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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE MICROBIOLOGICA E FARMACOLOGICA
DE PRODUTOS NATURAIS DE TROPIDURUS HISPIDUS (Spix, 1825) E
TROPIDURUS SEMITAENIATUS (Spix, 1825) (SQUAMATA: TROPIDURIDAE)

Dentre as espécies de animais mais utilizadas na pratica zooterapica estdo os répteis. O
género Tropidurus representa um desses grupos de répteis utilizados na medicina
tradicional. As espécies 7. hispidus e T. semitaeniatus sdo usadas na medicina
tradicional em varias regidoes do Nordeste brasileiro. Seu uso medicinal envolve o
tratamento de doencas como verrugas, dores de garganta, amigdalites, faringites,
catapora, varicela, sarampo, asma, alcoolismo e dermatomicose. Sao usados inteiros e
na forma de cha (decoctos). Diante disso este estudo teve por objetivo avaliar a
atividade microbiologica e farmacologica de produtos naturais obtidos das espécies T.
hispidus e T. semitaeniatus. Os animais foram coletados na Biorregidao do Araripe no
Municipio de Crato-Ce. Foram coletados 50 7. hispidus e 20 T. semitaeniatus.Os
mesmos foram sacrificados por congelamento e dissecados para retirada da pele e da
banha. Foram prepardos extratos da pele de 7. hispidus, (com redimento de 1,9672g),
assim como o decocto desta espécie (com um rendimento total de 11,0539g) e de T.
semitaeniatus, (com rendimento bruto de 4,4885g). Da banha de 7. hispidus foi
preparado o 6leo fixo (com rendimento total de 8,4107g) para avaliar seu efeito anti-
inflamatorio topico. Em relagdo aos extratos e decoctos foram avaliados seus efeitos
antimicrobianos contra cepas bacterianas Echerichia coli, Staphylococus aureus e
Pseudomonas aureuginosa. Frente as cepas bacterianas os extratos e decoctos nao
apresentaram inibi¢do do crescimento bacteriano significativo do ponto de vista clinico,
apresentando uma CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) >1024, ja em associagdo com
antibioticos aminoglicosideos foi observado uma modul¢do da CIM do antibidtico
Gentamicina em associacdo com o extrato da pele de 7. hispidus frente a S. Aureus. Para
a mesma cepa bacteriana foi observado uma diminuicao da CIM dos aminoglicosideos
Canamicina e Amicacina em associagdo com os decoctos das duas especies de lagartos
assim como para P. aureuginosa que apresentou reducdo da CIM da Neomicina e
Gentamincina. O extrato da pele de 7. hispidus apresentou um antagonismo quando em
associacao com a Amicacina. O 6leo de 7. hispidus (OTH) foi avaliado acerca de seu
efeito contra doencas de carater inflamatorio. Foi usado o modelo de edema de orelha
em camundongos induzido pelos agentes flogisticos Oleo de Croton, Acido
Araquidonico, Fenol, Histamina e Capsaicina. No edema induzido pela aplica¢do nica
de Oleo de Croton o OTH puro se mostrou mais eficiente com um percentual de
reducdo de edema de 49, 1%. Na aplicacdo multipla de 6leo de croton a partir de 48 h
até 96 h apds o primeiro tratamento topico, o efeito inibitorio médio foi de 63,7%. No
edema induzido por Acido Araquidénico o OTH inibiu o edema com um percentual de
45,8%. Para o Fenol a inibic¢ao foi de 38,1% e Histamina de 49,6%. No edema induzido
por capsaicina o OTH nao se mostrou significativo (p<0,05) na reducao do edema.

Palavras Chaves: Etnozoologia, Zooterapia, Atividade Microbiologia e Anti-

inflamatoria e Produtos Naturais.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL AND PHARMACOLOGICAL
ACTIVITIES OF NATURAL PRODUCTS OF TROPIDURUS HISPIDUS (Spix,
1825) AND TROPIDURUS SEMITAENIATUS (Spix, 1825) (SQUAMATA:
TROPIDURIDAE)

Reptiles are the animal species most utilized in zootherapeutic practice. The genus
Tropidurus represents one these groups of reptiles in traditional medicine. The species
T. hispidus and T. semitaeniatus are used in traditional medicine in various regions of
Northeast Brazil. Their medicinal use involves the treatment of diseases such as warts,
sore throat, tonsillitis, pharyngitis, chickenpox, measles, asthma, alcoholism and
dermatomycosis. They are used whole and in the form of teas (decoctions). The aim of
this study was to evaluate the antimicrobial and pharmacological activity of natural
products obtained from the species 7. hispidus and T. semitaeniatus. The animals were
collected in the bioregion of Araripe in the municipality of Crato, Ceara. Fifty T.
hispidus and 20 T. semitaeniatus were collected, sacrificed by freezing, and desiccated
to remove the skin and fat. Extracts of the skin of 7. Hispidus (with a yield of 1.9672
g), as well as the decoction of this species (with a total yield of 11.0539 g) and of T.
semitaeniatus (with a crude yield of 4.4885 g) were prepared. The essential oil was
obtained from the fat of 7. hispidus (with a total yield of 8.4107 g) to evaluate its topical
anti-inflammatory effect. In relation to the extracts and decoctions, their antimicrobial
effects were determined against the bacterial strains Echerichia coli, Staphylococus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. The extracts and decoctions showed no
significant inhibition of bacterial growth at clinically relevant concentrations, producing
a MIC (minimal inhibitory concentration) >1024 pg, but in combination with
aminoglycoside antibiotics, the MIC was altered for the the antibiotic gentamicin
combined with the skin extract of 7. hispidus against S. aureus. For the same bacterial
strain, there was a decrease in MIC of the aminoglycosides kanamycin and amikacin in
combination with decoctions of the two lizard species, and for P. Aureuginosa, this was
also seen in the MIC of neomycin and gentamincin. The skin extract of 7. hispidus
showed antagonism when combined with amikacin. The oil of 7. hispidus (OTH) was
evaluated with regard to its effect against inflammation. The mouse ear edema model
was used to test for anti-inflammatory activity, where edema was induced by the
phlogistic agents croton oil, arachidonic acid, phenol, histamine and capsaicin. In edema
induced by the sole application of croton oil, pure OTH was more efficient, reducing
edema by 49.1%. In the multiple application of croton oil, from 48 h up to 96 h after the
first topical treatment, the mean inhibitory effect was 63.7%. In edema induced by
arachidonic acid, OTH decreased edema by 45.8%. Phenol-induced edema was reduced
by 38.1% and histamine-induced edema by 49.6%. In edema induced by capsaicin,
OTH did not show a significant (p<0.05) reduction in edema.

