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RESUMO

ARAUJO, L. A. Efeitos do tratamento tépico com o latex da Euphorbia tirucalli
na sobrevida de ratos com peritonite experimental. 2013. 39f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Ambientais e Saude) — Pontificia Universidade Catdlica de
Goias, Goiania, 2013.

O uso de plantas da familia Euphorbiaceae, principalmente a Euphorbia tirucalli,
tem sido popularmente difundido para o tratamento de uma variedade de doencgas
de natureza infecciosa, tumoral e inflamatéria. Tendo em vista a utilizacdo popular
da E. tirucalli no tratamento de doencas e, pesquisas que demonstram efeitos
antimicrobianos e imunomoduladores, este estudo avaliou o efeito da lavagem
peritoneal com a solucédo aquosa do latex da E. tirucalli na sobrevida de ratos com
peritonite experimental fecal. Para tal, foi induzido peritonite fecal em 24 ratos
Wistar e divididos aleatoriamente em quatro grupos de 6 animais, assim
distribuidos: 1- controle, nenhum tratamento; 2- tratamento com dose Unica
intramuscular de Unasyn® (antibiético) 30mg; 3- lavagem da cavidade abdominal
com solucéo fisiologica 0,9%; 4- lavagem da cavidade abdominal com E. tirucalli
na concentracdo de 12mg/mL. Os animais que faleceram foram necropsiados e
horario do 6bito anotado. Os sobreviventes foram eutanasiados no 11° de poés-
operatorio e, posteriormente, realizou-se a necropsia. Os resultados demonstraram
que os grupos 1 e 3; 1 e 4; 2 e 3; 2 e 4 obtiveram diferenca significativa (p<0,01)
com relacdo as horas de vida.O tratamento com a lavagem de solucao fisiologica e
com a E. tirucalli levaram os animais a sobreviverem pelo mesmo periodo, sem

nenhum O6bito no grupo tratado com o latex até o periodo avaliado.

Palavras- chave: Peritonite. Latex. Euphorbia tirucalli. Sobrevida
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ABSTRACT

ARAUJO, L. A. Effects of topical treatment with the Euphorbia tirucalli in the
survival of rats whith experimental peritonitis. 2013. 39p. Dissertation
(Environmental Science and Health Pontifical Catholic University of Goias) -
Goiania. 2013.

The use of plants of the family Euphorbiaceae, particularly Euphorbia tirucalli has
been popularly widespread for treating a variety of diseases of infectious, tumoral,
and inflammatory. Considering the popular use of E. tirucalli in the treatment of
diseases and research demonstrating antimicrobial and immunomodulating effects,
this study evaluated the effect of peritoneal lavage with the aqueous latex E. tirucalli
on the survival of rats with fecal experimental peritonitis. For this purpose, fecal
peritonitis was induced in 24 Wistar rats and were divided randomly into four groups
of six animals, as follow: 1- control, no treatment; 2- treatment with a single dose of
intramuscular Unasyn (antibiotic) 30mg, 3- wash the abdominal cavity with saline
solution 0.9%; 4- wash the abdominal cavity with E. tirucalli concentration of
12mg/mL. Animals that died were necropsied and the time of death noted. The
survivors were mercy killing on the 11th postoperative and later necropsy was
performed. The results showed that the groups 1 and 3, 1 and 4, 2 and 3; 2 and 4
exhibited significant differences (p <0.01) in relation to hours of life. The treatment
with the washing of saline solution and the E. tirucalli has made surviving the

animals for the same period, no deaths in the group treated with latex in the period.

Keywords: Peritonitis. Latex. Euphorbia tirucalli. Survival
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais, incluindo os extratos de uso popular como
recurso terapéutico, € uma tendéncia generalizada na populacdo brasileira. Esta
tendéncia tem contribuido significativamente para o consumo nao somente de
plantas medicinais como também de fitoterapicos (GURIB, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera que, no mundo,
aproximadamente 80% da populacdo depende principalmente da medicina
tradicional para seus cuidados primarios de saude (FARNSWORTH, 1985). No
Brasil, a biodiversidade estimada em 120 mil espécies, favorece uma procura cada
vez maior de recursos advindos da natureza, exercendo um papel importante na
descoberta de novos farmacos para prevencdo e tratamento de enfermidades
(Gurib, 2006).

A Euphorbia tirucalli, da familia Euphorbiaceae, € uma planta utilizada na
medicina popular. Proveniente da Africa e trazida para o Brasil com fins
ornamentais, € comumente conhecida como avelds, possui altura em torno de 1.20 a
6 metros, apresenta ramos jovens cilindricos da espessura de um lapis e folhas
pouco visiveis, que caem logo apoOs surgirem. As flores sdo pequenas, raras e
muitas vezes passam despercebidas. Produz um latex de coloracdo branca com
constituintes irritantes, que podem causar em contato com a pele, lesdes, prurido e
queimaduras (SAPIENCIA, 2010).

Apesar de ser considerada uma planta téxica, o género Euphorbia é
amplamente utilizado pela medicina popular brasileira no tratamento de lesdes,
doencas infecciosas, tumores e doencgas inflamatérias (ZHANG et al., 2008; YANG
et al., 2005; UZAIR et al., 2009; AMIRGHOFRAN et al., 2006; FERNANDEZ-ARCHE

et al., 2010). Uma vez que o uso popular de plantas medicinais fornece evidéncias



de atividades bioldgicas, a investigacao cientifica através de modelos experimentais
adequados torna-se necessaria na formulacdo de um novo farmaco, sendo possivel
desta forma, validar o uso terapéutico de plantas. (HEINRICH; GIBBONS, 2001).

Peritonite € doenca grave, representa uma importante causa de sepse e 6bito
nas unidades de terapia intensiva e cirargica. Apesar de grandes avancos no seu
tratamento, ndo houve nas duas ultimas décadas diminuicdo da mortalidade por
essa doenca, sendo necessaria a busca de novos recursos terapéuticos (SANDES
etal., 1997; AGUIAR et al., 1996; KREIMER et al., 2005).

