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TORRES, Mylena Andréa Oliveira. AVALIACAO DA RESPOSTA CLINICA EM CAES
COM CINOMOSE TRATADOS A DROGA VEGETAL DA Morinda citrifolia (NONI).
2012.58 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Maranhio,
Sao Luis, 2012.

RESUMO

O virus da cinomose (canine distemper virus — CDV) acomete cdes de todas as idades, raca e
sexo, mas tem maior predilecdo por filhotes e animais ndo vacinados. Ndo hd tratamento
antiviral especifico para a cinomose, utilizando-se o tratamento de suporte. Atualmente os
fitoterapicos t€ém sido utilizados no tratamento de diversas enfermidades. O noni € uma planta
do sul da Asia que possui vérias propriedades terapéuticas, possui um efeito
imunomodulador, e um dos seus principios bioldgicos € o danacantal, que € uma antraquinona
natural que pode induziz a morte de células infectadas pelos virus. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a resposta clinica em cdes com cinomose tratados com a droga vegetal da
Morinda citrifolia (noni) em Sao Luis — MA. Foram utilizados dezesseis cdes e todos foram
submetidos ao teste de triagem rapido para deteccdo de antigenos da classe IgG especificos
para o CDV no soro. Os animais positivos foram submetidos a exames laboratoriais, como
hemograma completo, anélises bioquimicas e analise molecular. Os animais foram divididos
em dois grupos: (G1) - caes, tratados com a droga vegetal de M. citrifolia 500mg/SID e (G2) -
caes, submetidos ao tratamento convencional com um antibiético e vitaminas do complexo A
e B. A avaliagdo clinica dos animais com cinomose revelou que aos 30 dias pds-tratamento
com noni, cinco animais apresentaram remissdo dos sinais clinicos e melhora na série
vermelha e um aumento considerdvel no nimero de plaquetas, apresentando significancia
estatistica. A avaliacdo clinica revelou que aos 30 dias pds-tratamento convencional, um
animal teve remissao dos sinais clinicos e os outros tiveram apenas melhora parcial do quadro
clinico. A droga vegetal do noni mostrou-se eficaz na remissdo dos sinais clinicos

neuroldgicos de cdes portadores da cinomose.

Palavras-chave: Cinomose, Sinais neurolégicos, Morinda citrifolia.



TORRES, Mylena Andréa Oliveira. EVALUATION OF CLINICAL RESPONSE OF
DOGS INFECTED WITH CANINE DISTEMPER VIRUS TREATED WITH Morinda
citrifolia (NONI) DRUG PLANT. 2012. 58 f. Dissertation (Master in Animal Science) —
Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2012.

ABSTRACTY

Canine distemper virus affects dogs of all ages, breeds and sexes, but has a greater
predilection for puppies and unvaccinated animals. There is no specific antiviral treatment for
distemper, being made only supportive treatment. Currently phytotherapeutic agents have
been used for the treatment of several diseases. Noni is a South Asian plant that has many
therapeutic properties, among them an immunomodulatory effect; and one of its biological
principles, damnacantal, is an anthraquinone which can induce the death of virus-infected
cells. This study aimed to evaluate the clinical response of dogs with canine distemper treated
with Morinda citrifolia (noni) drug plant in Sao Luis - MA. Sixteen dogs were used in the
experiment and all of them were submitted to a rapid screening test to detect specific IgG
antigens for CDV in serum. Positive animals underwent laboratory tests such as complete
blood count, biochemical and molecular analysis. They were divided into two groups: (G1) -
dogs undergoing conventional treatment with antibiotics and vitamin B and (G2) - dogs
treated with M. citrifolia crude extract. Clinical evaluation showed that at 21 days after the
conventional treatment, only one animal had 100% remission of clinical signs. At the same
time, among the dogs undergoing treatment with noni, two animals had 100% regression of
clinical signs. The noni drug plant was effective in remission of neurological signs in dogs
with canine distemper virus.

Keywords: canine distemper, Morinda citrifolia, neurological signs
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1. INTRODUCAO

A cinomose é uma doenca viral altamente contagiosa causada por Morbilivirus da
familia Paramoxiviridae, da ordem Mononegavirales. E considerado um dos mais
importantes patégenos de cdes domésticos (SILVA et al., 2009) e estd amplamente distribuido
em todos os continentes. Além de infectar animais da familia Canidae, acomete também os
animais das familias Mustelidae (furdo), Procyonidae (guaxinis), Viverridae (mangusto),
Felidae, Ursidae e mamiferos aquaticos (MANGIA, 2008; CHA et al., 2012).

No entanto, o cao (Canis familiaris) é o principal reservatério e serve como fonte de
infeccdo para carnivoros selvagens. Atualmente, a cinomose € rara em vdrios paises em
fun¢do da vacinagdo, mas ainda é considerada uma enfermidade importante por acometer
varias espécies da familia Felidae e pode ocorrer eventualmente na populagdo canina
vacinada (VAN MOLL et al., 1995; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 2005).

O virus da cinomose (canine distemper virus — CDV) acomete cdes de qualquer idade,
raca e sexo, porém tem maior predilecao por filhotes e individuos ndo vacinados (SILVA et
al., 2009). Os caes susceptiveis sdo infectados pela inalagdo de aerossois ou pela ingestdo de
goticulas infectantes presentes nas secrecdes nasal e ocular, que estdo ricas em particulas
virais, as quais comecam a ser expelidas cerca de 7 dias ap6s a infec¢do. Depois de
infectados, os animais podem apresentar lesdes respiratdrias, gastrintestinais, dermatolégicas,
oftalmoldgicas e neuroldgicas, que podem ocorrer sequencialmente ou isoladamente
(GREENE e APPEL 2006).

Em virtude da inexisténcia de medicamentos antivirais ou agentes quimioterdpicos de
valor pratico para o tratamento especifico da cinomose em cées, atualmente, utiliza-se apenas
o tratamento de suporte, com o uso de antibiticos, soroterapia e complexos de vitaminas B
(SIGWALT, 2009).

O prognéstico € reservado para a maioria dos casos de cinomose aguda, especialmente
na presenca de sintomas neuroldgicos, quando a maioria dos animais veem a ébito. A
vacinacdo € o melhor meio de preven¢do. Atualmente no mercado nacional existem vacinas
com virus vivo modificado e sdo potentes, seguras e induzem imunidade efetiva para a
cinomose. A idade em que os caes se tornam susceptiveis a cinomose € proporcional ao titulo

de anticorpos de mae, e varia de acordo com a transferéncia colostral (MATTIESEN, 2004).



Atualmente, os fitoterdpicos t€m sido utilizados para diversos tipos de enfermidades,
em fun¢do de suas propriedades terapéuticas. Morinda citrifolia, noni, € uma planta do Sul da
Asia e Austrdlia e também é encontrada nos trépicos. Pertence a familia Rubiaceae e
subfamilia Rubioideae, do género Morinda. E uma planta que d flores e frutos o ano todo. A
fruta é usada de forma medicinal e terapéutica, sendo usada para vérios tipos de enfermidades.
Em vérios paises da Asia, as folhas, flores, frutos e o tronco, servem para tratamento de febre,
problemas de pele, gengivite, constipa¢do, dores de estomago e dificuldade respiratoria
(YANG et al., 2010; BASAR et al., 2010).

O noni possui substdncias com atividades imunomoduladoras, face ao exposto
levantou-se a hipétese de que a droga vegetal do noni € eficaz no tratamento de caes
infectados pelo CDV. Desta forma é imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas que
visem a obten¢do de uma medicacdo capaz da remissdao dos sinais clinicos e que possa
aumentar a expectativa e a qualidade de vida dos animais acometidos. Assim sendo, essa
pesquisa foi necessdria para validar os efeitos clinicos da droga vegetal do noni para que

possa ser utilizado como coadjuvante no protocolo de tratamento dessa doenga.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A doenca e o agente etioldgico

A cinomose ¢ uma doenga viral que causa imunossupressdo grave € comprometimento
multisistémico caracterizado principalmente por lesOes, respiratdrias, gastrintestinais,
dermatoldgicas, oftdlmicas e neurologicas (SUMMERS et. al., 1995; FENNER, 2004;
GREENE e APPEL, 2006). O virus € um RNA virus do género Morbilivirus, familia
Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales, e apresenta relacdo antigé€nica com os virus do
sarampo, da peste bovina e da peste de pequenos ruminantes (TIPOLD et al., 1992; HASS e
BARRETT, 1996; BARRETT, 1999).

O CDV possui diametro varidvel (150-250 um) com genoma constituido por uma fita
simples de RNA contendo aproximadamente 15.690 nucleotideos (VON MESSLING e
CATTANEO, 2002).

