guando comparados estes e o controle positivo (CP), que foram expostos a acido acético
10% (CP). Como neste estudo utilizamos o extrato de W. douradinha puro, sem
diluicdo, este ainda gerou algumas alteracdes, particularmente na estrutura
histopatoldgica dos olhos. Entretanto, como o uso popular deste extrato se d& de forma
diluida, como cha ou emplastro, a remota chance de efeitos adversos se torna quase

nula.

CONCLUSAO
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Os dados gerados nesse estudo associados ao potencial terapéutico atribuido a
W. douradinha’™° justificam mais ensaios acerca desta planta, tanto para comprovar seu
potencial medicinal, quanto para descrever de forma mais criteriosa suas caracteristicas
toxicoldgicas. Desta forma, concluimos que o extrato aquoso de W. douradinha possui
um baixo grau de toxicidade perante as analises macroscopicas e histopatoldgicas
realizadas em modelo ex vivo, utilizando globo ocular de frangos. Concluimos ainda que
este € um ensaio passivel de ser utilizado neste tipo de composto, sendo indicado seu

uso, sempre que possivel, antes de se proceder para experimentacdo em animais.
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Tabela 1. Resultados demonstrados pela instilacdo de extrato aquoso W. douradinha
(WD1 e WD2), solucéo fisiologica de NaCl 0,9% (CN) e &cido acético 10% (CP), nos
tempos zero (TO) e trinta minutos (T1) em olho de frango para o critério de retencéo de

fluoresceina sodica. Dados apresentados em escore mediano (escore minimo — maximo)

Tratamento Retencéao
NaCl 0,9% (CN) 0,5(0-0,5) A
Ac. Acético
10%(CP) T0 td-1B
Douradinha (WD1) 0(0-05A
Douradinha (WD2) 00-1A
NaCl 0,9% 0,5(0-0,5) A
Ac. Acético 10% 11-1)B
Douradinha (WD1) " 0(0-05A
Douradinha (WD?2) 0(0-05)A

A e B - representam diferenca estatistica (p<0,05) durante o mesmo periodo de

tratamento para o critério analisado conforme a coluna.
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Tabela 2. Critérios de opacidade e inchaco de cdrnea nos tempos 30 (T1), 75 (T2), 120
(T3), 180 (T4) e 240 (T5) minutos, apos a instilagdo de solucéo fisioldgica de NaCl
0,9% (CN), acido acético 10% (CP) e extrato aquoso de W. douradinha (WD) em olho

de frango. Dados apresentados em escore mediano (escore minimo — maximo)

Tratamento Tempo Opacidade Inchaco

NaCl 0,9% 0(0-0,5) -

Ac. Acético 10% o 1,25 (0,5 - 2) o+

Douradinha (WD1) 0(0-1) - (-/++)

Douradinha (WD2) 0(0-0,5) + (-/+4)

NaCl 0,9% 0(0-0,5) -A

Ac. Aceético 10% 1,25 (0,5-2) +++ B

Douradinha (WD1) T2 0(0-1) +(-1++) B

Douradinha (WD2) 0(0-0,5) )
AB

NaCl 0,9% 0,5 (0-0,5) -A

Ac. Acético 10% T 1,25 (0,5 - 2) +++ B

Douradinha (WD1) 05(0-1) -(-[+H) A

Douradinha (WD2) 0(0-1) + (-[++) A

NaCl 0,9% 05(0-05AB -A

Ac. Aceético 10% 1505-2)B +++ B

Douradinha (WD1) T 0(0-05A -(-+4) A

Douradinha (WD2) 0(0-1)AB + (-[++) A

NaCl 0,9% 05(0-05AB -A

Ac. Acético 10% - 15(05-2)B  +++B

Douradinha (WD1) 0(0-05)A -(-[+t) A

Douradinha (WD2) 0,5(0-1)AB -(-+) A

tratamento para o critério analisado conforme a coluna.

A e B - representam diferenca estatistica (p<0,05) durante o mesmo periodo de
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Tabela 3. Resultados referentes a analise histopatolégica dos olhos de frango instilados

com extrato aquoso de W. douradinha (WD), solucéo fisiologica de NaCl 0,9% (CN) e

acido acético 10% (CP), para os critérios de lesdo em cornea.

Cornea Outras
Produto
Vacuolizagdo Erosédo Necrose alteracdes

WD1 ++ + Negativo Negativo
WD2 ++ ++ + Negativo
WD3 +++ +++ + Negativo
WD4 + Negativo Negativo Negativo
WD5 ++ Negativo Negativo Negativo
WD6 ++ Negativo Negativo Negativo
CN1 Negativo Negativo Negativo Negativo
CNZ2 Negativo Negativo Negativo Negativo
CN3 Negativo Negativo Negativo Negativo
CP1 ++++ ++++ ++++ ++++

CP2 ++++ ++++ ++++ ++++

CP3 ++++ ++++ ++++ ++++

(++++) Grau méximo de alteragdes da cornea para vacuolizacéo, eroséo e necrose do

epitélio (alteragcdes no estroma e endotélio corneano moderadas);

(+++) Alteracdes discretas de vacuolizacao do epitélio da cornea e do estroma

(Auséncia de alteracdes do endotélio);

(++) Alteragdes minimas de vacuolizagdo do epitélio (auséncia de alteraces no estroma

ou endotélio);

(+) Alteracdo pouco significativa do epitélio;

Negativo: Sem alteragdes.
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Tabela 4. Determinacdo da categoria de irritabilidade oftdlmica em frangos conforme
tabela de escores para os critérios de opacidade de cornea e retencdo de fluoresceina.

Categoria de irritabilidade

Opacidade de Cornea Retencdo de Fluoresceina
ocular
0-0,5 0-0,5 I — Nao irritante
06-15 06-15 Il — Irritante Leve
1l — Moderadamente
1,6_2,5 1!6_2)5 .
Irritante

26-40 26-3,0 IV - Severamente Irritante
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Waltheria douradinha: Estudo Citotéxicoecaracterizacdo quimica

FONTOURA, E.G.Y: FELIX, S.R.}; BIERHALS, E.S.»: FISCHER, G.::SANTI, I.
I.:CHAVES, F.>:: NOBRE, M.O.}

'Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Cap&o do Le&o s/n, Capdo do Ledo, RS,
96015-560, Brasil. *eduardogfontoura@gmail.com.