Tendo em vista a utilizag&o popular da E. tirucalli no tratamento de doencas e
pesquisas que demonstram efeitos antimicrobianos e imunomoduladores (VIEIRA;
FRANCA, 2011; PAREKH et al., 2005; FERNANDEZ-ARCHE et al., 2010; AVELAR
et al., 2011) , este estudo pretende avaliar o efeito da lavagem peritoneal com a
solucdo aquosa do latex da E. tirucalli na sobrevida de ratos com peritonite

experimental fecal.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O estudo de plantas medicinais

O Brasil possui uma biodiversidade em sua flora com plantas nativas e
exoticas estimadas em mais de 120 mil espécies, que lhe atribui um grande
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos e outros farmacos a partir de
Insumos vegetais. As civilizag6es tradicionais brasileiras utilizam com frequéncia as
plantas medicinais, conhecimento herdado dos seus antepassados, que vao sendo
reinterpretados e adaptados a realidade atual, somados a elementos resultantes de
diferentes influéncias (CAMARGO, 1985).

O conhecimento tradicional sobre as propriedades curativas de plantas
medicinais contribui para a descoberta de novos farmacos e auxilia as praticas
terapéuticas (SCHMIDT et al., 2008). Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial
faz uso de plantas medicinais na atencdo primaria a saude (OMS, 2002). Dos
medicamentos utilizados em clinica médica, 25% tem sua origem vegetal
(PHILLIPSON et al., 2007) e cerca de 60% dos farmacos com atividade antitumorais
e antimicrobianas, ja comercializados ou em fase de pesquisa clinica, sejam de
origem natural (SHU, 1998).

O estimulo ao uso de fitoterapicos tem como objetivo prevenir, curar ou
subtrair os sintomas das enfermidades, com um custo mais acessivel as pessoas e
aos servicos publicos de saude, comparativamente aqueles sintetizados, que sao,
em geral, mais dispendiosos, devido as patentes tecnologicas envolvidas (TOLEDO
et al., 2003). Temos como exemplo de farmacos, os quais dificilmente seriam obtidos
sinteticamente, os alcaldides da Papaver somniferum e os glicosideos cardiotdnicos

da Digitalis spp (ROBBERS et al., 1996).



Considerando o uso de plantas medicinais e a fitoterapia como praticas
terapéuticas complementares a satde em notavel crescimento, em 2006, 0 governo
federal brasileiro, buscando o fortalecimento do uso dos fitoterapicos na atencéao
basica da saude, aprovou, junto ao Ministério da Saude, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) que visa propor formas alternativas a
terapéutica e incentivar o desenvolvimento comunitario, a solidariedade e a
participacéo social na saude (BRASIL, 2006).

Uma das diretrizes da PNPMF é incentivar grupos de pesquisa com atuacao
voltada para a farmacologia de plantas medicinais, tornando possivel a validacao do
uso terapéutico de plantas bem como indicar parametros que indiquem a

sistematizacdo do seu uso (HEINRICH; GIBBONS, 2001).

2.2. A familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae abrange plantas com cerca de 300 géneros e 6000
espécies, distribuidas predominantemente em regifes tropicais. No Brasil, ocorrem
cerca de 70 géneros e 1000 espécies, tornando-a uma familia facilmente encontrada
na formacdo da flora brasileira e uma das mais complexas, do ponto de vista
taxondmico. Entre suas principais caracteristicas botanicas, destaca-se a presenca
de substancias latescentes, visiveis quando a planta é submetida as injdrias
mecanicas (SOUZA; LORENZI, 2008).

A familia Euphorbiaceae tem se destacado como de importancia econémica,
especialmente na alimentacdo humana, producdo de latex e Oleos, e ainda na
medicina popular. A mandioca, Manihot esculenta € utilizada no nordeste brasileiro

como fonte de amido, e a sua farinha é consumida em todo o pais (CORREA et al.,

2002). A seringueira, Hevea brasiliensis, de onde se extrai o latex utilizado para a



manufatura de borracha natural, é extensamente cultivada em alguns trechos da
floresta amazonica (RIBEIRO, 2004). Nativa da Africa, e conhecida como mamona, a
Ricinus communis €& fonte do O6leo de ricino usado medicinalmente e como
lubrificante aplicado em propulsores de 6nibus espaciais e foguetes (BELTRAO,

2003).

2.3. O género Euphorbia

O género Euphorbia é o maior género da familia Euphorbiaceae
(SHLAMOVITZ et al., 2009). A Euphorbia é encontrada nos continentes africano,
asiatico e na América do Sul, apresentando diferentes aspectos morfolégicos entre
herbaceas, suculentas e arbustivas.

Varias espécies suculentas ou herbaceas sdo utilizadas para fins ornamentais
como a E. pulcherrima, conhecida popularmente por estrela de natal, originaria do
México. A maioria das plantas do género Euphorbia, mais cultivadas para
jardinagem sdo de origem mediterranea, tornando-as plantas pouco exigentes, uma
vez que crescem em solos degradados e pobres.

As plantas do género Euphorbia possuem varios componentes bioativos em
suas constituicdes, tais como alcalbides, flavondides, taninos e terpenos (PUSZTAI
et al., 2007; ZHANG et al., 2008; WANG et al.,2006), sendo amplamente utilizadas
na medicina popular, como exemplo, a E. hirta no tratamento de doencgas

respiratorias (SINGH et al., 2006).

2.4. A espécie E. tirucalli

A E. tirucalli, pertencente a familia Euphorbiaceae, € uma planta utilizada na

medicina popular. Proveniente da Africa e trazida para o Brasil com fins



ornamentais, € conhecida popularmente como pau-pelado, graveto-do-cdo, arvore
lapis ou avel6s. Possui altura em torno de 2 a 6 metros, apresenta ramos jovens,
cilindricos e suculentos. As folhas e flores s&o pouco visiveis e raras (SAPIENCIA,
2010).

O avelos esta incluido na lista de plantas toxicas no Sistema Nacional de
Informacdes Toxicologicas da Fiocruz, por produzir um latex branco, extremamente
irritante para a pele e mucosas. Além disso, a ingestao do latex ou preparacdes com
sua composi¢do podem causar nauseas, vomitos, diarréia e hemorragia (CASEIRO
et al., 2008).

Por outro lado, o avelés possui propriedades quimicas como 0s
hidrocarbonetos terpénicos e aldeidos que séo utilizados dentro da alopatia. Dentre
suas propriedades terapéuticas estdo a antiasmatica, antibacteriana, fungicida,
anticarcinogénica e antivirotica, despertando cada vez mais o interesse de novos
pesquisadores e industrias farmacéuticas (SINOKI et al., 2011).