Key words: Ethnozoology, Zootherapy, Antimicrobial activity, Anti-inflammatory

activity and Natural products.
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INTRODUCAO

O prefixo ETNO tem sido frequentemente utilizado por significar, de maneira
sintetizada, os modos que as sociedades compreendem o mundo (Martin, 1995).
Quando o prefixo ETNO ¢ usado seguido do nome de uma disciplina académica, como
biologia ou a zoologia, da a entender que os pesquisadores dessas areas estdo buscando
as percepgoes de sociedades locais dentro desses contextos (Haverroth, 1997). Desse
modo, a etnozoologia pode ser entendida como sendo o estudo dos conhecimentos do
homem sobre os animais e também dos usos da fauna pelo homem (Bahuchet, 1992), ou
parafraseando D’Olne Campos (1995), como o estudo da ciéncia zoologica do “Outro”
construida a partir do referencial de saberes da Academia. De acordo com Rocha-
Mendes et al., (2005), a etnozoologia ¢ uma ferramenta interpretativa do histérico
compartilhado entre homens e animais em uma determinada regido. Aqui, incluem-se
diferentes manifestacdes humanas frente a fauna, sejam estas inspiradas pela afeicao,
repudio, reverencia ou desprezo, indicando, por vezes, crendices e aspectos cinegéticos
locais. Com ela, ora obtém-se, ora resgatam-se informacdes biondmicas relevantes a
conservagao e/ou restauragao de seus bens naturais.

O conhecimento que as comunidades tradicionais tém sobre algumas espécies
pode influenciar diretamente no desenvolvimento de estratégias de conservagdo (Alves
& Rosa, 2006), porém a falta de informagdes e pesquisas adicionais se revela um
problema na conservacdo dessas espécies. Teixeira (1992) chega a afirmar que a
pesquisa etnozooldgica no pais € incipiente e admite que um dos problemas mais sérios
para o estudo da etnozoologia em ambito nacional reside na falta de informacdes, as
mais elementares e descritivas sobre a fauna nacional, aliada a uma amostragem

bastante deficiente.
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Em contrapartida, ndo se pode deixar de notar o crescente progresso que esse
campo de estudo tem alcangado, mesmo diante de todas as barreiras encontradas. Em
revisdo realizada por Costa-Neto (2000a) um total de 246 titulos referentes a
publicagdes que tratam, direta ou indiretamente, da conexdo Homem/animal foram
registrados no pais e afirma que tal coletanea ¢ um indicador do progresso da ciéncia
etnozooldgica nacional, ndo apenas pelo niimero significativo de contribuicdes, mas
principalmente pelo incremente numérico de autores, que somam mais de duas
centenas.

A etnozoologia, também influencia diretamente nas questdes de conservacao e
uso sustentavel das espécies. Hunt & Vincente, (2006) advertem sobre o processo de
prospeccdo de produtos naturais para a producdo de novos farmacos, o que pode
acarretar em exploracdo da biodiversidade com impactos negativos. Para Souto et al.,
(2001), Almeida & Albuquerque (2002) e Alves & Rosa (2005), hd uma preocupacao
com o uso racional e a conservagdo de espécies utilizadas como medicinais, pois ainda
ndo ¢ possivel avaliar o nivel de exploracdo dessas espécies. H4 ainda outras
preocupagdes ligadas direta ou indiretamente ao uso de espécies medicinais como a
questdo da satde publica, na transmissdo de doencas por meios das espécies usadas
como zooterapicos (Alves & Rosa, 2005; Hunt & Vincent, 2006).

Ha poucos estudos para avaliar a eficacia medicinal de espécies animais usados
como remédios no Brasil. Sendo assim, o presente trabalho vem verificar a eficacia
medicinal de duas espécies de lagartos usados pela medicina tradicional na biorregido
do Araripe no estado do Ceard: Tropidurus hispidus e Tropidurus semitaeniatus,
visando contribuir com o conhecimento etnozooldgico, zooterapico e farmacologico

para a regido do Cariri.
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REVISAO DE LITERATURA

ZOOTERAPIA

Nos ultimos anos, varios trabalhos etnobioldgicos foram desenvolvidos sobre o
aproveitamento dos recursos bioldgicos pelos povos de diferentes regides e etnias, em
especial enfocando o aspecto medicinal (Almeida & Albuquerque, 2002). Substancias
naturais de origem animal, vegetal e mineral, t€ém proporcionado uma fonte continua de
medicamentos desde os tempos mais antigos (David & Anderson, 1969). No Brasil,
como em outros paises, animais € plantas tém sido amplamente utilizados desde a
antiguidade na medicina tradicional (Almeida, 2005; Alves & Rosa 2007); segundo
Alves & Rosa (2006), tém desempenhado um papel significativo nas praticas de cura
até os dias atuais. Apesar de sua prevaléncia em praticas de medicina tradicional em
todo o mundo, pesquisas sobres animais usados como medicinais t€ém frequentemente
sido negligenciadas em comparag¢do com plantas medicinais (Alves et al., 2007, 2005).
Segundo Alves et al., (2009) a énfase tem sido dada em sua maioria em medicamentos a
base de plantas. Além disso, as plantas sdo mais faceis de coletar, armazenar e
comercializar.