RESUMO: A Waltheria douradinha é uma planta pertencente ao bioma pampa, pouco
estudada e utilizada extensamente de forma empirica. Assim, o objeto de nosso estudo foi
avaliar os componentes do extrato aquoso de W. douradinha através de cromatografia
liguida de ultraperformance, além de testar seu efeito citotoxico in vitroquando expostoa
célulasda linhagem MDBK e VERO.Para o0 ensaio citotoxico foram utilizadas
concentragcbes a partir de 10% do extrato aquoso de W. douradinha, seguindo uma
sequéncia de diluicbes até 0,0001%. A leitura das placas procedeu com o auxilio de
corante de vermelho neutro em espectofotometro com comprimento de onda de 492nm,
48horas ap0s a exposicao ao extrato aquoso. Foram pesquisados os compostos: Santina,
Ernenina, Nepetina, Leceosina, Kercetina, Campferol, Miricetina, Aglicona, Apigenina,
Morina, Rutina, Galangina, Luteolina, Crisina, Flavonol.Como resultados observamos que
guando comparados ao controle, as células expostas as concentracdes a partir de 0,1%
até 1% do extrato aquosondo demonstraram citotoxicidade, sendo caracterizadas como
toxicas as concentracdes de 10, 5 e 1%, quando em contato direto com as células.Ainda,
foram identificados compostos flavonoides de ac&o anti-inflamatéria: Luteolina, Kercetina,
Kaempferol e Rutina.Assim, concluimos queo extrato aquoso de W.

douradinhapossuiatividade citotoxica nas concentragdes maiores que 1%, sendo possivel
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identificar compostos com acao anti-inflamatodria, como a Rutina, Kercetina, Kaempferol e

Luteolina.

Palavras-chave: células, créton, douradinha-do-campo, otite

ABSTRACT: Waltheria Douradinha: Cytotoxic Studyand Cromatography Obsrvation.
Waltheria douradinha is a plant belonging to the pampa biome, little studied and widely
used empirically. Thus, the objective of our study was to evaluate the components of the
aqueous extract of W. douradinha through liquid chromatography of ultraperformance, as
well as to test the in vitro cytotoxic effect caused by the exposure of cells to the aqueous
extract of W. douradinha. Concentrations were used for the cytotoxic assay from 10% of
the aqueous extract of W. douradinha, following a dilution sequence up to 0.0001%. The
plates were read with neutral red dye in a spectrophotometer with a wavelength of 492 nm,
48 hours after exposure to the aqueous extract. The compounds were studied: Santina,
Ernenina, Nepetina, Leceosin, Kercetina, Campferol, Miricetina, Aglicona, Apigenina,
Morina, Rutina, Galangina, Luteolin, Crisina, Flavonol. As results we observed that when
compared to the control, the exposed cells concentrations from 0.1% to 1% of the aqueous
extract showed cytotoxicity, being characterized as toxic the concentrations of 10, 5 and
1%, when in direct contact with the cells. Flavonoid compounds of anti-inflammatory action
were identified: Luteolin, Kercetina, Kaempferol and Rutina. Thus, we conclude that the
aqueous extract of W. douradinha has cytotoxic activity at concentrations higher than 1%,
and it is possible to identify compounds with anti-inflammatory action, such as Rutin,

Kercetina, Kaempferol and Luteolin.

Keywords:cells, créton, douradinha-do-campo, otitis
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INTRODUCAO

Ha anos os homens utilizam as plantas para tratamento de doencas. O primeiro
relato data de 5000 anos atras, onde sé@o descritos preparos com mais de 250 plantas em
diversas receitas (Petraskova et al., 2012). A pesquisa por medicamentos
farmacologicamente ativos com eficacia elevada esta em pleno desenvolvimento e a
busca de drogas alternativas capazes de perturbar o processo inflamatorio tornou-se uma
guestdo importante na pesquisa cientifica, especialmente com referéncia ao uso de
substancias naturais e a reducao de efeitos colaterais indesejaveis (Sa et al., 2014; Yap et
al. 2014).

A Waltheria douradinha (popularmente conhecida como douradinha-do-campo) é
uma planta subarbustiva, ereta e que se desenvolve em solos arenosos. Faz parte da
familia Malvaceae, a qual possui diversos compostos bioativos com acdo ja descrita
(Lorenzi & Matos, 2002; Lorenzi, 2008; Schmidt et al., 2009). As indicacdes populares de
utilizacdo vao desde o tratamento de processos inflamatodrios, tratamento cicatrizante de
feridas cutaneas, agente expectorante, antimicrobiana, tratamento de desordens de
pressao arterial, ou ainda neoplasmas, entre outros (Lorenzi & Matos, 2002; Schmidt et
al., 2009). Baseados nessas premissas, oobjetivo de nosso estudo foi realizar uma
abrangente caracterizacdo do extrato aquoso de W. douradinha por LC-MS/MS, assim
como avaliar o efeito citotdxico in vitro causado pela exposicdo de células da linhagem
MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) e VERO (kidney epithelial cells from african

monkey)ao extrato aquoso de W. douradinha.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de material botanico, identificacéo e preparo do extrato aquoso


https://en.wikipedia.org/wiki/Kidney
https://en.wikipedia.org/wiki/Epithelial

62

As amostras de W. douradinha foram colhidas conforme abundéncia na zona rural
do municipio de Santana da Boa Vista, RS - Brasil (30°36'54"S, 53°08°'11"0). A coleta foi
feita em terreno de encostas, pedregoso, a cerca de 50m da mata ciliar. As amostras
foram encaminhadas ao Herbario da Universidade Federal de Pelotas para identificacdo e
catdlogo, onde a exsicata foi identificada como Waltheria douradinha Saint Hilarie, n°:
26.318.

Todo o material colhido foi encaminhado ao Laboratorio de Pesquisa em Produtos
Naturais (LPPN) do Departamento de Quimica Organica do instituto de Quimica da
UFPel. O material foi limpo e lavado em &gua corrente para retirada de solo
remanescente. Posteriormente as amostras foram secas em estufa decirculacéo de ar e
pulverizadas em moinho de facas rotativo. O extrato foi confeccionado através da técnica
de Ultrassom por esgotamento. Foram utilizados 25g da planta (pulverizada) com 250mL
de solvente (dgua) a 30°C por um periodo de 30 minutos. Ao término foram filtrados e
adicionados mais 250mL de solvente na mesma planta para uma nova extragdo, ao final
das duas extragdes os filtrados foram unidos em uma Unica solugdo, resultando em um
extrato com concentragéo relativa de 0,05 g.mL-1, com o extrato sendo posteriormente

seco em liofilizador.