No Brasil, a E. tirucalli é utilizada empiricamente na populacdo por sua agao
antiescorpidnica e ofidica, purgativo, (quando ingerido em alta concentracdo),
antirreumatico, antiespamadico, antiasmatico, antivirGtico, antibidtico, fungicida,
expectorante, cauterizante de verrugas, resolutivo no tratamento de carcinomas

(ingerido diluido) e antisifilitico (CASEIRO et al., 2008).

2.4.1. Constituintes quimicos do latex da E. tirucalli

7

Quimicamente, o latex é constituido por ésteres de forbol, eufol, tirucalol,
desoxiforbol, euforcinol, ciclotirucanenol, cicloeufordenol, euforginol, taninos
hidrolisaveis (tirucalin A, tirucalin B, euforin F), polifendis, flavondides, [-sitosterol,

stigmasterol, campferol, acido palmitico, acido linoleico e eufol (MACHADO, 2007).



Atualmente as substancias de maior interesse farmacolégico sdo os diterpenos
(ingenais), triterpeno eufol, flavondides e polifendis, respectivamente, com acgao
antitumoral, antiinflamatéria e antioxidante (SAPIENCIA, 2010; BIXBI et al., 2005).
Os ésteres de forbol também sdo alvos de estudos com atuacdo biologica
comprovada em processos inflamatérios e modulacdo da expressédo de citocinas

(BISHAYI et al., 2002).

2.4.2. Atividades bioldgicas da E. tirucalli descritas na literatura

As atividades bioldgicas com aplicacdes terapéuticas da E. tirucalli, citadas na
literatura cientifica recente, incluem acdo antitumoral (VALADARES et al., 2006;
LOPES, 2008), antiviral (BENTACUR-GALVIS et al, 2002), antimicrobiana
(PAREKH et al., 2005; VIERA; FRANCA, 2011), antioxidante (MACHADO et al.,
2007), angiogénica (BESSA, 2010), antinflamatéria (BANI et al., 2007) e

imunomoduladora (CORONEL et al., 2010, AVELAR et al., 2011).

2.5. Peritonite

Peritonite € a resposta inflamatdria da membrana serosa que reveste parte da
cavidade abdominal e visceras a uma agressdo. Pode ser priméaria (sem leséo
visceral, como em pacientes com cirrose ou nefropatia), secundaria (ap0s lesdes
perfurantes, inflamatorias, infecciosas ou isquémicas intra-abdominais) sendo a mais
frequente, e terciaria (por disfuncéo na resposta imune) (WITTMANN et al., 1996).

As respostas imediatas a peritonite s@o hipertermia, distensdo de alcas
intestinais, hiperemia, acumulo de gases e liquidos (até 4 litros em 24 horas)

hipovolemia e dor. Concomitantemente, surgem as respostas cardiacas,



respiratorias, renais e metabdlicas. Ocorre também um elevado aporte de
fibroblastos que produzem fibrina, responsavel pela formacédo de aderéncias intra-
abdominais (SANTOS, 2001).

Andlises microbiolégicas do liquido peritoneal em pacientes com peritonite
secundaria demonstram associacdo de bactérias aerObias e anaerObias. Essas
infecgOes sao geralmente polimicrobianas, sendo a Escherichia coli e o Bacteroides
fragilis mais frequentemente encontrados, principalmente na fase tardia da doenca
(SAYEK, 1997; FAHEL et al., 2001).

Apesar de frequentemente o tratamento das peritonites incluir remocao
mecanica de contaminantes através de lavagens peritoneais, administracdo de
antibioticos e restauracéo de integridade abdominal associada a modernas unidades
de tratamento intensivo e cirdrgico, atualmente, a peritonite ainda € responsavel por
aproximadamente 50% dos 0Obitos por sepse (SANDS et al., 1997; AGUIAR et al.,
1996; CARNEIRO et al., 2001; KREIMER et al., 2005).

A evolucdo desfavoravel de muitos pacientes submetidos a condutas
terapéuticas padronizadas tem motivado incessantes estudos comparativos entre
diferentes abordagens terapéuticas por meio de modelos experimentais em animais.
Experimentalmente, existem varios modelos descritos na literatura que simulam as
etapas fisiolégicas durante a peritonite aguda em humanos, com mais frequéncia
estdo, abertura de segmento intestinal, injecdo de fezes (humanas e animais), e

injecdo de bactérias (URIARTE et al.,1991).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Avaliar o efeito da lavagem peritoneal com a solucéo aquosa do latex da E.

tirucalli na sobrevida de ratos com peritonite induzida experimentalmente.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a sobrevida dos animais, em horas, submetidos aos tratamentos
convencionais e com a solucéo aquosa do latex da E. tirucalli.

e Avaliar a repercussao sistémica da infeccdo apos os diferentes tratamentos
mediante exames laboratoriais.

e Examinar a cavidade abdominal dos animais apds o o6bito, a fim de comparar
aderéncias e processos infecciosos locais dos animais submetidos aos diferentes

tratamentos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Animais utilizados para experimentacao

Para realizar o estudo, foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus) linhagem
Wistar, machos e adultos, apresentando peso corpoéreo variando entre 200 a 300g,
procedentes do Biotério Central da Pontificia Universidade Catdlica de Goias e faixa
etaria entre dois e trés meses. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de
polipropileno, com piso solido, forradas com maravalha, esterilizadas, conforme
padrdes internacionais e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal- COBEA. O
ambiente foi mantido em temperatura média de 21°C, sistema de ventilacdo, ciclo de
claro-escuro (claridade 7 as 19h; escuro 19 as 7h). O experimento teve inicio apos o
periodo de sete dias de ambientacdo, conforme preconizado pelos comités de ética,

e foi previamente aprovado pelo comité de ética da PUC- Goias protocolo 006/2012.

4.1.2. Certificacdo botanica da Euphorbia tirucalli

A planta E. tirucalli se encontrava em propriedade particular, em zona rural,
no municipio de Goiania — GO. A identificacdo botanica do exemplar utilizado no
experimento foi realizada pelo Dr. José Angelo Rizzo, diretor do Herbario da
Universidade Federal de Goias. A exsicata foi depositada no herbario da referida

instituicdo, numero de registro 47797.