Por outro lado, publicacdes recentes tém demonstrado a importancia da
zooterapia em diferentes ambientes socio-culturais, e os exemplos do uso de remédios
derivados de animais, atualmente pode ser encontrado em  muitas
localidades urbanas e semi-urbanas, particularmente nos paises em desenvolvimento
(Alves & Rosa 2006, 2007b, c; 2006 Mahawar & Jaroli; Vazquez et al., 2006, Alves et
al., 2007a; Alves et al., 2008, 2010a,b). Animais tém sido estudados metodicamente
pelas companhias farmacéuticas como fonte de drogas para a ciéncia médica moderna

(Alves et al., 2002). De acordo com Marques (1994) toda comunidade humana que
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apresenta um sistema médico utiliza animais como fontes de remédios, sendo a isso
atribuido o conceito da “hipdtese da universalidade zooterapica”. No Brasil, as espécies
animais tém sido utilizados medicinalmente pelas sociedades indigenas ha milénios, e
por descendentes dos colonos europeus durante os ultimos quatro séculos. Alves (2010)
documentou que pelo menos 326 espécies sdo usadas na medicina popular no Brasil.
Essencialmente na regido Norte e Nordeste, varios trabalhos relatam animais
amplamente utilizados para fins terapéuticos onde o uso e a comercializagdo sdo
realizados abertamente em mercados publicos (Alves et. al., 2007, 2008).

Para Costa-Neto (2005) a utilizacdo de remédios a base de animais por
populacdes tradicionais, indigenas e/ou de baixa renda traduz-se por um saber empirico
que, necessariamente, ndo estd destituido de fundamentos cientificos e, se
adequadamente estudados estes conhecimentos podem gerar perspectivas para a

descoberta de novas fontes de remédios para o bem-estar humano.

REPTEIS E A ZOOTERAPIA

Os répteis sdo uma das entidades etnozooldgicas fundamentais. Os répteis tém
sido explorados para muitos propositos e cerca de 721  espécies
ocorrem no Brasil: 371 serpentes, 241 de lagartos, 67 anfisbenideos, 6 jacarés e 36
tartarugas (Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2010).

Além do seu uso como alimento, os répteis t€ém sido utilizados para varias
finalidades, por exemplo, negociados como animais de estimag¢do, usados na medicina
tradicional e com objetivos magico-religioso (Alves et al.,2009; Alves, 2008).
Evidéncias de uma variedade de fontes mostra que os seres humanos tém explorado
ovos, carne, sangue, 6leo, casco, pele, ossos e outras partes dos répteis para fornecer

matéria-prima para alimentos, fabricacao de ferramentas, ornamentos, medicamentos ¢
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objetos religiosos (Klemens & Thorbjarnarson,1995; Franke & Telecky,2001;
Fitzgerald et al., 2004; Zhou & Jiang, 2004; Frazier, 2005; Alves et al., 2007a, b, 2008;
Alves & Santana, 2008).

Na medicina tradicional popular, os repteis estdo entre as espécies animais mais
freqlientemente utilizados,(Figura 1), e seu papel nas praticas populares relacionadas ao
tratamento e / ou preven¢do de doengas foi registrado em diferentes contextos socio-
culturais em todo o mundo. (Zhou & Jiang 2004; Alves & Rosa 2006, 2007b, c;
Mahawar & Jaroli 2006; Vazquez et al., 2006, Alves et al., 2007a; Alves & Pereira-

Filho, 2007).

Figural. Exemplos de répteis utilizados na medicina popular. A: (Tupinambis
merianae);B: (Caudisona durissa);C:(Phrynops tuberosus), D: (Iguana iguana).

(Ferreira et al., 2009)

Alves et al.,(2008) relata que um total de 165 espécies de répteis pertencentes a
104 géneros e 30 familias sdo usadas na medicina popular tradicional no Brasil. Os

grupos com maior numero de espécies utilizadas foram serpentes (60 espécies), seguido
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de lagartos (51), tartarugas e jabutis (43) e crocodilianos (11). Segundo Spata (2008),
certas espécies de répteis podem ser usadas para tratar uma ou mais doengas, com
posologias variadas. O reumatismo, por exemplo, ¢ comumente tratado em
comunidades tradicionais no Brasil e em outros paises com a gordura do jacaré-de-
papo-amarelo (Cayman latirostris), que ¢ aplicada diretamente sobre os membros
afetados pela doenga. J4 pilulas feitas de material extraido de cobras cascavel sdo
indicadas no México para problemas como acne, dor nos 0ssos, doengas cardiacas e até
cancer. Além disso, os répteis também sdo usados em praticas populares chamadas
simpatias para diversos fins.