Andlise do extrato por LC-Q TOF MS

As analises por LC-QTOF MS foram realizadas em um cromatégrafo liquido (UFLC,
Shimadzu, Japdo) acoplado a espectrometro de massas de alta resolugdo do tipo
guadrupolo-tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A
separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando uma coluna Bidentate C18 (100 x 2.1
mm, MicroSolv Technology Corporation, Eatontown, NJ, EUA) empregando como fase A

agua com 0,1% de acido férmico (v/v) e como fase B acetonitrila com 0,1% de acido
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férmico (v/v) e o seguinte programa de gradiente: 5% B (0,0 min), 0-90% B em 0.01-15
min, 90% em 15-18 min e 90-5% B em 18,01-20 min. Depois de cada injecdo a coluna foi
re-equilibrada por 6 minutos utilizando a composicéo do solvente inicial. Foi injetado 10 pL
de extrato em fluxo constante de 0,2 mL min™ e a temperatura da coluna mantida a 40°C
para todas as analises. O espectrometro de massas foi operado no modo ESI positivo e
negativo utilizando os seguintes parametros: voltagem do capilar, -4000 V e +4000V,
pressdo do gas de nebulizacdo (N2), 2 bar; fluxo do gas de secagem, 8 L min?,
temperatura da fonte, 180°C; colisdo de RF,150 Vpp; transfer, 70 mS e armazenamento
pré-pulso de 5 mS. Os espectros de massas foram adquiridos em um rango de 50 a 1200
m/z a 4 espectros/s para ambos modos de ionizacdo. As analises MS/MS foram obtidas
por fragmentacdo automatica empregando os seguintes valores de energia de colisdo:
m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV e usando N, como gas de colisdo. A
calibracdo externa foi realizada utilizando Formiato de so6dio 10Mm como calibrante,

cobrindo toda a faixa de aquisi¢éo de 50-1200 m/z.

Processamento dos dados e identificacdo dos metabdlitos

Os dados brutos do LC-MS/MS foram processados usando a ferramenta “Dissect”
do Data Analysis (versdo 4.2, Bruker Daltoniks). A estimativa da formula elementar foi
realizada através da ferramenta SmartFormula do Data Analysis com 0 uso da massa
experimental de alta exatiddo fornecida pelo MS e do perfil isotopico. A identificacdo
tentativa foi realizada por comparacao dos valores de m/z, formulas moleculares e padrédo
de fragmentacdo obtidos com aqueles reportados em base de dados como: METLIN
(https://metlin.scripps.edu/index.php), Food Database (http://foodb.ca/), PubChem
(http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) e Mass bank

(http://lwww.massbank.jp/QuickSearch.html).



64

Determinacao do efeito citotéxico

Foram utilizadas células da linhagem MDBK e VERO. Tais células foram
cultivadas em meio essencial minimo (MEM), suplementado com antibidticos e
antifangicos, acrescido de 10% de soro fetal bovino. Posteriormente, foram mantidas em
estufa umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apos formarem uma
monocamada confluente, aliquotas foram coletadas, para que fosse realizado o subcultivo
em placas com fundo chato de 96 cavidades. As células subcultivadas foram mantidas em
MEM em estufa a 37°C e 5% de CO2 durante 24 horas.

Para a diluicdo do extrato foram utilizados 900uL de MEM, nesta etapa sem o
soro fetal bovino, adicionado de 100uL de extrato aquoso de W. douradinha
caracterizando assim a diluicdo 1/10. J4 na placa, utilizamos 100uL da diluicdo feita
anteriormente contendo o extrato aquoso nos pocos A-H/1. Nos pocos da coluna 2 em
diante, foram adicionados 90uL de MEM sem soro fetal bovino. Finalizando, ocorreu a
diluicdo do extrato do pogo 2 sequencialmente até o poc¢o 11, sendo desprezados 10uL
ao final. Os pocos da coluna 12 foram utilizados para confecgdo de controles contendo
somente MEM. Ao final a placa foi posta em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C por 48
horas.

Para a leitura dos danos celulares que poderiam ser causados pelo extrato
aquoso, foi utilizada a coloracdo de vermelho neutro. O vermelho neutro foi diluido a
concentragéo de 0,033% em MEM, desta solugéo foram adicionados a cada poco testado
a quantia de 200pL, posterior a retirada do MEM contido nos pocos. Com o vermelho
neutro j& em contato com as células, a placa foi posta novamente em incubacao a 37°C
em estufa contendo 5% de CO2. Posterior a isso, foram retirados dos pocos a solugao de

vermelho neutro e em seguida adicionados a cada pog¢o 100pL de solugdo solubilizante
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(50% etanol, 1% acido acético e agua destilada g.s.p.). Apés 10 minutos se procedeu a

leitura em espectofotometro de placas, com o comprimento de onda de 492nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por diversas vezes os fitoterapicos sdo empregados pela populacdo para o
tratamento de enfermidades crbnicas, somados a crenca de que tais medicamentos traréo
menos efeitos adversos quando comparados ao uso dos medicamentos alopaticos, e
ainda, seu custo por muitas vezes também se demonstra menor (CACCIA-BAVA et al.,
2017). Este fato ressalta o impacto de nosso estudo. Diversos 6rgdos governamentais,
principalmente em paises subdesenvolvidos, incentivam o uso de medicamentos oriundos
de plantas medicinais (HASENCLEVER et al.,, 2017). Quando propomos O ensaio
citotoxico, elenos possibilita a observacéo da toxicidade gerada pelo extrato aquoso de W.
douradinha quando em contato direto com células. A incorporacdo do corante pelas
células foi lida e demonstrada em valores de absorbancia por espectrofotdometro de
placas, os indices demonstrados pela coluna controle foram adotados como padrao
100%, indices superiores a 90% adotados como nao citotoxicos. Foram utilizadas
concentragfes a partir de 10% (dose méaxima) seguindo uma sequéncia de diluicdes até
0,0001%. Quando comparados ao controle, as concentragcbes menores quel% néo
demonstraram a toxicidade, sendo caracterizadas como toxicas para as células, as
concentragbes de 10, 5 e 1% (figura 1). J4& foram relatados que fatores intrinsecos,
relacionados as células, influenciam em sua sensibilidade a substéncias toxicas, incluindo
biotransformacdo quimica, formas de ligagdo, caracteristicas de permeabilidade da
membrana, vias de sintese intracelular e mecanismos de adaptacdo e de recuperagéo

(Ekwall et al., 1990).
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Supdbe-se que os resultados toxicos encontrados nas concentragdes de 10 e 5%
estejam mais relacionados a diluicAo do meio de cultura do que a toxicidade da W.
douradinha. Ainda, os mecanismos de toxicidade diferem entre as células e os
preparados de extrato, tal fato foi observado quando Nondo et al. (2015) descreveram que
o extrato de maior toxicidade perante o ensaio de atividade citotoxica em células LLC-
MK2, ndo demonstrou toxicidade quando desafiou larvas de camardo no teste de “brine
shrimp”. Tal teste € recomendado para deteccdo de constituintes quimicos
farmacologicamente ativos, plantas com uso medicinal em potencial, frente a espécimes
de camarao (Artemia salina L.) (Olowa& Nufieza, 2013; Nondo et al., 2015). Mas também,
as vantagens do uso de células como metodologia para avaliacdo da toxicidade vao
desde a praticidade e facilidade de execucdo da técnica, o baixo custo relativo, e a
rapidez para obtencéo de resultados (Martinez et al., 2009).