4.2. Metodologias utilizadas

4.2.1. Estudo piloto
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No estudo piloto foram utilizados 6 ratos para o estabelecimento da técnica
de inducéo da peritonite e efeitos desta mediante observacéo da evolucgéao clinica,

bem como para definir a concentracédo do latex que seria utilizada no tratamento.

4.2.1.1. Inducéo da peritonite

Os animais foram anestesiados no musculo da face anterior da coxa direita,
com cloridrato de cetamina 10% (Syntec — Uso Veterinario) na dose de 12,5 mg/kg
de peso do animal e submetidos a uma pun¢cdo abdominal com agulha 25x7, no
quadrante inferior esquerdo do abdome. Em seguida, foi injetada na cavidade
abdominal uma suspenséo de 2g de fezes recentes dos proprios animais, diluida em
17 mL de solucéo salina. Antes da injecéo, a referida suspensao foi filtrada em uma
gaze a fim de permitir a sua livre passagem pelo interior da agulha em direcdo a
cavidade. Dessa suspenséao foram injetados 5 mL/kg de peso do animal na cavidade

abdominal (BROCCO et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1- Injecéo de solucdo de fezes recém defecadas na cavidade peritoneal do rato.

4.2.1.2. Diluicao do latex da E. tirucalli

A seiva foi extraida por meio de uma incisdo no tronco e nos galhos da planta

adulta, em seguida, coletada utilizando-se uma seringa descartavel, pesada e
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transferida imediatamente para um recipiente de vidro estéril contendo agua
destilada. As concentracdes iniciais de latex puro foram de 0,1 mL (120mg) e 0,5 mL
(600mg) Apos a diluicdo, respectivamente, em 9,9 mL e 9,5 mL de agua destilada,
as concentrac0des finais foram de 12mg/mL e 60 mg/mL. A qualidade da solucéo foi

determinada pela auséncia de coagulos e pela sua homogeneidade.

4.2.1.3. Evolucéo dos animais do estudo piloto

Nos animais do estudo piloto, foi observado 6 horas apés a injecao de fezes,
a ocorréncia de peritonite com secrecéo purulenta na cavidade abdominal, edema e
hiperemia de alcas intestinais, sendo satisfatério esse tempo e técnica para o
propdsito da pesquisa. Durante o tratamento da peritonite com a lavagem abdominal
utilizando o latex da E. tirucalli, foi detectado que a concentracdo de 60 mg/mL é
toxica para o peritbnio, levando os animais a Obito durante o intraoperatério,
determinando-se assim, a concentracdo de 12mg/mL para o tratamento dos animais

do experimento.

4.2.2. Procedimento experimental

Seis horas ap6s a inducdo da peritonite com injecdo de suspenséao de fezes,
24 ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de 6 animais: 1- (n=6)
controle, nenhum tratamento; 2- (n=6) tratamento com dose Unica intramuscular de
antibiotico Unasyn® (Pfizer- Sdo Paulo) 30mg; 3- (n=6) lavagem da cavidade
abdominal com solugéo fisiolégica 0,9%; 4- (n=6) lavagem da cavidade abdominal
com E. tirucalli na concentracdo de 12mg/mL. Nos grupos 3 e 4 os ratos foram

anestesiados via intramuscular na face anterior da coxa direita, com uma mistura de
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cloridrato de xilazina 2% (Syntec - Sao Paulo - Brasil - Uso Veterinario) na dose de
2,5mg/kg e cloridrato de cetamina 10% (Syntec - S&o Paulo - Brasil - Uso
Veterinario) na dose de 50mg/kg, entdo submetidos a laparotomia mediana, cerca
de 2 cm de comprimento. Antes do inicio da lavagem foi aspirado todo o liquido que
se concentrava na cavidade abdominal, em decorréncia do processo inflamatorio e
infeccioso. Posteriormente, foram colocadas as solu¢des utilizadas para as lavagens
abdominais (solucéo fisiologica 0,9% nos animais do grupo 3, E. tirucalli 12mg/mL
nos animais do grupo 4) na quantidade de 5mL e deixadas por 2 minutos. Nesse
periodo, as solucbes foram manipuladas cuidadosamente entre as visceras
abdominais, para um maior contato com o peritdnio. Apds esse procedimento, 0
liquido peritoneal foi enxugado suavemente, com compressa de gaze seca, a fim de
retirar a maior quantidade possivel de liquido. A parede abdominal foi suturada em
dois planos com “mononylon” 4-0, com chuleio simples. No 1° plano suturou-se a
aponeurose e 0 peritbnio em conjunto; e no 2° plano, a pele. Na primeira hora do
pos-operatdrio imediato os animais foram colocados em estufas a 37°C, para

recuperacgdo anestésica sem hipotermia (Figura 2).

Figura 2- Lavagem abdominal (seta branca), sutura (seta preta), recuperacdo anestésica em estufa

(seta vermelha).

Posteriormente, todos os animais foram colocados em gaiolas individuais,

alimentados com racao prépria para ratos (Purina) e agua ad libitum. A hidratacéao foi
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feita com 5 mL de soro ringer lactato (Sanobiol — Minas Gerais — Brasil), dose Unica
via subcutanea a cada 24 horas por dois dias. A analgesia foi realizada em todos os
grupos com cloridrato de nalbufina (Cristélia - Sdo Paulo - Brasil) na dose de 0,1
mg/kg de peso do animal injetada no subcutaneo de 8 em 8 horas por dois dias. Os
animais que foram a obito foram necropsiados e o horario do 6bito foi anotado. Os
sobreviventes foram eutanasiados com dose letal de cetamina no 11° dia de pos-
operatorio para necropsia. Nessa ocasiao foi realizada uma incisdo em forma de U
invertido e foram examinadas, na cavidade abdominal, as possiveis aderéncias e 0s
focos de infeccdo macroscopicos. As aderéncias foram classificadas em seis graus:
grau O0- auséncia de aderéncias; grau 1- namero reduzido de aderéncias, de caréater
fibrinoso, facilmente desfeitas pela manipulacdo; grau 2- aderéncias firmes,
resistentes a manipulacéo, entre alcas intestinais, porém ndo envolvendo a parede
abdominal; grau 3- aderéncias firmes, resistentes a manipulacdo, entre a parede
abdominal e um Orgdo ou estrutura; grau 4- aderéncias firmes, resistentes a
manipulacdo, entre a parede abdominal e mais de um 6rgdo ou estrutura; grau 5-
aderéncias firmes, resistentes a manipulacdo, entre alcas e parede abdominal com

fistula entérica (DIOGO-FILHO et al., 2004).