Apesar do uso intensivo de répteis para fins medicinais, ha uma falta geral de
informagdes detalhadas sobre a magnitude de seu impacto sobre as espécies envolvidas
(Alves & Pereira-Filho, 2007). Infelizmente algumas espécies ndo estdo sendo
utilizadas de forma sustentdvel e estdo sendo comercializadas ilegalmente, gerando
preocupacdo em relagdo ao impacto dessa utilizacdo sobre as populagdes naturais.
(Alves & Filho, 2006). Populacdes de répteis estdo sendo seriamente reduzidas em todo
o mundo. A coleta de animais silvestres para subsisténcia ou comercializagao também ¢
indicado como fator que contribui para a queda observada em certas espécies (Gibbons

et al., 2000).

O GENERO TROPIDURUS

Uma das espécies de lagartos utilizados na medicina popular ¢ a espécie
Tropidurus hispidus, relatado em trabalhos desenvolvidos por Alves & Rosa (2007), na

regido nordeste do Brasil. Outras espécies do género Tropidurus, como Tropidurus
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semitaeniatus, T. torquatus (Wied 1820), também sdo apontadas em relacdo ao uso
popular medicinal (Alves et al.,2007).

Segundo Barbosa et al.,(2007), T. hispidus, é usado no tratamento de verrugas
em uma comunidade da Paraiba. Alves & Rosa (2007), apontam em suas pesquisas o
uso popular desta espécie no tratamento de dores de garganta, amigdalites e faringites.
Costa-Neto (2000), aponta a utilizacdo medicinal popular de Tropidurus torquatus no
tratamento de catapora e varicela.

Os lagartos do género Tropidurus ocorrem na América do sul continental, no
leste e oeste dos Andes e ilhas Galdpagos (Rodrigues, 1987), sendo encontrados em
savanas, cerrado, caatinga, florestas e habitats de planicie da América do Sul
(Rodrigues, 1987). Todos sdo insetivoros (Vitt, 1991, 1993, 1995) com uma tendéncia
para a especializagdo de formigas em espécies arboreas (Vitt & Zani, 1996).

Tropidurus hispidus (Figura 2) também conhecido como Lagartixa-preta ou
Catenga, habita em 14 estados brasileiros, sendo 9 na regido Nordeste (Diaz-Uriarte,
2000; Abreu et al., 2002). Encontrado em diversos ambientes, principalmente em
troncos de arvores, rochas ¢ muros (Diaz-Uriarte, 2000; Abreu et al., 2002) e
localizados principalmente em &reas abertas (heliofilas) (Kohlsdorf, 2001). Possuem
atividade diurna, sdo territoriais, forrageadores sedentarios e oportunistas (Vitt, 1995;
Rodrigues, 1987, 1988; Vitt,1991; Bergallo & Rocha, 1993; Vitt et al., 1997,
Diazuriarte,1999). Alimenta-se essencialmente de artropodes (Abreu et al., 2002; Van
Sluys et al., 2004), algumas plantas, basicamente flores (Van Sluys et al., 2004) e de
pequenos vertebrados. Necessita de constante exposi¢ao solar, por isso ¢ encontrado
geralmente em locais abertos (Abreu et al., 2002).

Tropidurus semitaeniatus ¢ endémico da Caatinga, distribuido do Piaui até a

metade Norte da Bahia. Popularmente conhecido como "lagartixa de lajeiro" ¢ um
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pequeno lagarto de habito diurno, encontrado em amplas superficies rochosas (lajeiros)
(Figura 2), de corpo achatado dorsoventralmente, especializado para inserir-se em
pequenas fendas de rochas, onde se protege e permanece nas horas mais quentes do dia
(Vanzolini et al., 1980). E um animal carnivoro, forrageador de espreita, que consome
uma grande variedade de presas, predominantemente formigas (Vitt, 1995). Na
medicina popular, 7. Semitaeniatus ¢ indicado para tratamento de Sarampo, asma,
alcoolismo, dermatomicose, verrugas. (Alves et al., 2009). Tanto 7. hispidus quanto 7.
semitaeniatus sao usados na medicina tradicional inteiros, na forma de cha (decoctos)

(Ferreira et al., 2009; Alves et al., 2009; Alves & Rosa, 2007).
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Figura 2. Lagartos do género Tropidurus usados na medicina tradicional no Br

Tropidutus hispidus; B: Tropidurus semitaeniatus.fonte: WWW flickr.com
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ETNOFARMACOLOGIA ANIMAL

A Etnofarmacologia ¢ uma divisdo da Etnobiologia, devotada ao estudo do
complexo conjunto de relagdes de plantas e animais com sociedades humanas, presentes
ou passadas (Berlin, 1992). Define-se Etnofarmacologia como “a exploragdo cientifica
interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou
observados pelo homem” (Bruhn & Holmstedt, 1982). A etnofarmacologia permite a
formulagdo de hipdteses quanto a(s) atividade(s) farmacologica(s) e a(s) substancia(s)
ativas(s) responsaveis pelas agdes terapéuticas relatadas (Elisabetsky & Setzer, 1985;
Elisabetsky, 1986; Nunes, 1996).

Nos ultimos anos, trabalhos vém sendo realizados objetivando demonstrar o
potencial clinico-farmacoldgico de produtos naturais provenientes de animais. A
produgdo de anti-venenos a partir do veneno extraido dos proprios agentes toxicos
(serpentes, escorpides e aranhas), ¢ um exemplo de utilizacdo de animais na industria
farmacéutica. Serpentes do género Bothrops (Wagler, 1824) produzem uma pegonha
rica em substancias vasodilatadoras, isoladamente a Bradicinina (Loureiro-Silva et al.,
1999), que auxiliam no tratamento da hipertensdo. O veneno da serpente Bothrops
Jjararaca apresenta varias propriedades medicinais, como atividade antibactericida e
antiparasitaria (Ciscotto et al., 2009). Morais et al., (2009) relatam a atividade anti-
coagulante de componentes do veneno de Bothrops jararaca. Liu et al., (2008)
demonstram o efeito anti-tumor de extratos do lagarto Gecko japonicus amplamente
utilizado na medicina tradicional chinesa. As lisozimas das tartarugas Trionyx sinensis,
Amyda cartilagenea e Chelonia mydas demonstraram uma alta atividade antibactericida
(Thammasirirak et al., 2006). Duas proteinas retiradas da ascidia Branchiostoma