A natureza infecciosa da doenca foi demonstrada pela primeira vez por Carré, em
1905, inoculando a secrecdo nasal de cdes infectados em cades jovens e reproduzindo
experimentalmente a moléstia. A patogenia do CDV foi melhor compreendida a partir de
estudos experimentais em furdo, que € altamente suscetivel ao virus da cinomose e reproduz
uma doenca semelhante ao cio (HARTMANN, 2007).

O CDV ¢ disseminado mundialmente e causou alta mortalidade até que vacinas
eficazes comecaram a serem comercializadas no final da década de 1950 (CHAPPUIS, 1995;
McVEY; KENNEDY, 2008). Em regides endémicas, como no Brasil, é crescente o nimero
de mortes de caes vitimas de CDV. Além disso, a mesma tem sido considerada como re-
emergente em paises onde ja esteve controlada (SILVA et al., 2007) e surto da doenca vem
sendo relatados em varios paises (HARTMANN, 2007).

O genoma € envolto por nucleocapsideo helicoidal, que consiste na nucleoproteina
(NP), associado a proteina matriz ¢ ao complexo polimerase, incluindo as proteinas P
(fosfoproteina) e L (polimerase ou grande). A proteina de membrana (M) estd localizada na
face interna do envelope e exibe as duas glicoproteinas, hemaglutinina (H) e proteina de fusao
(F), que sdo responsdveis pela fixacdo na membrana dos plasmécitos (VANDEVELDE e

ZURBRIGGEN, 2005; MARTELLA et al., 2007).



As proteinas L, N e P e o RNA viral formam o complexo ribonucleoprotéico
(complexo RNP). A proteina M (matriz) é importante para maturacio viral e funciona como
conectora das glicoproteinas de superficie (F e H) ao nucleocapsideo (BARRET, 1999;
ORSINI; BONDAN, 2008; BEINEKEN et al., 2009). A NP ¢ a principal reguladora da
replicacdo viral e da transcricdo, e consequentemente, € a primeira proteina exposta ao
sistema imune que estimula a producdo de anticorpos nos primeiros estidgios da infeccao
(LATHA et al., 2007).

Quanto a resisténcia aos agentes fisicos e quimicos, o CDV ¢ altamente sensivel a luz
ultravioleta, dessecamento e altas temperaturas. O CDV ¢é destruido em 30 minutos a 50-
60°C, em uma hora a 37°C, em trés horas a 20°C e permanece vidvel por vdrias semanas em
temperaturas baixas (ZEE; MacLACHLAN, 2004; GREENE e APPEL, 2006). Ele pode
sobreviver nos tecidos por 48 horas a 35°C e por 14 dias a 5°C. A infectividade viral é
perdida em pH de 10,4 ou abaixo de 4,4, e € estdvel em pH 7,0 (SHEN e GORHAM, 1980). O

envelope viral € sensivel ao éter, cloroférmio, formol e desinfetantes a base de amonia (ZEE;

MacLLACHLAN, 2004; GREENE e APPEL, 2006).

2.1.2 Patogenia

Ha apenas um sorotipo do virus da cinomose, mas existem cepas virulentas,
biologicamente distintas. Algumas cepas sdo levemente virulentas e causam infeccoes
inaparentes. Outras causam moléstias agudas, com elevada freqii€ncia de encefalite e altos
indices de mortalidade (MATTHIESEN, 2004). A literatura mostra que no mundo circulam
oito cepas do virus. No entanto, mais recentemente foi demonstrado que na America do Sul
circulam uma nova cepa, encontrada apenas na Argentina e que provavelmente circula apenas
em animais silvestres (PANZERA et al., 2012). Na China também foi identificado um novo
isolado denominado de XJ12 (QIAO et al., 2011).

De acordo com Quinn et al. (2005), o primeiro local de replicagdo do virus € o trato
respiratorio superior, que posteriormente se dissemina nas tonsilas e linfonodos bronquiais
culminando com uma viremia associada a célula e disseminagdo para os outros tecidos
linforreticulares. A replicacdo viral produz linfocitdlise e leucopenia resultando em

imunossupressao e permitindo o desenvolvimento de viremia secundaria.



Quando ha disseminacdo para os epitélios, apos o 9° dia, o CDV € encontrado nos
epitélios das mucosas conjuntival, nasal, traqueal, bronquial, glandulas mucosas, trato
urindrio e reprodutor, € num periodo de mais 3 dias ou mais tardiamente, o virus também
alcanca o SNC, se distribuindo nas grandes células mononucleares da pia-meninge,
neuroglias, células de Purkinje, nos neur6nios do coértex cerebral, do ganglio basal e
hipocampo (SANTOS, 2006).

No c@o com niveis intermedidrios de resposta imunoldgica mediada por células e com
titulos de anticorpos que aparecem tardiamente, apos 9 a 14 dias, o virus se dissemina pelos
tecidos. Os sinais clinicos podem desaparecer quando hd aumento da titulagdao de anticorpo, o
que contribui para a eliminacdo do virus. Em tecidos uveais, neur6nios e tegumento,
principalmente dos coxins plantares, o CDV pode persistir por longos periodos. O controle da
infeccdo estd associado a imunidade a longo prazo e interrup¢do da replicagdo viral. A
protecdo pode ser comprometida se o cdo for exposto a uma cepa altamente virulenta,
apresentar carga viral elevada ou nos casos de imunossupressao (MANGIA, 2008).

Caes gnobiodticos infectados com o CDV desenvolvem uma linfopenia prolongada e
deplecdo linféide sistémica. A infeccao fatal pelo virus do CDV estd associada a deplecao
sistémica de dreas de linfécitos T e B, resultando em uma linfopenia que se inicia uma semana
apo6s a infeccdo (MORO e VASCONCELOS, 1998). Segundo Schobesberger et al. (2005) a
diminuig¢do significativa de linfocitos foi observada antes da viremia, trés dias pds-infecgao.

A disseminag¢do do virus no epitélio e nos tecidos do SNC depende do grau da resposta
imunolégica e ocorre no periodo de 8 a 10 dias pds-infecgdo, por via hematdgena ou pelo
liquor dependendo da resposta imunolégica humoral ou celular do animal (TIPOLD et al.,
1992; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 1995; JONES et al., 2000; VANDEVELDE e
ZURBRIGGEN, 2005; GREENE, 2006). O CDV na fase aguda tem predilecdo pelas células
Thl e CD4+ virus. A infecgdo litica das células TCD4+ pode ter inimeras consequéncias,
pois essa célula tem papel importante na induc¢do e regulacdo da resposta imunoldgica
(MORO e VASCONCELQOS, 1998; KUMAGAI et al., 2004).

No SNC, o CDV causa principalmente desmieliniza¢do, que pode ser classificada em
aguda e cronica. A desmielinizagcdo ocorre em torno da 3* semana pds-infeccdo e ndo tem a
participacdo de resposta inflamatéria, presente no estdgio cronico da infeccdo

(VANDEVELVE e ZURBRIGGEN, 1995). Tal lesdo coincide com a replica¢do viral nas



células da glia, principalmente das regides como cerebelo, sistema Optico e medula espinhal
(MANGIA, 2008).

A imunossupressao e resposta imunoldgica anormal contribuem na susceptibilidade as
infeccdes secundarias, que podem influenciar bastante na morbidade e mortalidade da doenca

(HASS e BARRETT, 1996; KAJITA et al., 2006).

2.1. 3 Transmissao

A transmissdo ocorre principalmente por aerossois e goticulas que contém os virus,
por meio de secrecdes respiratdrias, fezes e urina (MARTELLA et al., 2008). Durante a
exposi¢cao natural, o CDV se propaga e entra em contato com o epitélio do trato respiratorio
superior. No periodo de 24 horas, as particulas virais se replicam nos macrdéfagos e se
disseminam pela via linfética local, para as tonsilas e linfonodos bronqueais (TIPOLD et al.,
1992; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 1995; MORO e VASCONCELOS, 1998).

O virus € eliminado por até 60-90 dias apds a infeccdo, mas principalmente na fase
aguda, de 7 a 15 dias, sendo as fontes de infeccdo mais comuns, os fomites, ar, dgua e
alimentos contaminados. O virus se propaga mais facilmente em lugares aglomerados, como

lojas de animais, abrigos, canis e clinicas (DEL PUERTO et al. 2010).

2.1.4 Sinais Clinicos

A manifestacio clinica da infeccdo depende do titulo, da estirpe viral infectante, da
idade e perfil imunolégico do animal. Sinais epiteliais da doenca sdo freqiientes e geralmente
precedem ou ocorrem simultaneamente aos sinais neurologicos, sendo que estes ultimos
podem ocorrer sem sinais sist€émicos associados (SANTOS, 2006).