4.2.3. Coleta de sangue para exames laboratoriais

Apbés 18 horas de tratamento (24 horas apos a inducdo da peritonite), foram
coletados 0,5mL de sangue da veia caudal dos ratos com seringa de insulina
heparinizada, ap6s antissepsia com &lcool 70%, e transferido para tubo com Acido

Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) (Figura 3).
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Figura 3- Puncao para coleta de sangue da veia caudal.

4.2.4. Contagem de leucocitos

Todas as amostras foram diluidas em liquido de Turk 1:20 (Audaz Reagentes
Tecnolbgicos — Sao Paulo - Brasil), para lise de células anucleadas, colocadas em
camara de Neubauer (New Optics — S&o Paulo - Brasil) para visualizacdo e
contagem total dos leucécitos em microscépio Optico (Nikon, Modelo - Eclipse E -
200), em aumento de 400x. Posteriormente, foram confeccionados esfregacos das
amostras e coradas com Pandético (Laborclin — Parana - Brasil) para a diferenciacao

dos leucdcitos através de suas especificidades celulares.

4.2.5. Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados, foi utilizada a estatistica descritiva
dos resultados das analises laboratoriais e sobrevida, indicado pela média
aritmética, desvio padrdo e variagdo. A fim de comparar as diferencas entre os
dados das andlises laboratoriais e sobrevida, foi usado o teste ANOVA (Andlise de
Variancia), seguido do teste Tukey, que demonstra entre quais grupos a diferenca foi
significativa. Para todas as andlises foi adotado um nivel de significancia de (a)

=0,05. Utilizou-se o programa estatistico Bioestat 5.0 (AYRES e AYRES, 2007).
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5. RESULTADOS

5.1. Andlises laboratoriais

A estatistica descritiva dos resultados das analises laboratoriais dos grupos:
controle (1); tratamento como o antibiético Unasyn (2); lavagem com solucéo
fisiolégica 0,9% (3); lavagem com E. tirucalli 12mg/mL (4), estdo dispostos na Tabela
1. P6de-se observar que no grupo 4 houve um aumento significativo na producéo de
eosindfilos em relacdo aos grupos 1 e 2. O mesmo se repete com a producdo de
mondcitos em relacdo ao grupo 2. As médias e respectivos desvios padrdo da
quantidade de eosindfilos foram — grupo 1; 0 (x0), grupo 2; 0 (x0), grupo 3; 68 (+78),
grupo 4; 117 (x107) e quantidade de monécitos do grupo 1; 264 (x121), grupo 2;

149 (£79), grupo 3; 301 (£176), grupo 4; 363 (+45) (Tabela 1).

Tabela 1- Estatistica descritiva das analises laboratoriais, entre os grupos controle (1), Unasyn (2),
SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4).

Parametros Grupos

Linfécitos (10° pL) 1 2 3 4
Média (xDP) 7579 £+2034 7848 +2556 7131 £1305 6568 +1145
Variacao 3960-9768 5490-11660 5796-9048 5301-8640
Monécitos

Média (+DP) 264 121 149 +79 301 +176 363 45
Variacao 112-396 0-260 134-580 282-405
Eosinéfilos

Média (xDP) 00 00 68 +78 117 £107
Variacao 0-0 0-0 0-170 0-244
Neutréfilos Seg.

Média (xDP) 3017 £568 6202 +£3039 5166 +2979 4342 +1500
Variacao 2375-3968 3510-10120 1683-8670 2632-6700
Neutréfilos bast.

Média (zDP) 223 £163 00 212 +181 177 £198
Variagao 0-396 0-0 0-510 0-405
Basofilos

Média (xDP) 00 16 £39 00 0+0
Variagédo 0-0 0-96 0-0 0-0
Leucécitos Totais

Média (zDP) 11100 +2402 14233 +5599 12783 +2533 11233 +1633
Variacao 6600-13200 9000-22000 9900-17000 9300-13500

DP= Desvio Padrao
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A comparacdo das médias das andlises laboratoriais entre os grupos que
apresentaram diferenga estatisticamente significativa (p<0,05), foram: mondcitos
entre os grupos 2 e 4; eosindfilos entre os grupos 1 e 4; e grupo 2 entre grupo 4
(Tabela 2) (Figuras 4 e 5). Para as demais especificidades celulares, ndo houve

diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

Tabela 2- Analise de Variancia das analises laboratoriais, entre os grupos controle (1), Unasyn (2),
SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4).

Parametros p* 1x2 1x 3 1 x4 2Xx3 2x4 3x4
Linfécitos 0,6578 ns ns ns ns ns ns
Mondécitos 0,0374 ns ns ns ns < 0.05* ns
Eosindfilos 0,0147 ns ns < 0.05** ns < 0.05** ns
Neutroéfilos seg. 0,1314 ns ns ns ns ns ns
Neutrofilos bast. 0,0782 ns ns ns ns ns ns
Basobfilos 0,4147 ns ns ns ns ns ns
Leucodcitos Totais 0,3602 ns ns ns ns ns ns

*Andlise de Variancia; ** Teste Tukey; ns= nao significativo.
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Figura 4- Teste Tukey para a andlise laboratorial de mondcitos entre os grupos controle (1), Unasyn
(2), SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4). ns= nao significativo.
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Figura 5- Teste Tukey para a analise laboratorial de eosinoéfilos entre os grupos controle (1), Unasyn
(2), SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4). ns= nao significativo.

5.2. Avaliagdo da sobrevida

A analise de variancia da sobrevida dos animais pertencentes aos quatro
grupos apresenta-se na Tabela 3. Conforme observado, houve diferenca significativa

em relagdo as horas de vida dos diferentes grupos (p <0,0001).

Tabela 3- Analise de Variancia da sobrevida (horas de vida), entre os grupos controle (1), Unasyn (2),
SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4).