Sobre a especificidade do corante de vermelho neutro, ele ultrapassa a barreira
da membrana celular e se deposita junto aos lisossomos, fixando-se por ligacdes
eletrostéaticas hidrofébicas em sitios anidnicos da matriz lisossomal. Substancias toxicas
irdo causar lesdo em nivel de membrana celular, consequentemente diminuicdo das
ligagbes entre o vermelho neutro e os lisossomos. Assim, quanto menos toxica a
substancia, mais coloracdo ir4 absorver, sendo possivel distinguir as células vivas das
mortas ou danificadas pela intensidade de cor, onde células vidveis estavam coradas
(Rogero et al., 2003).

O perfil metabdlico do extrato aquoso de W. douradinha foi analisado por LC-
MS/MS no modo positivo e no modo negativo. Depois da deteccédo dos picos, filtrado e
agrupamento dos picos, um total de 126 metabolitos foram detectados extrato aquoso de
W. douradinha analisado no modo positivo e modo negativo. Os metabdlitos foram

tentativamente identificados por comparacao dos valores de m/z, férmulas moleculares e
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padrdo de fragmentacédo obtidos com aqueles reportados em base de dados disponiveis
on-line como Food Database (http://foodb.ca/), METLIN
(https://metlin.scripps.edu/index.php), PubChem (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) e
Mass bank (http://www.massbank.jp/QuickSearch.html). Sempre que possivel, a
identificacdo de alguns metabolitos foi corroborada pela comparacdo com padrdes
analiticos disponiveis. Varias classes de metabdlitos como alcaloides, compostos
fendlicos, acidos organicos, entres outros foram identificados no extrato de W.
douradinha, dentre estes, Waltherina A, Waltherina B, Waltherina C e Waltherione
A.Esses compostor ja foram descritos como alguns dos alcaloides geralmente isolados de
W. douradinha (Morel et al.,1999; Morel et al., 1999 (b); Hoelzel et al., 2005). O alcaloide
guinolonico Waltherione A tem sido recentemente descrito como um potente agente
antiinflamatorio que atua através da inibicdo do fator nuclear-kappa B (NF-kB), um
mediador chave da resposta inflamatoria (Monteillier et al., 2017). Os flavonoides sao
outro importante grupo de metabdlitos presentes em plantas, pertencente classe dos
compostos fendlicos, e amplamente reconhecidos por sua atividade anti-inflamatoria.
Ademais da ac¢do anti-inflamatoria os flavonoides também sdo descritos por apresentarem
diversas outras atividades biol6gicas como antioxidante, antimicrobiano, antiviral e anti-
hepatotoxico (Rathee et al., 2009).Peluso et al. (2013) descrevem alimentos ricos em
flavondides como potenciais moduladores da resposta inflamatoria através da ativagédo de
citocinas proé-inflamatérias. De acordo com Vezza et al. (2016) os flavonoides sao
capazes de atuar como moduladores em doencas inflamatdrias cronicas e também
associam estes compostos a diminuicdo da lesédo histolégica em modelos experimentais
de inflamacéo intestinal.Ainda, os flavonoides encontrados em maior abundancia em na
W. douradinha foram: rutina. kercetina e luteolina. Entretanto, outros flavonoides, como

Kaempferol-7-O-a-L- rhamnoside, Quercetin-3-O-allopyranoside, Gossyptin 8-glucuronide,
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2"-O-Glucosylvitexin, herbacetin-8-O-glucuronide, Myricetin 3'-glucoside também foram
detectados no extrato.

Durante a andlise cromatografica identificamos quatro compostos condizentes
com a acao anti-inflamatéria da W. douradinha sdo: Rutina, Kercetina, Campferol e
Luteolina. Dois dos flavonoides por nés encontrados no extrato aquoso da W. douradinha
(Kercetina e kaempferol) sdo descritos por sua acao altamente significativa como anti-
inflamatorios. Estédo relacionados aos dois compostos a inibicdo das enzimas fosfolipase
A2, inibicdo da lipooxigenase, ciclo-oxigenase e ainda inibicdo da producdo de o6xido
nitrico, através da modulacdo da enzimadxido nitrico sintetase (INOS) e diminuicdo no
recrutamento de eosinoéfilos.A Rutina é descrita como composto de acao anti-inflamatoria
capaz de inibir a enzima cicloxigenase, e apta a inativar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1. Da mesma
forma a Luteolina é reconhecida por ser eficiente na inibicdoda atividade de leucécitos, na
inativacaoda liberagdo do oxido nitrico e também por ser capaz de diminuir a expressao
da INOS, além de desestimular a liberacdo da enzima cicloxigenase (Coutinho et al.,
2009; Serafini, Peluso & Raguzzini,2010; Pérez-Cano & Castel, 2016).

Peluso et al. (2013) descrevem alimentos ricos em flavonoides (englobando os
mesmos compostos que foram encontrados por nds) como potenciais moduladores da
resposta inflamatoria através da ativacdo de citocinas pro-inflamatoérias. Estes mesmos
autores ainda citam durante sua revisdo sistematica de literatura, que é capaz de se
recomendar o uso destes alimentos como prevencdo a doengas. Ainda, Vezza et al.
(2016) citam estes flavonoides como compostos de acdo anti-inflamatérias capazes de
atuar como moduladores em doencgas inflamatdrias crénicas, também associando estes
compostos a diminuicdo da lesé@o histolégica em modelos experimentais de inflamacéo

intestinal.
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De acordo com Coutinho et al. (2009) a atividade anti-inflamatoria da kercetina
esta relacionada a inibicdo das enzimas fosfolipase A2, inibicdo da lipooxigenase, ciclo-
oxigenase e ainda inibicdo da producdo de oOxido nitrico, através da modulacdo da
enzimaoxido nitrico sintetase(iNOS) e diminuicdo no recrutamento de eosinofilos.
Enquanto que a rutina apresenta a capacidade de inibir a enzima cicloxigenase e
econsiderada apta a inativar a producao de citocinas pro-inflamatorias como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1 (Serafini, Peluso & Raguzzini, 2010; Pérez-
Cano & Castel, 2016). Por outro lado, a Luteolina € reconhecida por ser eficiente na
inibicdoda atividade de leucdcitos, na inativacdoda liberagcdo do Oxido nitrico e também
por ser capaz de diminuir a expressdo da iNOS, além de desestimular a liberacdo da
enzima cicloxigenase (Coutinho et al., 2009; Serafini, Peluso & Raguzzini,2010; Pérez-
Cano & Castel, 2016).