belcheri demonstraram atividade antibactericida (Fan et al., 2008; Ju et al., 2009).
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Rinaldi (2002) relata a existéncia de proteinas com atividade antibactericida, antifingica
e antiviral em anfibios, assim como proteinas e metabolitos secundérios na secregdo
epidérmica de peixes demonstraram atividade contra bactérias (Subramanian et al.,
2008). Park et al., (2009) isolou proteinas do tipo lactoforicina do leite de Bos taurus
com atividade contra bactérias. Balamurugan et al. (2009) mostram que extratos
provenientes do oligoqueto Lampito mauritii apresentam atividades anti-inflamatoria e
anti-pirética. Murari et al., (2005) relatam o efeito redutor de extratos da pena de Pavo
cristatus frente as inflamagdes causadas por mordida de serpentes. . Extratos obtidos
dos tentaculos de Hydra sp. possuem uma alta atividade antibactericida (Bosch et al.,
2009). Guerrini et al., (2009) caracteriza quimicamente o mel de abelhas determinando
suas funcdes bioldgicas que sdo: atividade anti-oxidante, antibactericida e
antimutagénica.

Em 2002, a OMS (2002) langou um plano global para tornar o uso da medicina
tradicional, mais segura, baseado em incentivar pesquisas sobre a seguranca, eficacia e
qualidade das praticas tradicionais.

A medicina tradicional, em geral, representam um campo ainda pouco explorado
da pesquisa em termos de avaliagdo do potencial terapéutico ou clinico (De Smet,
1991), e pouca pesquisa tem sido feito até agora para provar a eficdcia clinica de
produtos animais para fins medicinais (Still, 2003), o que gera uma certa preocupacao ja
que a perda da biodiversidade e o acelerado processo de mudanga cultural acrescentam
um senso de urgéncia no registro desse saber. A criacdo de instrumentos legais de
direitos de propriedade intelectual para conhecimentos tradicionais ¢ de fundamental
importancia (Elisabetsky, 1990; Cunningham, 1993).

Andrade e Costa-Neto (2005) relataram que embora os estudos sobre a utilizagao

de animais como fontes de medicamentos ainda sejam embriondrios, deve-se destacar a
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importancia ecoldgica desta pratica. Varios autores alertam sobre a super-exploragao
dos recursos naturais devido o seu uso na medicina tradicional (Alves et al., 2007) e
também por industrias farmacéuticas para a prospec¢ao e produgdo de novas drogas
(Hunt & Vicent, 2006; Harvey, 2008). O respeito ao meio ambiente e ao modus vivendi
de comunidades tradicionais, € essencial ao desenvolvimento sustentavel e a
manuten¢do da sociobiodiversidade (Posey, 1983).

O uso indiscriminado de espécies para fins medicinais, sem a presenca de dados
consistentes que comprovem a eficacia destes produtos, possivelmente tem sido
apontada como uma das possiveis causas de declinio de espécies animais e vegetais
(Alves & Rosa, 2005, 2007). Do ponto de vista da saude publica, Alves & Rosa (2005)
e Hunt & Vincent (2006), comentam a necessidade de isolar e comprovar as
propriedades farmacologicas dos zooterapicos devido ao perigo de transmissdo de
doengas e pela necessidade de otimizag¢do dos remédios a base de animais para justificar

o seu uso na medicina tradicional (Alves, 2009).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E FARMACOLOGICA DE

PRODUTOS NATURAIS

Com o aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos, o uso de produtos
naturais representam uma alternativa interessante para o tratamento (Liu et al., 2007;
Mbwambo et al., 2007). Muitos produtos tém sido avaliados ndo apenas para a
atividade antimicrobiana direta, mas também como agentes moduladores de resistencia
(Gibbons, 2004; Coutinho, 2009).

De acordo com Benoit-Vical (2006) nos ultimos anos, varios estudos tém sido

realizados em diferentes paises para demonstrar a eficacia de produtos naturais frente as
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infecgdes bacterianas. Segundo Coutinho et al., (2009), diversos compostos obtidos de
produtos naturais, tém atividade direta contra muitas especies de bacterias, aumentando
a atividade ou revertendo a resistencia natural de uma bacteria especifica para
determinados antibioticos.

Uma grande gama de produtos naturais de orivem vegetal tem sido testadas na
investiga¢do de sua propriedades antimicrobionas e/ou farmacologiacas. Coutinho ef al.,
(2009) avaliou a atividade antimicrobiana de Turnera ulmifolia L., frente a
Staphylococus aureus; o0 mesmo autor em outro trabalho avaliou a atividade moduladora
de Mentha arvensis L. com aminoglicosideos; Nostro et al., (2004) investigou o oléo
essencial do oregano na modulagdo da resistencia de antibioticos; Matias et al., (2010)
testou a atividade antibacteriana In vitro de Croton campestris A., Ocimum gratissimum
L. e Cordia verbenacea DC. Consideravelmente menos estudos tém sido feitos para
avaliar o potencial microbioldgico/farmacoldgico dos animais do que das plantas. De
acordo com Harvey (2008), dos 225 produtos naturais que estdo em algum estagio atual

de desenvolvimento 108 sdo de produtos vegetais e apenas 24 dos animais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