Grupos Média (+ Dp) Variagao p*
1 43 (£ 14) 28-61
+ -
2 52 (£ 20) 30-84 <0,0001
3 249 (£ 52) 143-270
4 270 (+ 0) 270-270

Dp= Desvio Padréo; * Andlise de Variancia

Para definir quais grupos apresentaram diferencas entre si, foi utilizado o
teste Tukey. Os pares de grupos que foram diferentes sdo: 1 e 3;1e 4;2e 3;2e 4
(p<0,01). Os grupos 1 e 2, 3 e 4, ndo apresentaram diferenca significativa em

relacdo as horas de vida (p>0,05) (Figura 6).
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Figura 6- Teste Tukey da sobrevida entre os grupos controle (1), Unasyn (2), SF 0,9% (3) e E. tirucalli
12mg/ mL (4). ns= néo significativo.

Os animais dos grupos 1 e 2 n&o sobreviveram até o 11° dia de avaliagédo do
experimento (270 horas), sendo a diferenca entre eles e os demais grupos, em
horas de vida, estatisticamente significativa. Os animais dos grupos 3 e 4 foram 0s
que sobreviveram até o final do experimento, sendo que apenas uma cobaia do
grupo 3 foi a Obito antes desse periodo, com 143 horas de vida. Nao foi
estatisticamente significativa a diferenca entre as horas de vida dos animais dos
grupos 3 e 4, uma vez que, 0S animais submetidos a lavagem com solucdo

fisiolégica e com a E. tirucalli sobreviveram pelo mesmo periodo (Figura 7).
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Figura 7- Sobrevida em horas dos grupos controle (1), Unasyn (2), SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/mL
(4).

5.3. Avaliacéo das necropsias

A necropsia de todos os animais dos grupos 1 e 2 revelou peritonite difusa
com odor fétido, hiperemia generalizada, liquido peritoneal turvo, fibrina, abscessos
e alguns animais apresentavam dilatagdo enterocolonica, necrose em segmentos

hepéticos e hemorragia. Ndo houve formacéo de abscessos (Figura 8).

Figura 8- Dilatacdo enterocoldnica (seta branca), fibrina (seta preta), liquido peritoneal turvo (seta
vermelha) e pontos hemorragicos na cavidade abdominal (seta amarela) nos animais dos grupos 1 e
2.
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A necropsia dos animais dos grupos 3 e 4 mostrou aderéncias entre alcas

intestinais e parede abdominal (Figura 9). Os graus de aderéncias encontradas

podem ser vistos na Tabela 4.

Figura 9- Aderéncia em parede abdominal (seta branca) e aderéncia entre alcas intestinais (seta

vermelha) nos animais dos grupos 3 e 4.

Tabela 4- Classificacdo em graus de aderéncias peritoneais entre os seis individuos dentro dos

grupos controle (1), Unasyn (2), SF 0,9% (3) e E. tirucalli 12mg/ mL (4).

Grupos/Individuos

Grau* 1 5 3 1 Total
0 6 5 2 0 13
1 0 1 2 3 6
2 0 0 1 0 1
3 0 0 1 3 4
4 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0
Total 6 6 6 6 24

*Grau O- auséncia de aderéncias; grau 1- numero reduzido de aderéncias, de caréter fibrinoso, facilimente desfeitas pela
manipulacdo; grau 2- aderéncias firmes, resistentes a manipulacéo, entre algas intestinais, porém néo envolvendo a parede
abdominal; grau 3- aderéncias firmes, resistentes & manipulagdo, entre a parede abdominal e um 6rgéo ou estrutura; grau 4-
aderéncias firmes, resistentes a manipulacéo, entre a parede abdominal e mais de um 6rgdo ou estrutura; grau 5- aderéncias

firmes, resistentes a manipulacéo, entre alcas e parede abdominal com fistula entérica (DIOGO-FILHO et al.,2004).

Em 2 animais do grupo 3 observou-se a ocorréncia de secrecdo purulenta e

deiscéncia de sutura nas feridas operatorias , fato ndo observado nos animais do

grupo 4 (Figura 10).
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Figura 10- Ferida operatdria em animais do grupo 3 com secre¢éo purulenta (seta branca), e ferida

operatéria em animais do grupo 4 (seta vermelha).
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6. DISCUSSAO

6.1. Da analise laboratorial

As anadlises da série branca sao informacdes importantes nas
avaliacdes de efeito farmacoldgico, induzidas por processos patolégicos e para a
avaliacdo de resultados obtidos em procedimentos experimentais, principalmente
qgquando comparados com grupos controles sem qualquer tipo de intervencao
terapéutica.

De acordo com os dados obtidos em nosso estudo, houve um aumento
significativo na producdo de eosindfilos no grupo de animais submetidos ao
tratamento de lavagem abdominal com a E. tirucalli 12mg/mL. A média e respectivo
desvio padrdo de eosindfilos do grupo 4 foram 117(x107), enquanto que os valores
de referéncia para animais em condi¢cdes normais segundo Clifford e Giknis (2008),
sdo de 0.07 (x0.04), e para Melo et al. (2012) de 0.12 (x0.01). Os valores de
referéncia para andlise laboratorial em ratos sofrem variacbes de acordo com a
linhagem dos animais, espécie, idade, sexo, ambiente e metodologia utilizada para
contagem, sendo necessaria a consideracao de parametros de diferentes pesquisas
(CLIFFORD; GIKNIS, 2008).

O valor encontrado de eosindéfilos no grupo 4 é maior quando comparados
aos demais grupos e aos valores de referéncia. Os eosindfilos sdo células
multifuncionais complexas, pois atuam tanto no processo inflamatorio com funcdes
citotoxicas ligadas a sua capacidade de liberar mediadores inflamatoérios proteicos e
lipidicos, como na acdo regulatéria da resposta inflamatoria tissular por meio da
secrecdo de citocinas e interacdo direta entre as moléculas de membrana com
outras especificidades celulares, em especial de imunidade (CHAUFFAILLE, 2010).

Durante a comparacdo de tratamento com o antibiético Unasyn por via
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intraperitoneal e intramuscular (dose Unica) em ratos com peritonite fecal, Kreimer et
al. (2005) também encontrou eosinofilia em alguns grupos do estudo. No entanto, o
autor relacionou o resultado como reacdo alérgica ao material do fio de sutura
utilizado nas laparotomias. O latex da E. tirucalli possui em sua constituicdo quimica
um componente chamado Desoxiforbol, que devido a sua estrutura altamente
insaturada, testes realizados por Furstenberger (1986) indicaram grande atividade
irritante. A associacdo entre eosindfilos e doencas alérgicas é bastante importante,
no entanto, mesmo tendo apresentado eosinofilia, os animais tratados com a
solucdo aquosa do latex deste estudo ndo evidenciaram sintomas clinicos de
alergia. Reconhece-se que o eosinodfilo tem funcdo benéfica e efetora em intermediar
reacoes inflamatérias em doencas alérgicas, mas pode ser maléfica ao liberar
proteinas catibnicas ou mediadores pro-inflamatorios capazes de induzir leséo
tecidual (CHAUFFAILLE, 2010).