O periodo de incubagdo para o surgimento dos sintomas clinicos do CDV aguda ¢
geralmente, de 14 a 18 dias. Apds a exposicao e infecc@o os cdes apresentam febre transitdria,
nao muito elevada, entre o quarto e o sétimo dias, sem sintomas evidentes da doenca. A
temperatura retorna ao normal apds 7 a 14 dias, seguido de uma segunda elevagdo na
temperatura corporal, acompanhada de conjuntivite e rinite. Tosse, dispnéia, alteracao dos

ruidos pulmonares, diarréia, vOmitos, anorexia, desidratacdo e perda de sangue com



debilitacdo sdo comumente observados em cdes com cinomose na fase aguda
(MATTHIESEN, 2004).

Secrecdes oculares e nasais mucopurulentos e pneumonia frequentemente resultam de
infeccdes bacterianas secundérias. Bordetella bronchiseptica é comumente encontrada em
caes com cinomose. Uveite, cegueira repentina por lesdo no nervo Optico, e degeneragdo
retiniana podem ser observados. Erupcdes cutineas, progredindo para pustulas podem ocorrer,
especialmente no abddmen, mas os cdes se recuperam dessas lesdes com frequéncia.
Hiperqueratose digital também pode estar presente (MANGIA, 2008).

Sinais neuroldgicos se instauram apds a doenga sist€émica. Uma encefalomielite aguda
destréi predominantemente a substancia cinzenta (neur6nios), enquanto uma encefalomielite
ndo-supurativa subaguda ou crdnica afeta predominantemente a substincia branca (causando
desmieliniza¢do). Animais jovens e caes com imunodeficiéncia desenvolvem com frequéncia
necrose neuronal (WYSS-FLUEHMANN et al., 2010).

No caso de encefalite aguda se observa crises epiléticas, mioclonais e alteragdes
comportamentais, com reflexos espinhais e propriocepcao anormais. As alteracdes do sistema
nervoso central (SNC) podem ocorrer simultaneamente com outros sinais multissistémicos
(mais raramente) ou ficar retardados no inicio até uma a trés semanas apds a recuperacdo
aparente da enfermidade sist€émica, observando-se geralmente mioclonias, ataxia, paresia,
paralisia, falta de coordenag¢do e, algumas vezes, alteracdes comportamentais como
vocalizacao intensa e hiperexcitabilidade. Estes ultimos frequentemente sao observados como
sequela apés a remissdo dos sinais clinicos da doenga. Em alguns cdes o envolvimento do

SNC pode ocorrer como Unica manifestacao aparente de infeccdo (MARTELLA et al., 2008).

2.1.5 Diagnéstico

O diagnéstico da cinomose geralmente baseia-se nos sinais clinicos tipicos em um cao
jovem (2-6 meses) que tenha um histérico de vacinacdes inadequadas e possibilidades de
exposicdo ao virus. O diagndstico clinico em cdes sem sinais sistémicos precedentes ou
concomitantes € dificil. No entanto essa auséncia de sinais clinicos ndo € tdo frequente
(SANTOS, 2006).

Devem-se levar em consideragdo outras doengas que podem mimetizar o quadro

respiratorio da cinomose, como a traqueobronquite infecciosa canina. Sinais entéricos podem



ocorrer em outras doengas como a parvovirose € a coronavirose caninas, giardiase, infeccoes
bacterianas, gastroenterite por ingestdo de toxinas e enteropatia inflamatdria. Além disso, a
forma neuroldgica também pode ser confundida com meningoencefalite granulomatosa,
encefalite por protozodrio (toxoplasmose € neosporose), criptococose, ehrliquiose, meningite,
febre maculosa das Montanhas Rochosas, encefalite dos cdes da raca pug e intoxicagdo pelo
chumbo (TILLEY e SMITH, 2008).

Nos casos suspeitos de cinomose, tornam-se uteis a realizacdo de exames
complementares como a pesquisa de inclusdo viral e PCR para confirmacdo do diagnéstico. O

hemograma também € importante para avaliar as respostas leucocitarias (SIGWALT, 2009).

2.1.6 Tratamento e Profilaxia

Nao hd medicamentos anti-virais ou agentes quimioterdpicos de valor prético para o
tratamento especifico da cinomose em caes. Antibiticos de amplo espectro sdo indicados
para o controle das infec¢Oes bacterianas secunddrias, liquidos, eletrolitos, vitaminas do
complexo B e complementos nutricionais sao indicados para terapia auxiliar (ELIA et al.,
2008).

Casos em que o sistema respiratorio € afetado devem ser tratados com broncos
dilatadores e expectorantes, a fim de reduzir a tosse, pois € frequente que se desenvolva
pneumonia bacteriana e insuficiéncia respiratéria. Animais que se apresentam com quadro
neurolégico podem receber anticonvulsivantes e relaxantes musculares como o diazepam.
Para reduzir um possivel edema cerebral normamente se administra a dexametasona
(SIGWALT, 2009).

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas deve visar a modulacdo imunoldgica.
Entretanto, enquanto a modificacdo da resposta inflamatéria danosa pode ser vidvel, o
problema bésico relacionado a presenca do virus no SNC ndo € resolvido (VANDEVELDE,
2004). Terapias antivirais especificas contra Morbilivirus nao foram avaliadas ainda e por isso
a mais importante intervencao veterindria € a prevencao (MANGIA, 2008).

Na encefalite multifocal progressiva causadora de tetraplegia, semicoma e
incapacitacdo, a eutandsia é recomendada. Anticonvulsionantes devem ser utilizados, como o
diazepam na dose de 0,2 a 0,8 mg/Kg pelas vias intravenosa, intramuscular e/ou oral, a cada

12 horas. Corticosteroides, como a dexametasona na dose de 2,2 mg/Kg, por via intravenosa,



podem ser utilizados por causa da base imunopatoldgica das lesdes neuronais e para reduzir o
edema cerebral, mantendo a terapia com doses anti-inflamatdrias, posteriormente, reduzindo a
dose até o final do tratamento. A imunossupressdo causada pelos esteroides € a principal
desvantagem, porque a resposta inflamatodria € responsdvel pela retirada do virus (TIPOLD,
1992; GREENE, 2006).

Os macrofagos e seus produtos, especialmente radicais livres de oxigénio, sdo
importantes na indugdo da destrui¢ao do tecido nervoso na cinomose, por isso a administragao
de antioxidantes como vitamina A e vitamina C podem ser uma boa medida terapéutica
(TIPOLD, 1992).

A ribavirina foi utilizada no tratamento da cinomose e estudos in vitro mostraram que
a droga € capaz de inibir a replicacdo do virus de forma dose e tempo-dependente (MANGIA,
2008). Ainda que a concentracdo ndo citotéxica da droga bloqueie completamente a
replicacdo em 24 horas apds a exposi¢do, a concentragdo € mantida até 72 horas. Desta forma,
pode-se sugerir que a ribavirina afeta o virus ainda no meio extracelular, de maneira precoce
no seu ciclo de replicacdo. Apds 24 horas de exposi¢do, mesmo em baixa concentracdo a
ribavirina reduz o nimero de cépias de RNA (ELIA et al., 2007).

Pesquisas realizadas por Mangia (2008) constatou que animais que foram submetidos
a tratamento com ribavirina comecaram a apresentar melhora clinica a partir do sexto dia da
administracdo do medicamento, porém no décimo dia de tratamento a maior parte apresentou
piora e variagdes no estado clinico nos dias seguintes.

Vacinas produzidas com as amostras do virus da cinomose, isoladas de caes
naturalmente infectados, como as amostras Snyder Hill, Rockborn, Onderstepoort,
adequadamente atenuadas em culturas de células, sdo eficientes em induzir o estado de
imunidade dos animais vacinados, protegendo-os contra a infeccdo natural (BIAZZONO et
al., 2001). Estas cepas, atualmente sdo consideradas velhas, chamadas de “old CDV” e as
cepas novas, chamadas de “new CDV” de varias partes do mundo que possuem o gene ¢ a
proteina H com caracteristicas diferentes (MOCHIZUKI et al., 2002).

Atualmente ha no mercado nacional, vacinas com virus vivo modificado, que sio as
mais potentes e seguras e que induzem imunidade efetiva para o CDV. A idade na qual os
cdes se tornam susceptiveis a cinomose € proporcional ao titulo de anticorpos da mae.
Aproximadamente 50% dos cdes sdao imunizados por volta das seis semanas de idade

(imunidade passiva) e 75% com nove semanas (SANTOS, 2006).



Devido a idade varidvel a qual os animais se tornam imunizdveis contra a cinomose,
recomendam-se vdrias doses, segundo esquemas de vacinacdo, que maximizam a
probabilidade de inducdo da imunidade. E recomendada a revacinagdo anual, visto que o
titulo de anticorpos declina a niveis que sdo de protetores dentro de um ano, em até um terco
dos caes jovens (MATTHIESEN, 2004).