Ademais dos flavonoides os &cidos fendlicos sdo outra classe de compostos
fendlicos sintetizados pela via do Chiquimato, a partir da fenilalanina e da L-tirosina,
amplamente conhecidos por suas atividades bioldgicas (Saxena et al., 2012). Acido gélico
e acido cafeico sdo dois dos éacidos fendlicos detectados no extrato de W. douradinha
reportados na literatura como importantes agentes anti-inflamatérios (Kroes et al., 1992;

Da Cunha et al., 2004).

CONCLUSAO

Nas condicdes aqui descritas, podemos citar que 0 extrato aquoso de W.
douradinha possui atividade citotoxica nas concentracbes maiores que 1%, sendo
possivel também idendificar no extrato os compostos Rutina, Kercetina, Kaempferol e

Luteolina.
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O Viabilidade Celular

Figura 1:Leitura de viabilidade células através da incorporacdo de corante vermelho
neutro por células MDBK expostas a diferentes concentragbes do extrato aquoso de
Waltheria douradinha. As barras representam as médias dos valores de absorbancia para
cada concentragcdo de extrato usada. Os bigodes representam o desvio padrdo. A linha
pontilhada representa o ponto de corte para considerar ndo citotoxico (90% do controle).
CC representa o controle celular, as demais barras sao representadas pela diluicdo do
extrato vegetal e porcentagem. Resultados agregados dos ensaios com células VERO e

MDBK.
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Uso do extrato aquoso de Waltheria douradinha para o tratamento da otite externa
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RESUMO

A otite externa é a inflamacdo do conduto auditivo externo, uma doenca de elevada
prevaléncia na medicina veterinaria de pequenos animais. O erro no diagnéstico e tratamento
induz a uma forma nao incomum de cronicidade desta doenca, o que acarreta dificuldade de
tratamento e danos ao animal. A Waltheria douradinha é uma planta pertencente a familia
Malvaceae,com diversas formas de utilizacdo empirica. Através da inducao da inflamac¢do no
conduto auditivo de roedores objetivamos avaliar o efeito do tratamento da otite externa
experimentalmente induzida com extrato aquoso de W. douradinha. Foram utilizados 48
ratos, induzidos a inflamac¢do pela administracido de 6leo de créton no conduto auditivo
externo. Posteriormente os animais foram alocados aleatoriamente em quatro grupos com
tratamentos distintos em: extrato aquoso de W. douradinha 100%, extrato aquoso de W.
douradinha 50%, extrato aquoso de W. douradinha 25%, e solugdo fisiologica de NaCl 0,9%.

Aos dois, quatro e seis dias, quatro animais de cada grupo foram avaliados para critérios de
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efusdo, edema e coloragcdo do conduto auditivo; também foi avaliada a espessura da borda
caudal da pinna auricular e peso, por punch de 8mm em balanga de precisdo,e ainda analise
histopatolégica. Com base nas metodologias empregadas nés avaliamos o potencial efeito
topicodo tratamento através do uso do extrato aquoso de W. douradinha. Dentre os resultados
observados em nosso estudo, destacamos a edemaciacao nos condutos auditivos tratados com
W. douradinha, onde critérios de espessura por paquimetro digital e peso por amostra de
punch foram mais relevantes. Estes resultados, associados a auséncia de células inflamatorias
durante a analise histopatoldgica e auséncia de efusdo macroscopica nos indica que a W.
douradinha pode constituir formulacées posteriores com uma provavel acdo anti-
inflamatéria. Por fim, os resultados deste experimento fornecem evidéncias de que o extrato
aquoso de W. douradinha pode ser topicamente ativopara o tratamento da otite externa
infecciosa experimentalmente induzida. A observacdo de tumor nas orelhas tratadas, assim
como a inexisténcia de células inflamatérias durante as analises histopatolégicas nos denotam
o potencial em debelar o agente causador da inflamacdo. Vale ressaltar que dentre todos os
critérios observados o grupo dos condutos auditivos tratados com WD50 demonstrou

melhores resultados frente aos demais.

PALAVRAS CHAVE:Fitoterapicos, inflamacao, flavonoéides, otite, caes.

ABSTRACT

External otitis is characterized by inflammation of the external auditory canal, being a disease
of high prevalence in the veterinary medicine of small animals. The error in the diagnosis and
treatment induce a non-unusual form of chronicity of this disease, which causes in difficulty of
treatment and damages to the animal. Waltheria douradinha is a plant belonging to the family
Malvaceae, where there are several forms of empirical use. Through the induction of
inflammation in the rodent auditory canal we aimed to evaluate the effect of the
experimentally induced external otitis treatment in rodents with aqueous extract of W.
douradinha. Forty-eight rats were induced, inducing inflammation by administration of
chrotonic oil in the external auditory canal. Afterwards the animals were randomly assigned
to four groups with different treatments in: aqueous extract of W. douradinha100%, aqueous

extract of W. douradinha. 50%, W. douradinha 25% and solution of NaCl 0.9%. At two, four
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and six days, four animals from each group were evaluated for effusion, edema and auditory
canal coloration criterious; the thickness of the caudal border of the auricular pinna and
weight was also evaluated, by punch of 8mm in precision scale, and also histopathological
analysis. Based on the methodologies used, we evaluated the potential topical effect of the
treatment through the use of W. douradinha aqueous extract. Among the results observed in
our study, we highlighted the edema in the auditory channels treated with W. douradinha,
where criteria for thickness by digital caliper and weight per punch sample were more
relevant. These results, associated with the absence of inflammatory cells during
histopathological analysis and absence of macroscopic effusion, indicate that W. douradinha
may constitute later formulations with a probable anti-inflammatory action. Finally, the
results of this experiment provide evidence that the aqueous extract of W. douradinha may be
topically active for the treatment of experimentally induced infectious external otitis. Tumor
observation in the treated ears, as well as the absence of inflammatory cells during the
histopathological analyzes, denote the potential in the inflammatory agent. It is noteworthy
that among all the criteria observed, the group of hearing conduits treated with WD50

showed better results than the others.

KEYWORDS:Herbal medicines, inflammation, flavonoids, otitis, dogs.

INTRODUCAO

A adesdo ao uso de medicamentos fitoterapicos como forma de tratamento retornou as
indicagcdes médicas, sendo uma das recomendag¢des da Organizacdo Mundial da Saude. Essa
situacdo ainda que corriqueira atualmente, data de milhares de anos quando em varios relatos
os homens utilizaram as plantas como forma de tratamento para as mais diversas

enfermidades (PETRASKOVA et al., 2012; CACCIA-BAVA et al., 2017).