Com relacdo a producdo de mondcitos do grupo 4, a média e respectivo
desvio padrdo encontrados nesse estudo foram de 363 (+45), enquanto que oS
valores de referéncia para animais em condi¢cdes normais, segundo Clifford e Giknis
(2008), sao de 0.09 (x0.06), e para Melo et al. (2012) de 0.37 (£0.02). Os animais do
grupo 4 foram os que produziram uma maior quantidade de mondcitos quando
comparados aos demais grupos, no entanto, significativo apenas com relagédo ao
grupo 2 ( tratado com antibi6tico). Os mondocitos séo células que se diferenciam em
macrofagos e sao responsaveis pela fagocitose e morte intracelular de
microrganismos. Além disso, macrofagos contribuem para o reparo de tecidos e
agem como células ativadoras de antigenos, que sao requeridas na inducao de

respostas imunes. A utilizacdo de altas concentracdes de antibidticos podem inibir



25

efetivamente a producédo de células imunes especificas do hospedeiro (UNASYN,
2013).

Assim como encontrado em estudos prévios, a E. tirucalli possui atividades
biologicas capazes de fazer populacbes especificas de leucécitos comportarem-se
de maneira diferenciada, mesmo quando submetidos a diferentes testes
experimentais. Ao analisar in vitro sangue periférico humano estimulado com o latex
bruto da E. tirucalli, Avelar et al. (2011) observaram um aumento significativo no
percentual de linfécitos T, favorecendo elementos da resposta imune responsaveis
pela cicatrizacdo, fagocitose e aumento de citotoxidade, imprescindiveis nas
repostas antiviral e antitumoral. Valadares et al. (2006) descreveram 0 mesmo
resultado imunomodulador apés a administracdo do latex da E. tirucalli em ratos
Wistar. Embora a producéo de linfocitos tenha se mantido regular e linfécitos tipo T,
especificamente, ndo tenha sido avaliado nesse estudo, a eosinofilia encontrada no
exame laboratorial dos animais do grupo 4, demonstra a participacéo efetiva do latex

da Euphorbia tirucalli na alteracao de parametros celulares do sistema imunoldgico.

6.2. Da sobrevida e necropsias

No presente estudo, a lavagem da cavidade abdominal com a E. tirucalli
12mg/mL aumentou a sobrevida dos animais portadores de peritonite fecal até o
periodo avaliado (Figura 7). Resultados semelhantes foram observados por Brocco
et al. (2008), evitando o 6bito dos animais com peritonite fecal apds lavagem
peritoneal com lidocaina e, ainda, por Carneiro et al. (2002), apdés lavagem
abdominal com clorexidina. Esse fato ndo ocorreu quando a peritonite nao foi
tratada (grupo 1) e tratada apenas com antibiético (grupo 2). Cumpre ressaltar que
no grupo 3, em que se fez lavagem da cavidade peritoneal com solucéo fisiologica

houve uma maior sobrevida do que nos grupos 1 e 2. A beneficéncia na sobrevida
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de ratos com peritonite fecal, apds tratamento com lavagem peritoneal de solucdo
fisiolégica, foi confirmada por Torres et al. (1999). Nao houve diferenca significativa
em horas de vida do grupo 3 com relacdo ao grupo 4. Isto demonstrou que a
lavagem foi benéfica no modelo de peritonite utilizado nesse experimento. Sabe-se
que a lavagem peritoneal é utilizada por um grande numero de cirurgidées, no
entanto, ainda ha controvérsias (WHITESIDE et al., 2005).

A lavagem peritoneal com solucéo fisiologica aumentou a sobrevida dos
animais assim como a lavagem com a E. tirucalli, no entanto, com o latex, ndo houve
nenhum o6bito até o periodo avaliado. A melhora clinica, consequentemente, o
aumento da sobrevida e a diminuicdo da mortalidade dos animais do grupo lavado
com o latex ja eram esperados, tendo em vista, os altos niveis de compostos
bioativos presentes na E. tirucalli descritos na literatura cientifica. Além de o latex
apresentar acdo efetiva na ativacdo do sistema imunolégico, como descrito
anteriormente no presente estudo durante a avaliagdo dos resultados laboratoriais, o
extrato etandlico da E. tirucalli, utilizado in vitro, em varias concentracdes, exibiu
atividade antimicrobiana contra diversas cepas de bactérias, dentre elas, a
Escherichia coli, que apresenta fundamental importancia por ser uma das mais
frequentes espécies bacterianas encontradas na peritonite fecal (GILL et al., 1991,
IPEK et al., 1998; VIERA; FRANCA, 2011; SUDHAKAR et al., 2006; PAREKH et al.,
2005).

N&do podemos deixar de considerar também que, apenas a lavagem da
cavidade abdominal por si € um mecanismo auxiliar no combate a peritonite, uma
vez que remove bactérias e toxinas, influenciando positivamente nos resultados.
Outro fator que pode ter contribuido para a maior sobrevida dos animais nos grupos

3 e 4, foi o tempo apropriado para o inicio do tratamento apdés a inducdo da
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peritonite, consequentemente menor tempo de infeccdo. A literatura cita melhores
progndésticos quando o procedimento terapéutico se inicia desde cinco minutos até
seis horas apo0s a inducéo da peritonite (TORRES et al., 1999).