Segundo Negrao et al. (2006), falhas vacinais podem ser geradas por multiplos fatores
como interferéncia de anticorpos passivos, falhas individuais na resposta imune, qualidade,

conservacao e variabilidade antigénica do imundgeno e infecc@o anterior a vacinacao.

2.2 Morinda citrifolia (noni)

Morinda citrifolia € uma planta de pequeno porte origindria da Polinésia, que produz o
fruto popularmente conhecido como noni. Sua classificagdo taxondmica € descrita da seguinte
forma: Reino Plantae, Filo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Rubiales, Familia
Rubiaceae, Género Morinda, Espécie Morinda citrifolia (INBiO, 1997).

A planta pertence a familia Rubiaceae de folhas permanentes, de pequeno a médio
porte. A drvore frequentemente cresce em regides costeiras ao nivel do mar e em dareas
florestais com cerca de 400 metros acima do nivel do mar. Desenvolve-se bem em solos
vulcanicos ricos em minerais, apesar de também se desenvolverem em solos arenosos ou
muito imidos (WANG et al., 2002; McCLATHEY, 2002).

Trés variedades distintas da espécie Morinda citrifolia sao conhecidas: Morinda
citrifolia var. bracteata, Morinda citrifolia var. potteri e Morinda citrifolia var. citrifolia. Elas
diferem entre si principalmente por diferengas morfoldgicas da folha e do fruto. Das trés, a
variedade de maior importancia econdomica e medicinal € a Morinda citrifolia var. citrifolia. A
origem da espécie Morinda citrifolia é atribuida a regido da Micronésia conforme relatam
Razafimandimbison et al. (2010).

O Brasil apesar de ndo ter tradicdo no cultivo do noni apresenta grande potencial
edafoclimético e com uma ampla diversidade bioldgica considerada a maior do mundo com
cerca de 60.000 espécies de plantas, o que corresponde a 20% de toda flora do planeta e 70%
de todas as espécies existentes nas grandes florestas (CUNHA, 2005).

No Estado do Maranhdo, a espécie M. citrifolia é de recente introdu¢io, em destaque

para sua capital S@o Luis, em fun¢do a sua localizacdo geografica, o clima e o solo dessa



regido favordvel na amplitude requerida para desenvolvimento dessa espécie, sendo as
primeiras mudas plantadas em 2005 (SILVA, 2010).

De acordo com o conhecimento popular, o noni é uma fruta de extraordindrias
propriedades curativas. H4 mais de 2.000 anos tem sido usada com sucesso na Polinésia,
China, India e outros lugares. O noni migrou com os habitantes dessas regides para as ilhas do
Pacifico Sul, Tahiti, Hawai e Malésia, e prolifera melhor em qualquer parte onde exista um
solo vulcanico sem polui¢do. Ficou demonstrado que assim como a babosa (aloe vera), as
algas marinhas, 0 mamao e outros agentes botanicos, o extrato de noni auxilia na melhora de
uma enorme gama de enfermidades (SOLOMON, 1999).

Cerca de 200 compostos fotoquimicos ja foram identificados na planta do noni, € os
principais sdo compostos fendlicos, dcidos orginicos e alcaloides, incluindo flavonoides,
polissacarideos, iridéides, ligninas e triterpendides (YANG et al., 2010). Possui a
escapoletina, substancia antibacteriana, antifiingica e antiinflamatéria, que também ajuda a
dilatar os vasos sanguineos, o que faz baixar a pressao arterial (WANG e SU, 2001).

De acordo com Chan-Blanco et al. (2006), a quantidade de proteinas contidas no fruto
¢ surpreendentemente alta, representando 11,3% da matéria seca do suco, e os principais
aminodcidos encontrados sdo o 4cido aspdrtico, dcido glutamico e isoleucina. Os minerais
representam 8,4% da matéria seca, € 0s principais sdo o potdssio, enxofre, calcio e fésforo.
Tracos de selénio tem sido descrito também no suco do Noni. As principais vitaminas
encontradas no fruto sdo o dcido ascérbico (24 — 158 mg/100 g matéria seca) e provitamina A.

Os alcaloides xeronina e proxeronina foram descritos por Heinicke (1985) e Solomon
(1999), como constituintes da Noni, entretanto a caracterizagdao bioquimica e o método usado
para purificagdo ndo foram publicados. A xeronina € o principio bioldgico ativo do noni e é
um novo alcaloide util em medicina, alimentagdo e campos industriais (NELSON, 2005).

Além da xeronina, os outros compostos presentes no fruto sdo terpenos, compostos
fendlicos, danacantal (atividade antiviral), norepinefrina, escopoletina, aminoécidos,
asperulosido, iriddides, fitonutrientes, selénio, morindona, morindina, acubina, alizarina,
acido caproico, acido caprilico, flavonoides e triterpendides (LEVAND e LARSON, 1979;
LAVAUT e LAVAUT, 2003; YANG et al., 2010).

Heinicke (1985) em estudos com o Anands sp., descobriu a proxeronina, um alcaloide
com ac¢do antiinflamatéria que se liga a serotonina para se converter em Xxeronina, um

alcaloide essencial a vida. A ela sdo atribuidos os varios efeitos benéficos do noni. Entretanto,



ha auséncia de informacgdo sobre a caracterizacdo quimica deste alcaloide. Heinicke (2001),
em seus estudos no Instituto de Pesquisa do Abacaxi no Havai, utilizou o fruto do noni e
isolou um material volatil que o chamou de xeronina. Ao isolar este alcaloide em estado puro,
foi capaz de identificar sua exata estrutura quimica, pois poderia ser reduzida para uma
estrutura cristalina seca (SILVA, 2010).

Poucos estudos foram realizados para garantir a seguranca do uso de M. citrifolia.
Wang et al. (2002) avaliaram a toxicidade aguda e cronica da dose do suco de noni em ratos
durante 14 dias e 13 semanas respectivamente, com dose de 15000 mg/kg/dia para a toxidade
aguda. Ao final, ndo observou nenhuma alteracio clinica ou sinal macroscépico em 6rgaos
necropsiados dos animais tratados por 14 dias. Para a toxicidade cronica, a dose encontrada
que ndo apresentou reagdes adversas foi de 80 mL/kg/dia de suco de noni. Mais recentemente,
novos estudos, constataram que o consumo de suco de noni ndo induz a efeitos adversos no
figado (WEST et al., 2009).

Em estudo de toxicidade reprodutiva em fémeas de ratos Wistar expostos ao extrato
aquoso de noni, foi concluido que a dose de 7.5 mg/kg do extrato é capaz de produz
toxicidade reprodutiva (MULLER et al., 2009).

O Noni tem sido utilizado como alimento, bebida, medicamento e para tingimento de
tecidos (MACCARI e MAPUSUA, 2007). A medicina tradicional chinesa, uma das mais
antigas do mundo, tem documentado o uso de plantas ha mais de 2000 anos. Sao
aproximadamente 5000 espécies de plantas utilizadas, e destas, cerca de 500 espécies sao
comumente prescritas por médicos chineses, incluindo o chd uma das primeiras ervas
mencionada na antiga literatura (THOMSON, 2007).

Palu et al. (2008) relatam que o noni melhora a resisténcia fisica de atletas devido a
presenca de antioxidantes em sua constituicdo. Ha autores que identificaram a presenca de
acido ascorbico na caracterizacdo quimica do fruto do noni, confirmando assim o seu poder
antioxidante (MOHD-ZIN et al., 2006; GISELLE, 2007). Outras substiancias antioxidantes
conhecidas foram identificadas, tais como: betacaroteno, terpenoides, alcaloides, caroteno,
polifendis, flavonoides e rutina (PRAVEEN e AWANG, 2007, MURALIHARAN e
SRIKANTH, 2010).

De acordo com o uso na medicina tradicional e popular, entre as enfermidades e
afeccOoes mais tratadas encontram-se: alergia, artrite, asma, cancer, depressdo, diabetes,

hipertensao, disturbios menstruais, musculares, obesidade, tlceras géistricas, dores de cabeca,



inibicdo sexual, insOnia, depressdo, estresse, problemas respiratérios, AIDS, esclerose
multipla e dependéncia de drogas (McCLATCHEY, 2002; WANG et al. 2002; LAVAUTI e
LAVAUT2, 2003).

Estudos de atividade antitumoral demonstraram resultado positivo, tanto do suco
(WANG e SU, 2001), como de substancias isoladas da M. citrifolia. O Noni-ppt, substancia
rica em polissacarideos do fruto de noni, apresentou percentual de cura de 25 a 45% dos
tumores em camundongos (FURUSAWA, 2003). Antraquinonas isoladas da raiz inibiram o
crescimento em células tumorais in vitro (KAMYIA et al., 2010).