A pesquisa por medicamentos fitoterdpicos com ag¢do comprovada €é veementemente
estimulada, e este nicho tem crescido e vem sendo visto como uma saida para a reducdo de
custos, diminuicdo de efeitos indesejaveis e alternativa para a resisténcia aos medicamentos
alopaticos (HASENCLEVER et al., 2017). Neste contexto o Brasil possui grande destaque, pois
sua flora é a mais vasta, e ainda inexplorada em grande parte (EMBRAPA, 2010). Dentre os

biomas do Brasil, o pampa engloba uma flora imensa e ainda com um potencial pouco
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explorado, tendo destaque para o uso empirico (LORENZI, 2008).A Waltheria douradinha, ou
douradinha-do-campo como é conhecida popularmente, é uma planta pertencente a familia
Malvaceae encontrada no bioma pampa gadcho.Esta planta possui indicacdes populares para
o tratamento de doencas inflamatérias dermatoldgicas, pulmonares, tratamento de doenca
das vias urindrias e ainda tratamento de doencas infecciosas. Recentemente pesquisas
comprovaram seu potencial através da identificacdo de taninos, flavonoides e saponinas

(LORENZI, 2008; SCHMIDT et al., 2009; SILVA & CAVALCANTI, 2016).

7

Na medicina veterinaria, é elevado nimero de animais que desenvolvem inflama¢do no
ouvido externo. As causas da otite podem ser variadas e muitas vezes tem como consequéncia
o desencadeamentoda doenca crdonica com dificuldade de tratamento (FONTOURA et al,
2015). Alternativas para o correto tratamento com diminuicdo dos indices de recidiva da otite
nos animais sao essenciais, somado a isso a W. douradinha através de suas utilizagoes
empiricas pode ser considerada um potencial precursor para esta situagdo. Neste contexto,
objetivamos avaliar o efeito do tratamento da otite externa experimentalmente induzida em

roedores, com extrato aquoso de W. douradinha.

MATERIAIS E METODOS
Coleta de material botanico, identificacio e preparo do extrato aquoso

As amostras de W. douradinha foram colhidas conforme abundancia na zona rural do
municipio de Santana da Boa Vista, RS - Brasil (30°36’54"S, 53°08'11”0). A coleta foi feita em
terreno de encostas, pedregoso, a cerca de 50m da mata ciliar. As foram encaminhadas ao
Herbario da Universidade Federal de Pelotas para identificacao e catalogo, onde a exsicata foi

identificada como Waltheria douradinha Saint Hilarie, n2.: 26.318.

Todo o material colhido foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais
do Departamento de Quimica Organica do instituto de Quimica da UFPel. O material foi limpo
e lavado em agua corrente para retirada de solo remanescente. Posteriormente as amostras
foram secas em estufa com circulacdo de ar e pulverizadas em moinho de facas rotativo. O
extrato foi confeccionado através da técnica de Ultrassom por esgotamento. Foram utilizados
25g da planta (pulverizada) com 250mL de solvente (agua) a 302C por um periodo de 30
minutos. Ao término foram filtrados e adicionados mais 250mL de solvente na mesma planta

para uma nova extracdo, ao final das duas extragdes os filtrados foram unidos em uma dnica



79

solucdo, resultando em um extrato com concentragao relativa de 0,05 g.mL-1, porteriormente

os extratos foram secos em liofilizador.

Analise do extrato por LC-Q TOF MS

As analises por LC-QTOF MS foram realizadas em um cromatografo liquido (UFLC, Shimadzu,
Japao) acoplado a espectrémetro de massas de alta resolucdo do tipo quadrupolo-tempo de voo
(Maxis Impact, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A separacdo cromatografica foi realizada
utilizando uma coluna Bidentate C18 (100 x 2.1 mm, MicroSolv Technology Corporation,
Eatontown, NJ, EUA) empregando como fase A dgua com 0,1% de acido formico (v/v) e como fase
B acetonitrila com 0,1% de acido férmico (v/v) e o seguinte programa de gradiente: 5% B (0,0 min),
0-90% B em 0.01-15 min, 90% em 15-18 min e 90-5% B em 18,01-20 min. Depois de cada injecao a
coluna foi re-equilibrada por 6 minutos utilizando a composi¢do do solvente inicial. Foi injetado 10
uL de extrato em fluxo constante de 0,2 mL minl e a temperatura da coluna mantida a 402C para
todas as analises. O espectrometro de massas foi operado no modo ESI positivo e negativo
utilizando os seguintes parametros: voltagem do capilar, -4000 V e +4000V; pressao do gas de
nebulizagdo (N2), 2 bar; fluxo do gés de secagem, 8 L min, temperatura da fonte, 180°C; colisdo
de RF,150 Vpp; transfer, 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. Os espectros de massas
foram adquiridos em um rango de 50 a 1200 m/z a 4 espectros/s para ambos modos de ionizacgdo.
As analises MS/MS foram obtidas por fragmentacdo automatica empregando os seguintes valores
de energia de colisdo: m/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV e usando N, como gas de
colisdo. A calibracdo externa foi realizada utilizando Formiato de sédio 10Mm como calibrante,

cobrindo toda a faixa de aquisicdo de 50-1200 m/z.

Processamento dos dados e identificagdo dos metabdlitos

Os dados brutos do LC-MS/MS foram processados usando a ferramenta “Dissect” do Data
Analysis (versdo 4.2, Bruker Daltoniks). A estimativa da férmula elementar foi realizada através da
ferramenta SmartFormula do Data Analysis com o uso da massa experimental de alta exatiddo
fornecida pelo MS e do perfil isotdpico. A identificagdao tentativa foi realizada por comparagao dos
valores de m/z, formulas moleculares e padrdo de fragmentacdo obtidos com aqueles reportados

em base de dados como: METLIN (https://metlin.scripps.edu/index.php), Food Database
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(http://foodb.ca/), PubChem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e Mass bank
(http://www.massbank.jp/QuickSearch.html).

Preparo dos tratamentos

Os tratamentos utilizados foram confeccionados através do extrato aquoso de W. douradinha
acrescido de solugdo salina, quando necessario.Foram utilizados como tratamento o extrato
aquoso de W. douradinha 100% (grupo de animais intitulado de WD100), extrato aquoso de
W. douradinha 50% em solugdo salina (grupo de tratamento WD50), extrato aquoso de W.
douradinha 25% (grupo de tratamento WD25), e por fim o tratamento controle através do uso

apenas de solugao fisiolégica (grupo de tratamento CT).

Estudo in vivo com Rattus norvergicus

Neste experimento foram utilizados 48 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, fémeas,
com 60 dias e peso aproximado de 180-200g, provenientes do Biotério Central da UFPel. Os
animais estiveram mantidos em condi¢des recomendadas, recebendo racao e agua ad libitum,

sendo previamente ambientados aos manipuladores.

Para o desenvolvimento da otite externa os animais foram previamente anestesiados com
sulfato de atropina (5mg/kg) por via subcutanea, seguido de anestesia dissociativa com
cetamina (75mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intraperitonial. As orelhas foram

inoculadas com 80uL de 6leo de créton 5% em acetona.