1. Avaliar a Atividade Microbioldégica e Farmacologica de produtos naturais de

Tropidurus hispidus (Spix, 1825) e Tropidurus semitaeniatus (Spix, 1825).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar a prospec¢do quimica dos extratos obtidos a partir de pele de Tropidurus

hispidus e decoctos de Tropidurus hispidus e Tropidurus semitaeniatus,

2. Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos mais efetivos sobre as
linhagens bacterianas patogénicas;

3. Verificar a eficacia dos extratos na modulacdo da resisténcia bacteriana a
aminoglicosidios;

4. Avaliar a atividade anti-inflamatoria do Oleo de Tropidurus hispidus por via topica

(acdo local) através do modelo de edema de orelha.
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MATERIAL E METODOS

AREA DE COLETA

O municipio de Crato (S 7° 14' e W 39° 24") esta localizado ao sul do estado do
Cear4. Tem uma area territorial de cerca de 1.009 Km? apresentando uma populagdo de
aproximadamente 111.198 habitantes (IBGE, 2009). A principal atividade econdmica ¢
comércio e turismo. Quanto aos servigos de saude conta com seis hospitais e 20 postos
de satde (IPECE, 2005). Encontra-se localizado na Biorregido do Araripe. Esta regido
apresenta um mosaico de ecossistemas onde ¢ possivel encontrar matas Umidas
(Floresta Subperenifolia Tropical Plavio-Nebular), matas secas (Floresta Subcaducifélia
Tropical Pluvial), cerraddo (Floresta Subcaducifolia Tropical Xeromorfa), caatinga
(Floresta Caducifolia Espinhosa), carrasco e cerradao (Figueiredo et al., 1998; IPECE,

2005).

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Toda a proposta da pesquisa estd em conformidade com as normas e diretrizes
bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: Guide for the care and use of
laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N°
11.794/2008; Principios Eticos da Experimentacio Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA; e Lei Federal N° 9605/1998) (Bazzano, 2006;
Machado et al., 2006; Brasil, 2006, 2008).

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

da Universidade de Fortaleza (UNIFOR), com parecer n° 009/2010, registro 10-022.
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MATERIAL ZOOLOGICO

Os animais foram coletados no municipio de Crato (S 7° 14' e W 39° 24"), Ceara,
Brasil, no més de Abril de 2010, manualmente, com estilingues, e com pistola de
pressdo 4 mm, além de coletas ativas vasculhando ambientes onde estes animais podem
ocorrer (Permissdo de coleta: 154/2007 n°® 23544-1 processo n° 17842812).

Uma vez coletados, os lagartos foram sacrificados por congelamento e secos em
estufa de secagem para obtencdo dos decoctos e extratos. Espécimes testemunho foram
fixados em alcool 70% e depositados na cole¢do de Zoologia da Universidade Regional

do Cariri/LZ-URCA. (Tabela 1)

Tabelal. Espécies utilizadas nas analises microbioldgicas

Espécie Universidade/N° de Tombo
Tropidurus hispidus Universidade Regional do Carri-URCA LZ-847

Tropidurus semitaeniatus Universidade Regional do Carri-URCA LZ-926

Foram coletados 51 T. hispidus e 21 T. semitaeniatus. 26 lagartos T. hispidus
foram separados e dissecados para retirada da pele e da banha. Da pele de 7. hispidus
foi preparado extrato metandlico e da banha foi extraido o Oleo Fixo. 24 foram
utilizados inteiros para preparagdo do decocto. Os lagartos 7. semitaeniatus foram

usados na produgdo dos decoctos (20 animais inteiros).
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MATERIAIS LABORATORIAIS UTILIZADOS

Drogas, reagentes e solugoes

As substancias utilizadas nos ensaios encontram-se relacionadas a seguir com

suas respectivas procedéncias:

SUBSTANCIA ORIGEM
Acetona P.A. (propan-2-ona) Dinamica, Brasil
Acido acético P.A Fluka, Alemanha
Acido araquidénico Sigma, USA
Capsaicina Sigma, USA
Carragenina Sigma, USA

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec, Brasil

Dexametasona (Decadron®) Ache, Brasil
Dimetilsulfoxido Merck, Alemanha
Etanol P.A. Dinamica, Brasil
Fenol 99% Sigma-Aldrich, USA
Histamina Sigma, USA
Indometacina (Indocid®) Merck Sharp & Dohme, Brasil
Oleo de croton Sigma, USA
Solugao fisiologica NaCl 0,9% FARMACE, Brasil
Tween 80 Sigma-Aldrich, USA
Metanol Dinamica, Brasil
Hexano Dinamica, Brasi

Brain Heart Infusion (BHI) Merck, Alemanha
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SUBSTANCIA (Cont.) ORIGEM (Cont.)
Neomicina Merck, Alemanha
Canamicina Merck, Alemanha
Gentamicina Merck, Alemanha
Amicacina Merck, Alemanha
Resazurina Sigma-Aldrich, USA
Acido Cloridrico Dinamica, Brasil
Hidroxido de Sodio Dinamica, Brasil
Etanol 70% Dinamica, Brasil