Os efeitos da M. citrifolia no sistema imunolégico foram comprovados por Palu et al.
(2008) e por Hirazumi e Furusawa (1999), que pela diminuicdo da producdo de IL-4 e
aumento da producdo de INF-y, sugerindo modulagdo da via de ativacdo de receptores
canabinoide 2, e o aumento de liberacao de TNF-a, IL-1B, IFN-y e NO de animais tratados
com suco de noni.

O noni tem sido alvo de muitas pesquisas, que ja redundaram em vdrios artigos
publicados em funcdo de suas diversas propriedades e ainda estdo sob o sigilo de patentes.
Atualmente existem 58 registros envolvendo a M. citrifolia no 6rgio oficial de patentes dos
Estados Unidos, US Patent Trademarket Offic, 77 registros na Unido Europeia e 5 patentes no

Brasil, registradas no INPI, Instituto Nacional de Propriedade Industrial (SOUZA, 2011).



3. OBJETIVOS
3.1 Geral:
e Avaliar a resposta clinica em cdes com cinomose tratados com a droga vegetal do
fruto de Morinda citrifolia (noni) em Sao Luis — MA.
3.2. Especificos:
e Verificar a evolugao clinica dos animais durante o tratamento;
e Avaliar os efeitos colaterais e téxicos da droga vegetal do noni (M. citrifolia), através

de monitoramento hematolégico e provas bioquimicas de funcdo hepatica e renal,

antes e ap(’)s o tratamento.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Preparo do Extrato bruto de Morinda citrifolia var

Inicialmente foi realizada a coleta da planta Morinda citrifolia var na Fazenda Escola
da Universidade Estadual do Maranhdao (UEMA) no Campus de Sao Luis — MA. Coletou-se
galhos da planta com folhas, flores e frutos (Figura 1) de aproximadamente 30 cm de
comprimento e foram levadas para o Herbario da UEMA, “Professora Rosa Mochel”, para a

identificacdo botanica e elaboracio da exsicata, depositada sob o n° 2346.

Figura 1: Morinda citrifolia (folhas e frutos maduros)

Para realizacdo da droga vegetal foram coletados frutos da M. citrifolia (noni) na
Chacara Pau Brasil, situada ao Sul de Sdo Luis, Maranhio, Brasil, a 2° 30° S, 44° 18° We a
uma altitude de 48 m (Figura 2). O tipo predominante de solo é o argissolo, composto por
rochas sedimentares com formacdo na era cenozoica. O clima € tropical, quente e imido. A
temperatura minima na maior parte do ano fica entre 20 e 23°C e a mdxima geralmente fica

entre 29 e 32° C. A média pluviométrica é de 2.325 mm (LABMET, 2011).



Legenda

- Chacara Pau Brasil

Fonte: Google Earth. Imagem Spot 2 (2010). '

Figura 2: Local da coleta dos frutos de M. citrifolia (noni), Chacara Pau Brasil, Sdo Luis — Maranh&o.

Foram coletados frutos com cor esbranquicada, polpa macia, casca bem fina e integra,
ausentes de pragas e insetos, em seguida foram levados para o Laboratério de
Anatomopatologia da UEMA. No laboratério, os frutos foram lavados com 4gua destilada,
seco com papel toalha descartdvel, posteriormente acondicionado em frascos de vidro estéril,

vedados com pléstico filme, por 3 dias, para retirada do sumo (Figura 3).

Figura 3: Fruto e sumo de M. citrifolia (noni).

O sumo, proveniente do extrato bruto do fruto foi coletado, filtrado em gaze estéril,
centrifugado a 4000 rpm por 15 minutos, sendo apés retirado o sobrenadante e armazenado

em tubos estéreis envolvidos com papel aluminio, armazenados a -20°C até o envio para



liofilizacdo. Esta foi feita em parceria com a Fiocruz/RJ, no laboratério Biomanguinhos,
sendo o liofilizado e posteriormente acondicionado em cdpsula gelatinosa com concentra¢ao

adequada ao protocolo terapéutico.

4.2 Animais e avaliacao clinica

Foram utilizados dezesseis caes que apresentaram sintomatologia clinica especifica da
doenca e que eram positivos nos exames laboratoriais. Como critério de inclusdo utilizou-se a
presenca dos sinais neuroldgico e outras sintomatologia especifica, tais como vOmitos,
diarreia, secre¢des oculares e nasais, tremores, mioclonias e convulsoes.

Todos os proprietdrios foram orientados quanto aos dois tipos de tratamento e apos,
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice II) conforme o
tratamento escolhido. Os animais foram submetidos a uma avaliacdo semioldgica detalhada
segundo FEITOSA (1997) e identificados em uma ficha clinica especifica (Apéndice I) com

escore corporal definido de acordo com os sinais clinicos apresentados.

Os caes foram divididos em dois grupos:

Grupo 1 (G1): Dez cdes positivos para cinomose submetidos ao tratamento com a droga
vegetal de M. citrifolia manipulados em Farmécia de produtos naturais, na dosagem de 500
mg/kg/SID/VO durante 30 dias. A dose foi calculada em estudos in vitro de Almeida-Souza
(2011).

Grupo 2 (G2) — Seis caes, submetidos ao tratamento convencional com o antibidtico
enrofloxacino 50 mg/kg/BID/VO ou IV (durante 10 a 15 dias). Foi também utilizado um
estimulador neuroldgico a base de vitaminas do complexo A e B e corticoide, dexametasona,
na dose de 1mg/5kg/SID/VO.

As medicagdes foram administradas na mesma hora em todos os dias do tratamento.
Alguns animais foram tratados em suas residéncias e outros ficaram no canil experimental da
UEMA até o final do tratamento.

Todos os animais foram submetidos ao teste de triagem rdpido para detec¢do de
antigeno da classe IgG especificos para o virus da cinomose canina no soro, baseada no

principio imunoenzimatico em fase sdlida, e para isso utilizou-se o “antigen rapid CDV Ag



test kit” (Bioeasy), seguindo as orientacdes fornecidas pelo fabricante.  Posteriormente  ao
resultado positivo no imunoenzimdtico, os animais foram submetidos a exames laboratoriais
tais como, hemograma completo, andlises bioquimicas (aspartato amino transferase (AST),
alanina amino transferase (ALT), uréia e creatinina) e analise molecular.

Os animais foram submetidos diariamente a exames clinicos para avaliar a evolucao
clinica e/ou remissdo dos sinais clinicos. No momento foram avaliados os seguintes
parametros: a colorac@o das mucosas, escore e temperatura corporal, grau de sensibilidade de
membros tordcicos e pélvicos e sensibilidade na regido abdominal. Apds a avaliacdo os
animais foram agrupados de acordo com a fase da doenga em que se encontravam, sendo

acompanhados durante um ano.

4.3 Coleta e Analises Hematologica, Bioquimica e Imunoenzimatica

Ap6s a contengdo dos animais, coletou-se por pungdo da veia cefélica 5 ml de sangue,
utilizando tubos e agulhas de vacutainer estéreis com anticoagulante (EDTA) e sem
anticoagulante. As amostras obtidas foram transportadas aos laboratérios de Patologia Clinica
da UEMA e ao laboratério Cernitas, sendo armazenadas por uma semana a temperatura de 4°
a 8°C até a realizacdo das andlises.

As amostras de sangue total, coletadas com anticoagulante, para andlise hematoldgica,
foram homogeneizadas (homogeneizador de solugdes AP22) durante 3 minutos. Apds
homogeneizagdo, os tubos de ensaio foram introduzidos um a um na sonda de amostra (probe)
da maquina Bio 1800 vet (Bioeasy), sendo colhidos 10 pL para andlise e obtencdo dos
resultados de eritrograma (heméceas, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio e
CHCM) e leucograma. Adicionalmente, para identificacdo dos leucdcitos (linfécitos,
eosinéfilos, mondcitos e segmentados), utilizou-se o procedimento manual, sendo colocada
uma gota de sangue em uma lamina, espalhando-a com outra ldmina, realizando assim o
esfregaco sanguineo para identificacdo das células diferenciadas e pesquisa do corpusculo de
inclusdo viral, denominado Lentz. Finalizando a andlise hematoldgica, as proteinas
plasmadticas foram contadas através do espectrophotometro Coleman 295.