Durante as necropsias dos animais para avaliacdo de aderéncias e focos
macroscopicos de infeccdo, foram encontrados nos grupos 1 e 2, sinais de infeccéo
peritoneal difusa sem aderéncias. Embora os animais do grupo 2 tenham sido
tratados com antibidtico intramuscular, eles ndo apresentaram melhora na evolucéo
clinica, sendo o tempo de sobrevida e avaliacdo de necropsia muito parecidas com o
grupo controle. A escolha do antibiético a ser usado no grupo 2 decorreu de sua
atividade bactericida e da comprovada eficacia contra a microbiota provavel
presente no trato gastrointestinal, comumente indicado no tratamento de peritonite
secundaria. No entanto, somente o antibidtico sistémico dose Unica, sem uma acao
direta sobre a contaminacdo abdominal ndo foi suficiente para aumentar a sobrevida
dos animais. Resultado semelhante foi encontrado por Carneiro et al. (2002), na
sobrevida de ratos com peritonite tratados com dose Unica intramuscular dos
antibiéticos gentamicina e clindamicina.

Os animais do grupo 1 e 2 apresentaram, antes do Obito, manifestacdes de
sepse tais como taquipnéia, anorexia, adinamia, piloeracdo e halo escuro em torno
dos olhos, com relatos idénticos em outros estudos (GUILGEN, 1998). Nos grupos 3
e 4, nao havia sinais macroscopicos de infeccdo, apenas aderéncias, sendo mais
firmes e resistentes a manipulacéo, envolvendo parede abdominal e alcas intestinais
no grupo 4 (Tabela 4). Este pode ter sido mais um fator coadjuvante no aumento da
sobrevida dos animais tratados com o latex, uma vez que atribui-se as aderéncias, a
funcdo de isolar os processos sépticos (abscessos) e proteger o organismo da

disseminacéo bacteriana, mesmo sendo responsavel por complicacdes tardias como
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obstrucao intestinal e diminui¢éo do fluxo de células imunitarias (RODRIGUES et al.,
2005).

A cicatrizacdo da ferida operatéria também pbéde ser avaliada durante as
necropsias. No grupo 4 (tratamento de lavagem abdominal com a E. tirucalli
12mg/mL) houve fechamento completo da ferida operatdria em todos os animais,
sendo que no grupo 3 (tratamento de lavagem abdominal com solucgéo fisiologica), 2
dos 6 animais apresentaram deiscéncia de sutura (rompimento das bordas) e
secrecdo purulenta na ferida operatéria.

Existem estudos evidenciando que o latex da E. tirucalli interfere na atividade
celular, favorecendo a resposta inflamatoria e, por meio da angiogénese, promove
efetivamente a cicatrizacdo de feridas (BESSA, 2010). Atividade angiogénica tem
sido encontrada também em estudos com outras espécies da familia
Euphorbiaceae, sendo elas a Hevea brasiliensis e Synadenium umbellatum, fato que
pode explicar o fechamento completo da ferida operatéria dos animais tratados com
o latex da E. tirucalli (MELO et al., 2010; MRUE, 2000). O processo de reparac&o
completo da incisdo cirtrgica beneficiou os animais do grupo 4, uma vez que, a
ferida operatéria representa uma porta de entrada para microorganismos e

predispdem infeccdes.
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7. CONCLUSAO

e A lavagem da cavidade abdominal com a E. tirucalli, na concentracdo de

12mg/mL, aumentou significativamente a producéo de eosindofilos.

e A lavagem da cavidade abdominal com a E. tirucalli, na concentragdo de
12mg/mL, aumentou a sobrevida dos animais portadores de peritonite fecal até o

periodo avaliado.

¢ Houve maior formacéo de aderéncias nos animais do grupo tratado com o latex

da E. tirucalli.



30

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo proporcionou importantes informacfes sobre o efeito da
lavagem peritoneal com o latex da E. tirucalli, na concentragdo de 12mg/mL, na
sobrevida e na série branca de ratos com peritonite experimental. Estudos adicionais
in vivo, utilizando modelos de peritonite associados ao tratamento com a planta em
diferentes concentracdes, seriam relevantes para comparacdo de resultados,
principalmente se associados a exames laboratoriais especificos do sistema
imunologico ou pesquisa de atividade antimicrobiana em bactérias causadoras de

peritonite.
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ANEXO 1

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

1- IDENTIFICAGAO )

1.1. Titulo do Projeto: EFEITOS DO TRATAMENTO TOPICO COM O LATEX DE EUPHORBIA
TIRUCALLI EM RATOS COM PERITONITE EXPERIMENTAL

1.1. Finalidade: Projeto de Dissertacdo de Mestrado

1.2. Protocolo CEP: 006/2012

1.3. Instituicdo onde sera realizado: Laboratério de Biotecnologia, Pontificia Universidade Catolica de
Goias

1.4. Data de apresentagéo ao CEP: 26/10/2012

2. OBJETIVOS

Geral: Avaliar o efeito da lavagem peritoneal com a solugdo aquosa do latex da E. tirucalli na
sobrevida de ratos com peritonite experimental

Especificos: avaliar vantagens e/ou desvantagens da lavagem peritoneal com a solugéo aquosa do
latex da E. tirucalli em ratos com peritonite induzida experimentalmente; avaliar a sobrevida dos
animais em horas submetidos ao tratamento convencional e com a solugdo aquosa do latex da E.
tirucalli; avaliar a evolugdo dos animais mediante exames laboratoriais; avaliar a cavidade abdominal
dos animais apos o 6bito, a fim de se comparar aderéncias e focos macroscépicos de infecgao dos
grupos de animais submetidos a diferentes tratamentos.

3. SUMARIO DO PROJETO

3.1. Descrigéo e caracterizagdo da amostra: adequado

3.2. Condicoes de manutencao dos animais: adequado

3.3. Adequagéo de metodologia e consideragdes sobre o sofrimento imposto aos animais: adequado
3.4. Discusséo sobre a possibilidade de métodos alternativos: néo se aplica

3.5. Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infecgao a ser observada: nao se aplica

3.6. Anestésico/analgésico utilizado: adequado

3.7. Método de eutanasia: adequado

3.8. Destino do animal (caso ndo seja submetido a eutanasia): néo se aplica

4. COMENTARIO_S DO RELATOR FRENTE AS ORIENTAGOES DOS PRINCIPIOS ETICOS DA
EXPERIMENTAGAO ANIMAL, RESOLUGAO N° 879 DO CFMV, LEI N° 11794/08:

Quanto ao procedimento metodolégico adotado, o projeto estd de acordo em todos os
quesitos, considerando as leis e resolugdes atuais para o desenvolvimento de pesquisa envolvendo
animais de experimentacao.

5. PARECER DO CEP: APROVADO

Goiania, 04 de gdezembro de 2012.
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