Os animais foram alocados aleatoriamente em grupos de 12 (n=24 orelhas/grupo). Os grupos
receberam tratamento vinte e quatro horas apds a inducdo da otite para minimizar o efeito
diluente do tratamento somado ao efeito inflamatoérios. Ja iniciando o tratamento houve a
instilacdo de 100uL da solucdo em cada conduto auditivo externo, conforme seu respectivo
grupo. Os animais foram tratados por até seis dias a cada 24 horas, sendo que apds dois (D2),
quatro (D4) e seis dias (D6) de tratamento, quatro animais por grupo foram anestesiados,
avaliados e eutanasiados, por sobredose anestésica, conforme resolugdo n21000 do CFMV de
2012.Este estudo obteve o parecer favoravel da Comissio de Etica e Experimentacdo Animal

da Universidade Federal de Pelotas (n28444-2015).
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Avaliagao clinica

Vinte e quatro horas apés a inducdo da otite, as orelhas foram avaliadas por videotoscopia
utilizando o escore descrito por Marten et al. (2017). Os parametros avaliados se enquadram
como: coloragdo, diametro luminal e efusdo. A cada parametro foi atribuido um valor, sendo o
maior escore indicando a pior condicdo clinica. Para coloragdo osparametros foram
classificados em normal (0), vermelho (1) e vermelho intenso (2). Na avaliacdo do diametro
luminal ou edema do canal externo do conduto auditivo, foram utilizadas sondas uretrais e
classificados conforme a passagem da sonda n®8 (0), sonda n2 (1), sonda n?4 (2) e
incapacidade de passagem da sonda n%4 (3). A classificagdo da efusdao no conduto auditivo
externo por seco (0), umido (1) e otorréia obstruindo o conduto auditivo (2). Ainda, foram
realizadas a medicao da espessura da pinna auricular no bordo caudal de cada modelo
experimental, através de paquimetro digital, também para observacdo de edema; eapés, com a
dissecacdo do conduto auditivo externo, foram coletadas amostras por punch de 8mm para
observacao do peso através de balanga analitica de precisdo.Ao término da inducdo da otite
todos animais obtiveram somatoério igual ou superior a trés, indicando da ocorréncia de otite.
Para diminuir a margem de erro clinico individual, os parametros foram analisados com o

auxilio de trés avaliadores, previamente treinados, cegados quanto aos grupos.

Histopatologia

Para a analise histopatoldgica, as orelhas foram dissecadas e armazenadas em formalina 10%.
As amostras foram incluidas em parafina, submetidas a cortes histoldgicos de 5um, coradas
com eosina-hematoxilina e avaliadas em microscopio oOptico (400X). Os cortes foram
avaliados quanto ao epitélio do conduto auditivo (degeneracao, necrose, ulcera, espongiose,
hiperqueratose e acantose), indicativos de inflamacdo (quantidade celular, hiperemia, tipo
celular e distribuicdo), quantidade de glandulas presentes (quantidade e alteragdes) e luz do
conduto auditivo. Toda a analise estatistica foi realizada através do teste de T bicaudal e teste

de Fisher bicaudal utilizando o programa estatistico GraphPad.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Com a analise cromatografica direcionada para compostos de interesse inflamatério, do total
citado anteriormente, quatro foram identificados: Rutina, Kercetina, Campferol e Luteolina.
Segundo a literatura, rutina é um composto com a¢ao anti-inflamatéria capaz de inibir a
cicloxigenase, e reconhecidamente capaz de inibira producdo de citocinas proé-inflamatérias
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-1. Por sua vez, a Luteolina é
descrita por ser capaz de inibir a atividade de leucdcitos, inativar a libera¢do de 6xido nitrico e
também diminuir a expressdao da enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS), além de inibir a
enzima cicloxigenase e ser também capaz de inibir citocinas pro-inflamatoériasdiversas.
Kercetina e kaempferol sao flavonoides encontrados em larga escala entre o reino dos
vegetais e suas caracteristicas mais marcantes estdo relacionadas a significativa acdo anti-
inflamatéria de ambos. Sao atributos relacionados aos dois: inibicdo das enzimas fosfolipase
A2, inibicdo dalipooxigenase, ciclo-oxigenase e ainda inibicdo da produg¢do de éxido nitrico,
através da modulacdo da enzima iNOS e diminuicdo no recrutamento de eosinofilos
(COUTINHO et al., 2009;SERAFINI, PELUSO & RAGUZZINI,2010; PEREZ-CANO & CASTEL,
2016).

Durante as avaliagdes dos condutos auditivos tratados durante dois dias, apenas dois grupos
diferiram significativamente na andlise estatistica quando comparados, o grupo controle (CT)
e o grupo tratado com o extrato aquoso de W. douradinha 100%(WD100), sendo este ultimo a
apresentar maior peso das amostras de punch (Figura 1). Nesse mesmo periodo de
tratamento os grupos que diferiram estatisticamente para o critério de espessura da por¢ado
externa da pinna foram: tratado com extrato aquoso de W. douradinha 25%(WD25), e CT (p=
0,006) e WD25 e WD100 (p= 0,004), onde o WD25 demonstrou espessura menor que 0s
demais. No mesmo dia de tratamento, o grupo tratado com extrato aquoso de W. douradinha
50%(WD50) também obteve espessura menor que WD100 (p= 0,035). Da mesma forma, os
animais avaliados apds os quatro dias de tratamento demonstraram diferenca entre WD25 e
CT (p= 0,006) e WD25 e WD100 (p= 0,02) onde o WD25 apresentou espessura menor que 0s
demais (Figura 2).

E sabido que as doencas inflamatérias sdo acompanhadas pela liberacio de diversas citocinas,
as quais irdao auxiliar no processo para debelar o foco causador de alteracdo (DEEPYKA et al,,
2014). Os sinais cardinais da inflamagdo foram observados neste experimento por diversos
angulos, tendo destaque para o tumor (edema) e rubor (vermelhiddo). Quando observados de
forma ponderada, como nos animais submetidos ao experimento, a inflamacdo tende a ser

benéfica, auxiliando no recrutamento celular e submissdo do agente causador da inflamacao.
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As citocinas podem ser caracterizadas como proteinas reguladoras que em condigdes
inflamatérias podem ser induzidas e aumentar sua producdo (LOGESWARI et al., 2014).
Ainda, segundo Peluso et al. (2013), os flavonoides identificados no extrato aquoso de W.
douradinha, possuem um potencial inibidor de inflamagao através de citocinas quedeveria ser
utilizado como forma de prevencado de doencas, além do potencial benéfico para o tratamento
de doengas inflamatoérias cronicas, através da modulacdo da resposta imunoldgica, descrito

por Vezza et al. (2016).