Para a realizacdo das provas bioquimicas as amostras foram acondicionadas em tubos
sem anticoagulante, com gel ativador da coagulacdo, no volume de trés a quatro mL de

sangue. Apos a coagulacdo, as amostras foram centrifugadas na rotagdo de 3.000 rpm durante



oito minutos, e o soro foi separado e transferido para tubos estéreis, com posterior realizacdo
das provas bioquimicas em analisador semi-automatico (Celm SBA 200). Nestas analises
foram utilizados kits comerciais (Labtest), seguindo as recomenda¢des do fabricante, para

determinagdo por métodos cinéticos, de acordo com as técnicas a seguir:

e (Creatinina: Método colorimétrico por reacdo cinética com picrato alcalino;
¢ Enzimaéticos da Uréia: Método enzimatico colorimétrico;
e Agpartato amino transferase (AST): Método otimizado cinético em UV a 37°C;

e Alanina amino transferase (ALT): Método otimizado cinético em UV a 37°C;

A andlise imunoenzimadtica, foi realizada com sangue total, utilizando o “antigen rapid
CDV Ag test kit” (Bioeasy) de acordo com as instrucdes do fabricante. Estd técnica é

utilizada para detecc@o de antigeno da classe IgG especificos para o CDV (Anexo).

4.4 Analises Moleculares

Amostras de sangue total, dos animais positivos na andlise imunoenzimatica, foram
submetidas a andlise molecular, iniciando com a extracio do RNA viral, através o Kit
AxyPrep™ Body Fluid Viral DNA/RNA (Axygen, EUA), conforme protocolo do fabricante
(Anexo).

Posterior a extragdo, o RNA foi utilizado para sintese do cDNA (DNA
complementar), através da técnica de RT-PCR, que faz uso da enzima transcriptase reversa.
Na elaboracao do cDNA foi utilizado o Kit SuperScript III Platinum Two Step gRT-PCR with
Sybr Green (Invitrogen, Brasil). O preparo da reacdo foi realizado de acordo com os
procedimentos descritos pelo fabricante (Anexo).

Em seguida, o cDNA foi submetido a PCR, sendo utilizado os oligonucleotideos
iniciadores CDV1 (5’-ACA GGA TTG CTG AGG ACC TAT-3’) e CDV2 (5’-CAA GAT
AAC CAT GTA CGG TGC-3), descritos por Frisk et al. (1999), que amplificam um produto
de 287 pares de bases (pb), referente ao gene codificador da nucleoproteina do CDV, que é

responsavel pela fixacdo na membrana dos plasmocitos (Anexo).



4.5 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade

Estadual do Maranhao — UEMA, sob protocolo n° 17/2010.

4.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e por
conveniéncia. A flutuacdo das varidveis séricas foi analisada como medidas repetidas no
tempo. O modelo incluiu os efeitos fixos de tratamento, periodo e a interacdo tratamento e
periodo. Para andlise das varidveis hemécias, hemoglobina, hematdcrito, leucécito, linfécito,
mondcitos, basoéfilos, segmentados, plaquetas, proteina plasmatica, ureia, creatinina, ALT e
AST. O modelo utilizado para a anélise foi:

Yii=0+T;+P; + TixP; + ej

Sendo: Yjj as medidas observadas nas unidades experimentais; a média geral; Ti o
efeito de tratamento; P; o efeito das datas experimentais; TixPj a interagdo entre tratamento e
datas experimentais € ejj 0 erro experimental.

Para execucao das andlises estatisticas foi utilizado o procedimento PROC MIXED do
programa estatistico SAS®, versio 9. Para todas as andlises considerou-se nivel de

significancia de 5% (P<0,05).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cdes utilizados nao eram vacinados e exibiam sinais clinicos compativeis com
cinomose e foram positivos no ensaio imunoenzimatico CDV Ag que apresenta 98,8% de
sensibilidade e 97,7% de especificidade. Destes, quinze apresentavam a forma neurolégica e
digestdria da doenca e apenas um apresentava somente a forma respiratdria. Os sinais clinicos
mais frequentes foram: secre¢do ocular e nasal, febre e apatia, vomito, anorexia, diarreia,
paresia dos membros pélvicos, mioclonias, fasciculacio no membro tordcico esquerdo e
convulsoes.

Apos a andlise imunoenzimadtica, os caes foram submetidos a avaliagdo molecular, no
intuito de confirmar os resultados e testar a viabilidade desta técnica de diagnéstico. Contudo,
nem todas as amostras apresentaram amplificado de 287 pb, compativel ao gene estudado,
que € responsavel pela codificacdo da nucleoproteina do virus da cinomose (CDV). Fato este,
possivelmente relacionado com a qualidade de conservacdo da amostra e consequentemente a
quantidade de RNA extraido, o que ndo inviabiliza a técnica como diagndstico do CDV, mas
demonstra a necessidade de um maior aparato técnico e infra estrutural.

A andlise hematoldgica revelou que todos os cdes ja apresentavam algum tipo de
alteracdo, tais como: anemia, leucocitose, trombocitopenia, diminui¢io do hematdcrito e
aumento da proteina plasmatica, sendo visualizado em um deles inclusdo viral (corpusculo de
Lentz, no esfregaco sanguineo).

Apds andlise estatistica dos resultados das coletas feitas no dia O e depois de 30 dias
de tratamento com a droga vegetal, observou-se que dos parametros hematimétricos

analisados, somente as plaquetas apresentaram um grau de significancia estatistica (Tabela 1).



Tabela 01- Valores médios e respectivos desvios padrio das varidveis dos pardmetros
hematimétricros das amostras de cdes com cinomose, provenientes do municipio de Sdo Luis — MA,

antes e aE(’)s o tratamento com Morinda Citrifolia.

Paradmetros G1! G1? Valores de
. n . Valor p

hematolégicos Média +DP Média +DP referéncia
VG (%) 37,10° 8,14 37,90° 18,34 37-55 0,7215
':::Jf/c:l?; 5600 1,38 5,74° 1,26 5,5-8,5 0,8828
Hemoglobina 11,398 12,76 11,478 +2,51 12-18 0,8961

(g/dL)
Leucécitos 10895,00° +6253,00 | 12980,00% +6543,00 6.000-17.000 | 0,4109
Segmentados | 7410,00° $1562,40 | 7200,00° +1275,40 3.000-11.500 | 0,6136
Linfécitos 1590,00° +1434,80 | 1620,00° +1168,90 1.000-4800 0,9145
Monécitos 18,00° 17,51 280,00 +286,00 150-1.350 0,3676
Eosindfilos 570 +496,80 805,44° 579,30 100-1.250 0,5778
Bastonetes 140,002 117,40 170,00° +149,7 00-540 0,7577
PPT (g/dL) 7,000 +1,94 6,008 $1,37 5,5-8,0 0,9088
Plaquetas 237.630° 952,970 | 335,500 +170,320 200.000- 0,0384
500.000

a — letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05).
1 - ANOVA com comparacio das médias pelo teste nao paramétrico de Mann-Whitney.

VG= volume globular; PPT= protefnas plasmadticas totais.

G1'- grupo cinomose antes do tratamento com noni. G1%- grupo cinomose depois do tratamento com noni.

A avaliacdo clinica dos animais com cinomose revelou que aos 30 dias pds-tratamento
com noni, cinco animais apresentaram remissdo dos sinais clinicos e melhora na série
vermelha e plaquetas. Esses animais apresentavam paresia dos membros pélvicos e apds o
tratamento voltaram a andar. Apresentaram sequelas no membro pélvico direito caracterizado
por espasmos musculares repetitivos.

Um animal diminuiu a fasciculagdo do membro pélvico direito com 19 dias de
tratamento e houve um aumento no nimero de linfécitos. Outro animal apds 12 dias de
tratamento apresentou diminuicdo da fasciculagio do membro pélvico esquerdo e voltou a
andar. Ele também foi positivo para Babesia e Ehrlichia e foi aplicado uma dose de imizol
apos 22 dias de tratamento com noni. Todos os animais tiveram o numero de plaquetas
aumentadas consideravelmente.

Quatro animais vieram a 6bito durante o tratamento, sendo que eles estavam na fase
neuroldgica avancada e apresentavam convulsdes. Um deles apresentou também infecgao
urindria com presenca de exsudato. Esse animal estava muito debilitado e, por isso foi

submetido a fluidoterapia como tratamento de suporte porque ndo estava se alimentando de



forma satisfatoria. Também se observou que o animal apresentava aumento dos neutréfilos

segmentados e linfopenia.

Tabela 02- Valores médios e respectivos desvios padrio das varidveis dos pardmetros
hematimétricros das amostras de cides com cinomose, provenientes do municipio de Sdo Luis — MA,
antes e ap0s o tratamento convencional.