Material permanente e equipamentos utilizados

e Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
e Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)

e Cronometros digitais (LivStar)

e Extrator de Soxhlet

e Materiais de biosseguranga

e Material cirtirgico

e Paquimetro digital (Jomarca, Ref. N° 205509)

e Perfurador de couro (circunferéncia de 6 mm )
e Pipetas automaticas (Maxipette)

e Rotaevaporador (Fisatom)

e Seringas estéreis (1 mL, 3 mL e 5 mL)

e Autoclave de esterilizagdo a vapor quente

e Estufa de secagem e esterilizacao
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e Placas de microdilui¢ao estéreis
e Tubos Eppendorffs
e Tubos Falcon

e Vidrarias gerais

PREPARO DO EXTRATO METANOLICO DA PELE DE
TROPIDURUS HISPIDUS

O extrato metanolico de 7. hispidus foi obtido a partir da submersao das peles
dos lagartos (que foram picotadas para aumentar sua superficie de contato) por 72h em
metanol (extrato a frio), sendo apos isso, filtrado e concentrado em evaporador rotativo
(Soxhlet) (model Q-344B — Quimis, Brasil), sendo finalizado em banho-maria a 70°C
por 2h (model Q-214M2 — Quimis, Brasil), obtendo-se rendimento do extrato bruto
apresentado na Tabela 2. O extrato foi entdo armazenado em freezer para analises

futuras.

PREPARO DOS DECOCTOS DE T. HISPIDUS E T. SEMITAENIATUS

Como dito anteriormente, na pratica zooterapica popular os lagartos 7. hispidus
e T. semitaeniatus sao usados inteiros na forma de cha (decoctos) (Ferreira et al., 2009;
Alves, 2009; Alves & Rosa, 2006), e para estuda-los da forma mais aproximada de seu
uso na medicina popular, foram preparados os decoctos dessas espécies a fim de avaliar
suas atividades bioldgicas.

Os decoctos de T. hispidus e T. semitaeniatus foram obtidos a partir da

submersao dos lagartos inteiros, ja secos em estufa de secagem por 2h em 4agua
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destilada a 100°C, sendo ap0s esse periodo, filtrado e congelado. O material congelado
foi concentrado em liofilizador (Modelo Liobras — L101) e armazenado para uso nos
ensaios antimicrobianos. Os rendimentos dos decoctos sdo apresentados na Tabela 2. Os

decoctos foram entdo armazenados em freezer para analises futuras.

EXTRACAO DO OLEO FIXO DA BANHA DE 7. HISPIDUS

O ¢leo fixo foi extraido da banha que se concentrava na regido ventral. A
extracdo foi feita em aparelho de Soxhlet utilizando como solvente o hexano durante um
periodo de 4 horas. Em seguida o 6leo foi secado em banho Maria a 70 °C por um
periodo de 2 horas sendo em seguida acondicionado ¢ mantido sob refrigeragdo em

freezer para futuras analises.

PROSPECCAO QUIMICA

Os testes quimicos para detectar a presenga de heterosideos, saponinas, taninos,
flavonoides, esteroides, triterpenos, cumarinas, quinonas, acidos organicos e de
alcaloides foram realizados seguindo o método descrito por Matos (1997). Os testes se
baseiam na observacdo visual da alteracdo de cor ou formacao de precipitado apos a
adicao de reagentes especificos. Os resultados obtidos podem ser verificados na tabela

3.
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TESTE MICROBIOLOGICO: PREPARO DAS SOLUCOES A PARTIR
DO EXTRATO E DOS DECOCTOS

Preparo da solugdo inicial e das solugoes de teste.

No preparo da solugdo inicial as amostras do extrato e dos decoctos foram
solubilizadas em Dimetilsulféoxido (DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), observando
as seguintes propor¢des: 10mg da amostra solubilizados em 1mL de Dimetilsulféxido
DMSO, para obter uma concentragdo inicial de 10mg/mL. Em seguida, esta solugdo foi
diluida para 1024pg/mL da mesma forma e a partir desta, efetuaram-se dilui¢des

seriadas 1:2 em dgua destilada, obtendo-se as concentragdes de 512 a 1 pg/mL.

Microorganismos

Os microrganismos que foram utilizados nos testes foram obtidos através do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) da Fundacao Oswaldo
Cruz, Ministério da Saude.

Os experimentos foram realizados com isolados clinicos de Escherichia coli
(EC27), resistente a neomicina e gentamicina (nivel baixo) e tobramicina, amicacina e
canamicina, assim como sua linhagen padrao ATCC 10536, Staphylococcus aureus 358
(SA358), resistente a diversos aminoglicosideos (Apéndice 7) (Freitas et al., 1999;.
Coutinho et al., 2005) e sua linhgen padrao ATCC 25923, Pseudomonas aureuginosa
PA RBI multirresistente e padrao ATCC 15692. Todas as cepas foram mantidas em
Agar Heart Infusion (HIA, Difco) inclinado, e antes do ensaio foram cultivadas durante

anoite a 37 ° C em Brain Heart Infusion (BHI, Difco).
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Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar
Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI
(concentracdo indicada pelo fabricante e 10%) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos

os meios de cultura foram preparados segundo as especificacdes do fabricante.

Preparo e padronizagdo de indculos bacterianos

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em HIA. Antes dos testes, as
linhagens foram repassadas para o meio citado e incubadas a 35°C por 24 horas. As
linhagens repicadas usadas nos testes foram inoculadas em Caldo BHI e incubadas na
mesma situagdo antes do teste. Suspensdes com crescimento bacteriano foram diluidas

até a obtencdo de 10° céls/mL (NCCLS, 2000b).

Drogas

As drogas utilizadas gentamicina, canamicina, amicacina, neomicina foram
obtidos da Sigma Chemical Corp, St. Louis, MO, EUA. Todas as drogas

foram dissolvidos em agua estéril antes do uso.
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Avaliacdo Antimicrobiana: Determinacdo da Concentracdo Inibitoria

Minima (CIM)

Os ensaios para determinagdo da CIM do extrato metanodlico da pele de T.
hispidus e dos decoctos de T. hispidus e T. semitaeniatus foram efetuados através do

Me¢étodo de Microdilui¢dao em Caldo, com concentra¢des variando de 512 a 8 ug/mL.