Os esteres de forbol presentes no dleo de créton sdo comprovadamente eficazes quanto ao
desenvolvimento do processo inflamatério, aumentando a permeabilidade vascular e
induzindo a sintese de metabdlitos capazes de induzir a inflamacao (BOUKHATEM et al,
2014). Ainda, a vasodilatacdo intensa seguida de eritema e migracao celular sdo
acompanhados pelo aumento de espessura (FAVACHO et al., 2011). O edema observado por
diversas vezes nos animais tratados com WD100 pode nos caracterizar um possivel potencial
efeito benéfico de seu uso. Tubaro et al. (1985) descrevem que a migra¢cdo de macroéfagos e
neutrofilos é estimulada pela aplicagdo do 6leo de créton ocorrendo um pico inflamatério em
seis horas apés a aplicacao do produto. Somando fatos, Goel et al. (2007) citam que o 6leo de

créton é um composto co-carcinogénico com um elevado potencial irritante.

Também, todo o processo inflamatorio é ditado por uma amina vasoativa, a histamina, este
mediador é diretamente envolvido na permeabilidade vascular atuando através da contragdo
celular e consequentemente aumentando este espaco, facilitando a exsudacdo e migracao
celular para o sitio de lesao. Existem fatores que mantem essa resposta inflamatoria, como a
migracao de leucdcitos e por consequéncia a liberagdo de enzimas proteoliticas que poderao
causar ainda mais danos através da liberacdo e formacdao de mediadores adicionais
(SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). Segundo os resultados obtidos por nossa analise do
por LC-MS/MS, os compostos presentes na W. douradinha ndo possuem essa caracteristica
quimica de atragdo celular, ao contrario, possuem a capacidade de inibir fatores
quimiotaticospara células relacionadas com o processo cronico(COUTINHO et al., 2009). A
andlise histopatolégica revelou a auséncia de células relacionadas com a inflamag¢do nos
animais tratados com W. douradinha, durante todo o periodo experimental de avaliagdo. Este
fato é condizente com os dados obtidos pela andlise do perfil metabdlico do extrato na qual
foram identificados os flavonoides Rutina, Kaempferol, Kercetina e Luteolina, os quais sdo

descritos como potentes agentes anti-inflamatérios capazes de diminuir a liberacdo de
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citocinas ativadoras e atrativas de células da inflamag¢do (COUTINHO et al., 2009; SERAFINI,
PELUSO & RAGUZZINI, 2010; PEREZ-CANO & CASTEL, 2016).

Ainda que ndo se tenha sido observada diferenca estatistica significante quanto ao critério de
espessura, os grupos marcados pelo tratamento com o extrato aquoso de W. douradinha
demonstraram possuir menor peso durante as avaliagdes quando comparados ao grupo
controle, especialmente o grupo WD25 (figura 1). Boukhatem et al. (2014), observaram que as
orelhas tratadas com 6leo essencial de Cymbopogon citratus demonstraram uma diminuicao
significativamente expressiva principalmente durante as primeiras 6 horas de avaliacao,

sendo confirmada principalmente pela histopatologia das amostras neste periodo.

Durante as anadlises clinicas, para os critérios de coloracao e edema, ndo houvediferencas
estatisticas significativas entre os grupos de tratamento, quando comparados os mesmos dias.
Sendo somente efusdo o critério que demonstrou significancia, mesmo assim, somente aos os
seis dias de tratamento os animais do grupo WD50 diferiram do WD25 (p= 0,021), CT (p=
0,009) e WD100 (p= 0,003); sendo a presenca de efusdo menos frequente no grupo WD50 em

todos os casos.

A andlise histopatoldgica dos condutos auditivos demonstra que quando comparados ao
grupo controle, onde durante todo o periodo experimental todos animais desenvolveram
hiperplasia glandular, as demais amostras tratadas com W. douradinha apresentaram
resultados infimos, sendo passivel de nota para essa alteracdo apenas o grupo WD50 apds o
quarto dia de tratamento. Ainda, evidenciado em todos os grupos de maneira equivalente, a
hiperplasia epitelial esteve presente durante todo o periodo de avaliacdo. Pontos de
inflamacao linfocitaria focal também foram observados nos grupos CT e WD25, em duas
amostras e em periodos distintos. O fato dendo haverem evidéncias sobre alteracées na
analisehistopatoldgica,mesmo quando em contato com os ésteres de phorbol presentes no
6leo de créton demonstra o potencial do extrato aquoso de W. douradinha, como o descrito

pela presenca de seus compostos.

Por fim, os resultados deste experimento fornecem evidéncias de que o extrato aquoso de W.
douradinha pode ser topicamente ativo para o tratamento da otite externa infecciosa
experimentalmente induzida. A observacdao de tumor nas orelhas tratadas, assim como a
inexisténcia de células inflamatérias durante as andlises histopatolégicas nos denotam o

potencial gerado pela W. douradinha em facilitar a resolucao do quadro de inflamacdo. Vale
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ressaltar que dentre todos os critérios observados o grupo dos condutos auditivos tratados

com WD50 demonstrou melhores resultados frente aos demais.
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Figura 1. Peso das amostras obtidas por punch de 8mm de didmetro do pavilhdo auricular de
roedores com otite externa induzida, apés dois dias (D2), quatro dias (D4) e seis dias (D6) de
tratamento com W. douradinha a 100% (WD100), 50% (WD50), 25% (WD25), ou solu¢ao
fisiolégica (CT).



88

Espessura
0.8
= D2

— = D4
E 06+
E =] EE-I- eed pad = D6
7]
2
& 02+

0.0 . . T .

wD25s WD50 cT WD100

Figura 2. Espessura do bordo caudal da pinna auricular de roedores com otite externa
induzida, ap6s dois dias (d2), quatro dias (d4) e seis dias (d6) de tratamento com w.
douradinha a 100% (wd100), 50% (wd50), 25% (wd25), ou solugao fisiologica (ct).



4 Consideracdes Finais

Baseado nos resultados descritos anteriormente neste manuscrito foi possivel
concluir que: diversos fatores podem desencadear a otite externa, cabe ao meédico
veterinario identificar a doenga mesmo quando n&o houver queixa. Com o
diagnéstico no periodo inicial da doenca o tratamento deve ser instituido de forma
adequada e especifica ao agente causador da doenca para que assim ndo haja
evolucdo e recidiva; o extrato aquoso de W. douradinha possui um baixo grau de
toxicidade perante as analises macroscopicas e histopatolégicas realizadas em
modelo ex vivo, utilizando globo ocular de frangos; o extrato aguoso de Waltheria
douradinha demonstrou possuir atividade citotoxica nas concentracfes maiores que
1%,sendo possivel itendificar compostos com agdo anti-inflamatoéria, como a Rutina,
Kercetina, Kaempferol e Luteolina; por fim, foram fornecidas evidéncias de que o
extrato aquoso de W. douradinha pode ser topicamente ativo para o tratamento da

inflamacéo induzida pelo 6leo de croton.
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