Pardmetros G1! G1? Valores de
.. n . Valor p
hematoldgicos Média +DP Média +DP referéncia
VG (%) 35,667 3,933 36,333 14,033 37-55 0,7778
Hemacias 5,285¢ 0,507 4,892° £0,5572 5,5-8,5 0,2085
(x10°/pl)
Hemoglobina | ;) J0ca 45 436 11,1828 1,921 12-18 0,6549
(g/dL)
Leucécitos 14,1332 16,166 13,0422 16,098 6.000-17.000 | 0,7641
Segmentados 66,8332 +12,057 76,6672 6,439 3.000-11.500 | 0,1085
Linfécitos 21,8332 12,156 11,500° 8,712 1.000-4800 0,1214
Monécitos 2,000° 1,789 1,667° +1,366 150-1.350 0,7244
Eosinéfilos 7,500° +4,806 8,000° +5.477 100-1.250 0,8699
Bastonetes 1,167 +1,329 1,3332 12,422 00-540 0,8855
PPT (g/dL) 7,500° 2,345 8,500° 2,345 5,5-8,0 0,4772
200.000-
a 4 a 4
Plaquetas 266,17° 109,25 226,00° 68,635 500,000 0,4559

a — letras iguais na mesma linha indicam néo haver diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05).
1 - ANOVA com comparagdo das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

VG= volume globular; PPT= proteinas plasmadticas totais.

G1'- grupo cinomose antes do tratamento convencional. G1?- grupo cinomose depois do tratamento convencional.

A avaliagdo clinica revelou que aos 30 dias pds-tratamento convencional (Tabela 2),
um animal teve remissdo dos sinais clinicos e os outros tiveram apenas melhora parcial do
quadro clinico, inclusive com recuperacdo dos movimentos dos membros pélvicos. No
mesmo periodo de tempo, dentre os cdes submetidos ao tratamento com noni, quatro
obtiveram remissao dos sinais clinicos.

Outro cdo do tratamento convencional teve remissdo parcial dos sinais clinicos, com
diminuicdo dos movimentos oscilatorios da cabecga, recuperacdo dos movimentos dos
membros pélvicos, auséncia de convulsdo, porém, as mioclonias persistiram ao longo do

tratamento.



Tabela 03- Valores médios e respectivos desvios padrio das varidveis dos pardmetros bioquimicos
das amostras de cdes com cinomose, provenientes do municipio de Sdo Luis — MA, antes e apds o
tratamento com Morinda citrifolia.

Parametros G1' G1? Valores de
. L. a . Valor p

bloqulmlCOS Média +DP Média +DP referencla
Uréia (mg/dI) 36,002 21,42 51,302 35,73 10-60 0,1075
Creatinina 0,582 10,20 0,79 10,41 0,5-1,5 0,2697

(mg/dl)

AST (UI/L) 43,40° 18,27 47,40° 29,14 10-88 0,6520
ALT (UI/L) 43,40° +18,27 37,902 126,18 10-88 0,5433

a— letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05).
1 - ANOVA com comparagdo das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

G1'- grupo cinomose antes do tratamento com noni. G1%- grupo cinomose depois do tratamento com noni.

TGO (AST- - Aspartato amino transferase); TGP (ALT- Alanina amino transferase).

Tabela 04- Valores médios e respectivos desvios padrido das varidveis dos pardmetros bioquimicos
das amostras de cdes com cinomose, provenientes do municipio de Sao Luis — MA, antes e apds o
tratamento convencional.

Pardmetros G1! G1? Valores de
. L. a . Valor p

bioquimicos Média +DP Média +DP referéncia
Uréia (mg/dl) 27,4332 110,580 41,5002 +29,222 10-60 0,3470
Creatinina 0,51832 0,2450 0,9500° +0,4806 0,5-1,5 0,1771

(mg/dl)

AST (UI/L) 53,9832 142,802 71,2002 120,398 10-88 0,3536
ALT (UI/L) 44,8332 133,630 49,8672 25,080 10-88 0,7650

a — letras iguais na mesma linha indicam nao haver diferencas estatisticas significativas entre as médias (p > 0,05).
1 - ANOVA com comparagdo das médias pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

G1'- grupo cinomose antes do tratamento convencional. G1?- grupo cinomose depois do tratamento convencional.
TGO (AST- - Aspartato amino transferase); TGP (ALT- Alanina amino transferase).

As dosagens de creatinina € AST (Transaminase glutamico-oxalacética) no soro
sanguineo mantiveram suas médias dentro dos valores de referéncia em todos os animais
depois do tratamento com noni, sugerindo assim que o noni ndo exerceu efeitos hepatotoxicos
e nefrotoxicos. Somente um animal apresentou a ALT (Transaminase Glutamico Pirtvica)
acima do valor de referéncia. Nos demais animais, os valores estavam dentro dos valores de
referéncia.

Apesar de todos os animais apresentarem aumento nos valores séricos de ureia, em
apenas dois animais foi observado que esse metabdlito estava acima dos valores de referéncia
para a espécie. E importante ressaltar que a alteracio desse parimetro individual, sugere que o

noni nao induz a lesdo hepatica na dose utilizada semelhantes a estudos de West et al. (2009).



Para que o efeito nutricional fosse descartado, seria necessario que todos os animais
recebessem a mesma racao ao longo do tratamento, o que nao foi possivel, pois nem todos os
animais ficaram no Canil Experimental da UEMA e alguns animais eram mantidos na casa de
seus proprietarios.

Estes achados, porém, podem estar relacionados com outros fatores, como por
exemplo, um quadro moderado de desidratacdo e/ou o consumo de uma dieta de alto valor
proteico. Nesse caso para descartar o efeito nutricional seria necessario que todos os animais
recebessem a mesma racdo ao longo do tratamento, o que ndo foi possivel, pois os animais
eram mantidos na casa de seus proprietdrios.

As dosagens de creatinina, ALT e AST no soro sanguineo mantiveram suas médias
dentro dos valores de referéncia em quase todos os animais depois do tratamento com noni,
sugerindo assim que o noni ndo exerceu efeitos hepatotéxicos e nefrotoxicos. Em pesquisas
com ratos foi demonstrado que o suco de noni fermentado quando administrado tem um efeito
hepatoprotetor e hipoglicemiante (WEST et al., 2009; NAYAK et al., 2011). Em trabalho
realizado por nosso grupo em camundongos isogénicos, observamos que o noni nao alterou as
funcdes hepdticas e renais mesmo utilizando-o por longo periodo (ALMEIDA-SOUZA,
2011).

Nos dltimos cinco anos, a populagdo maranhense comegou a utilizar o suco do noni de
forma descontrolada no tratamento de vdrias afec¢Oes e a grande maioria delas sem nenhum
embasamento cientifico e sem conhecimento dos efeitos adversos do fruto do noni. A
literatura mostra que o noni (M. citrifolia) possui em sua composi¢do substancias que tem
propriedades anti-inflamatdrias, antineopldsicas e antioxidantes, acdo bactericida, antiviral e
fungicida. Estas propriedades sdo determinadas pela presenca de substdncias ativas que
também podem apresentar atividade imunomoduladora (ALMEIDA-SOUZA, 2011).

Na presente pesquisa, sugere-se que o aspecto mais relevante foi a remissao dos sinais
neuroldgicos, o que abre grandes perspectivas para o tratamento de doengas que afetam o
tecido nervoso de animais e pessoas. Um grupo de pesquisadores japoneses descreve que a M.
citrifolia em condi¢Oes experimentais teve efeito protetor para os neurOnios, por facilitar a
secrecdo de insulina e por atenuar os efeitos da intolerancia destas células a diminuicao de
glicose nos casos de isquemia (HARADA et al., 2009).

E conhecido que o CDV causa sérios danos neuronais e leva a desmielinizacio.

Considerando que o suco do noni possui propriedades imunomoduladora, anti-inflamatoria e



analgésica (BASAR et al., 2010), presumimos que os varios componentes existentes no fruto
tém acdo conjunta no reparo do SNC e na resposta imunoldgica. No entanto, dentre as
substancias identificadas no noni destaca-se o danacantal, uma antraquinona natural que
demonstrou ter atividade no controle da infeccdo por HIV por induzir a morte de células
infectadas pelo virus (ALI et al., 2000).

Comparando-se a resposta clinica frente ao tratamento, observou-se que o noni
proporcionou uma melhora em menor tempo (cinco dias). Enquanto que a utilizacdo de
drogas experimentais, como ribavirina, os animais s6 comec¢aram a apresentar uma melhora
no quadro clinico a partir do sétimo dia pds-tratamento (MANGIA, 2008). A eficdcia do
tratamento do noni em um intervalo de tempo menor pode ser um fator extremamente
importante para a minimizacao dos danos dos neur6nios, 0 que o tornaria muito mais eficaz
na terapéutica desta doenca.

Esse achado sugere que o noni tem efeito imunomodulador também em caes. Estudos
realizados por Palu et al. (2008) mostram que o noni diminui a producdo de IL4 e aumenta a
IFNy. O sistema imunoldgico pode influenciar no quadro geral do animal, com relacdo a
producdo de ROS (radicais livres de oxigé€nio), citocinas e no bloqueio de anticorpos anti-
mielina (BURGE et al., 1989; TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995;
WUNSCHMANN et al., 1999; GRONE et al., 2000; MARKUS et al., 2002; STEIN et al.,
2004; GREENE, 2006; STEIN et al., 2006).

Segundo estudos feitos por Elia et al. (2007), comprovou que a ribavirina causa
mutagdes no virus da cinomose que levam a um erro catastréfico na formacdo do genoma
viral. Pode ser especulado que a ribavirina interfere com a RNA polimerase pela competi¢ao
com nucleosideos naturais e produz erro na terminacdo da cadeia de RNA do virus. Além
disso, a ribavirina afeta o virus ainda no meio extracelular, de maneira precoce no seu ciclo de
replicagdo.

Paresia dos membros pélvicos foi o sinal neurolégico mais prevalente nos caes deste
estudo. Segundo Silva (2009), a cinomose na fase neuroldgica € progressiva, raramente
estacionando, levando a morte em curso agudo ou cronico, e sempre deixando sequelas
irreversiveis, quando eventualmente o animal sobreviva.

Na atualidade o tratamento existente para a cinomose € paliativo e, normalmente
quando € diagnosticada a forma neuroldgica, a recomendacio € a eutandsia dos animais. Com

base na inexisténcia de uma terapéutica adequada utilizamos o noni na perspectiva de



obtencdo de um produto eficaz no tratamento desta importante doenca de canideos, que
acomete milhares de cées, principalmente em paises em desenvolvimento. Apesar da amostra
ser pequena os resultados indicam que o noni pode ser uma excelente alternativa no
tratamento de importantes doengas em caes. Tal aplicacdo ja estd ocorrendo em nosso grupo
de pesquisa onde foi demonstrado que o noni teve eficdcia no tratamento da leishmaniose
visceral.

Observou-se no estudo que a eficidcia do noni ndo foi influenciada pelo periodo de
evolugdo apresentado pelos animais ao inicio do tratamento. Podemos sugerir o tratamento
com o noni na fase neurolégica da cinomose, tornando o progndstico da enfermidade mais
favordvel. Também verificamos que nenhum dos animais tratados, cuja melhora do estado

clinico foi evidente, apresentou sequelas incompativeis com a vida normal.



6. CONCLUSOES

A droga vegetal do noni mostrou-se eficaz na remissao dos sinais neuroldgicos de caes
portadores da cinomose, porém ainda hd necessidade de mais estudos para validar o seu uso

terapéutico nesta doencga.

O uso da droga vegetal na dose de 500mg mostrou-se seguro para caes, pois nao interferiu nas

funcdes hepaticas e renais.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Desenvolvimento de um modelo que permita avaliar qual o mecanismo de atuacdo do
noni no Sistema Nervoso Central;

2. Verificar por meio de PCR em tempo real, se o noni € capaz de diminuir a carga viral;

3. Avaliar se o noni foi capaz de induzir uma resposta imunoprotetora;

4. Validar um protocolo terapéutico.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A cinomose ¢ uma doencga viral altamente contagiosa causada pelo virus da cinomose canina
(canine distemper virus — CDV). Além de caes, o CDV afeta vérias espécies de carnivoros,
entretanto, o cdo representa o principal reservatério. A cinomose acomete cies de qualquer
idade, raga e sexo, mas tem maior predilecdo por filhotes e individuos ndo vacinados. A
cinomose pode apresentar 4 fases clinicas: tegumentar, digestoria, respiratéria e neuroldgica
(ndo sendo obrigatério a ordem dos sintomas clinicos). O progndstico da doenca ¢é
desfavoravel, tendo 80% de letalidade.

O objetivo deste estudo € avaliar o efeito de um fitoterdpico no tratamento de cdes portadores
de cinomose.

O processo de selecdo serd de acordo com a sintomatologia clinica do animal e a
comprovacdo sera feita através de diagnostico clinico e exames laboratoriais.

Sua participacdo nesta pesquisa consistird em concordar com o tratamento do animal com
medicagdes convencionais ou com o extrato bruto do fitoterdpico.

Os beneficios relacionados com a participagdo do animal podera ser a melhora dos sintomas
da doenca e aumentar a sobre vida do animal.

Estd pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e Experimentacio Animal (CEEA) e foi
aprovada sob protocolo n° 17/2010.

As informacgdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo.

Nome e assinatura do pesquisador

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios da participacdo do meu animal na
pesquisa e concordo em participar.

Nome e assinatura do Proprietdrio do animal

UEMA — Universidade Estadual do Maranhdo. Cidade Universitdria Paulo VI — Caixa postal
09 — Sao Luis-MA. Fone: (98) 32573676 Fax: (98) 3257-3676. E-mail:
mylena.torres @hotmail.com Celular: (98) 81893397.
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FICHA CLINICA DE CAES TRATADOS COM NONI

NOME DO ANIMAL: SEXO: IDADE: PESO:
PROPRIETARIO:

ENDERECO:

TELEFONE:

DATA:

ANAMNESE: (Histérico atual, tratamento prévio, antecedentes mdrbidos, condi¢des de vida)

Vacinagdes: Vermifugacoes:
EXAME CLINICO:
TR °C Bat. Card. /min. Mov. Resp. /min.

ECTOSCOPIA: (Estado geral, mucosas, pele, linfonodos, articulagdes, glandulas paranais, genitalia, glandula

mamaria, facies).

NEUROLOGICO (Envolver com circulo ou descrever)

A- Observagdo: Estado Mental: Alerta Estupor Deprimido Convulsdes Coma
Postura: Normal Oscilacdo da cabeca Tremor Paresia do Posterior Tetraparesia
Marcha: Ataxia Dismetria ~ em Circulo

B- Palpacdo: Anormalidade na musculatura ou esquelética

C- Reacoes Posturais

D- Sensacgao: Localizacao

Hiperestesia




Dor superficial

Dor Profunda

Outros Sintomas Relevantes:

TRATAMENTO:

INICIO DO TRATAMENTO:

DATA MEDICACAO DOSAGEM PARAMETROS
CLINICOS

Meédico Veterinario Responsavel




ANEXOS



Analise Imunoenzimatica:

Pipetou-se 4 gotas de sangue total, homogeneizando por 20 segundos com o diluente,
em seguida, adicionou esse homogeneizado no cassete de andlise e aguardou de 5-10 minutos
para avaliacdo do resultado; sendo a presencga de duas marcagdes uma no campo C2 e outra no

T.

Analises Moleculares

Extracao do RNA viral:

Homogeneizou-se 200 uL de sangue com 200 uL do tampao de lise por 5 minutos,
ap6s adicionou-se 75 puL do tampdo de remog¢do protéica, centrifugou por 5 minutos a
12.000g, removeu o sobrenadante, transferindo-o para outro microtubo contendo 250 uL de
1sopropanol e 1% acido acético. Em seguida, o sobrenadante contendo o acido nucleico viral
foi purificado pela ligacdo a uma coluna Miniprep. Ao fim, o RNA viral foi submetido a
lavagens em solucdes tampdes, para remover impurezas residuais e sal, sendo entdo eluido em

40 uL de tampao TE (Tris-HCI 5 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8,5).

Técnica de RT-PCR (franscriptase reversa):

Utilizou-se10 ul mix 2x RT-reaction (oligo dT, random hexamers, MgCl> e dNTPs); 2
ul mix enzyme (SuperScript Il RT, enzima transcriptase reversa; RNaseOUT, inibidor de
ribonuclease recombinante); € 3 ul de dgua DEPEC (Diethylpyrocarbonate), livre de DNAse
e RNAse foram misturados e distribuidos em microtubos, com posterior adi¢do de 5 ul do
RNA extraido. Em seguida, os microtubos foram submetidos aos parametros para a
transcri¢do reversa no termociclador (Biocycler): 25°C por10 minutos (transcri¢do), 42°C por
50 minutos (extens@o) e 85°C por 5 minutos (inativagdo da enzima). Apds esta ciclagem, as
amostras foram tratadas com 2,5 ul de RNAse H, submetidas a novo ciclo de 37°C por 20

minutos e posterior armazenamento a -20°C.



PCR

Utilizou-se12,5 ul PCR Master mix, 2X (50 unid/ml) Tag DNA polymerase; 400 uM
dNTPs; 3 mM MgClo, pH 8,5); 1,5 ul de cada iniciador (10 pmol); 4,0 ul do DNA extraido;
5,5 ul dgua livre DNAse e RNAse . Um volume total de 25ul foi submetido a amplificacao,
cujos parametros utilizados foram: uma etapa de desnaturagdo inicial, 94°C por 1 minuto; 40
ciclos de 94°C por 1 minuto, 59°C por 2 minutos, 72°C por 7 minutos; uma etapa de extensao
final a 72°C por 7 minutos. Objetivando aumentar a quantidade do amplificado, o produto da

PCR foi submetido a uma amplifica¢do adicional sob os mesmos parametros.