CIM pelo Método de Microdilui¢do em Caldo: Execugdo e Leitura dos

Ensaios

Este método utiliza pequenos volumes de meio e de amostra, distribuidos em
cavidades de microplacas estéreis. Das na concentragdo de 1024 pg/mL, volumes de
100 pL foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI 10%. A tultima cavidade foi
usada como grupo controle. As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas
(Javadpour et al., 1996).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solugdo indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentragdo de 0,01% (p/v).
ApOs a incubagdo, 20 pL da solucao indicadora foram adicionados em cada cavidade e
as placas passaram por um periodo de incubacao de 1 hora em temperatura ambiente. A
mudancga de coloragdo azul para rosa devido a redugdo do pH da Resazurina indicou o
crescimento bacteriano (Markhan, 1998; Palomino et al., 2002), auxiliando a
visualizagdo da CIM, definida como a menor concentracdo capaz de inibir o

crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.



42

Avaliagdo da interferéncia dos extratos sobre a resisténcia aos

antibioticos aminoglicosidios: Execugdo e Leitura do Ensaio

Para avaliar os extratos como moduladores da agdo antibidtica, a CIM de
antibioticos da classe dos aminoglicosideos (canamicina, amicacina, neomicina e
gentamicina) foram avaliados na presencga e na auséncia de todas as amostras (extrato
metanolico de 7. hispidus, decoctos de T. hispidus e T. semitaeniatus; 6leo fixo de T.
hispidus) em microplacas estéreis. Todos os antibidticos testados foram obtidas junto a
Sigma.

As amostras foram misturadas em caldo BHI 10% em concentragdes
subinibitérias (MIC/8). A preparacdao das solugdes de antibioticos foi realizada com a
adicdo de agua destilada estéril em concentracdo dobrada (2500 pg/mL) em relagdo a
concentragdo inicial definida e volumes de 100 pL diluidas seriadamente 1:2 em caldo
BHI 10%. Em cada cavidade com 100 puL do meio de cultura continha a suspensao
bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para as
amostras foram utilizados (Sato et al., 2004, modificado). As placas preenchidas foram
incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura evidenciada pelo uso de Resazurina sodica

como citado anteriormente.

TESTE FARMACOLOGIO: AVALIACAO DA  ATIVIDADE
ANTINFLAMATORIO DO OLEO DE T. HISPIDUS (OTH)

Neste ensaio foi avaliado a atividade antinflamatoria do 6leo de 7. hispidus pelo
modelo de edema de orelha em camundongos. Este modelo ¢ amplamente utilizado para

demonstrar a atividade topica de substancias bioativas em inflamagdes cutaneas (Blazso
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& Gabor, 1995; Gabor, 2000). A aplicacdo de diferentes agentes flogisticos (6leo de
créton, acido araquidonico, capsaicina, fenol, histamina) se justificada pelos seus
mecanismos especificos, ja conhecidos, na indu¢do do processo inflamatoério, cujos
resultados obtidos podem sugerir um provavel mecanismo da agdo anti-inflamatéria da

substancia em estudo.

OTH (Oleo de Tropidurus hispidus)

Para realizagcdo do teste farmacologico de edema de orelha, foi usado apenas o
Oleo de T. hispidus na concentragio mais efetiva. Para determinar a concentragdo mais
efetiva realizou-se um teste piloto com as concentra¢des de 200 mg/mL, 400mg/mL e o

OTH bruto.

Animais

Os animais utilizados nos ensaios in vivo para avaliacdo da atividade anti-
inflamatério pelo modelo de edema de orelha foram camundongos Swiss da espécie
Mus musculus, cuja massa corpdrea variou entre 20-30g aproximadamente, de ambos os
sexos, aclimatizados em temperatura media de 22°C (£ 3°C), mantidos em ciclos
claro/escuro de 12 horas cada, com ragdo e agua ad libitum. Os animais foram cedidos
pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ) e pela Faculdade
Ledao Sampaio (FLS) e monitorados no Biotério Experimental da Universidade regional
do Cariri-URCA, em conformidade com as normas e procedimentos de biosseguranca

para biotérios (Cardoso, 1998; 2001) e bioéticas (Bazzano, 2006).
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Edema de orelha induzido pela aplica¢do unica de dleo de croton

Lapa,(2003) descreve o o6leo de croton ¢ um agente flogistico que possui como
constituintes quimicos ésteres de forbol, sendo o TPA (acido 13-acetato de 12-o-
tetracanoilforbol) o agente com potencial irritante. Varios mediadores da inflamagao sao
estimulados pela sua aplica¢do ocorrendo liberagdo de aminas vasoativas e de derivados
do 4cido araquidonico. Para avaliar a atividade topica por tratamento agudo do OTH
neste modelo, grupos de n = 7 camundongos Swiss tiveram suas orelhas direitas
tratadas, topicamente, com 20 pL de Acetona, indometacina 100 mg/mL (2 mg/orelha),
dexametasona 4 mg/mL (0,08 mg/orelha), OTH em Acetona nas concentra¢des de 100,
200 e 400 mg/mL (1, 2, 4 e 8 mg/orelha, respectivamente) ou OTH bruto (20 pL = 13
mg de OTH), esperando 15 minutos para absor¢cao. Em seguida, 20 puL de 6leo de croton
5% (v/v) em acetona foi aplicado topicamente na orelha direita e 20 pL do veiculo
acetona na orelha esquerda. Apos 6 horas, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e discos de 6 mm de didmetro foram obtidos das orelhas através

de um punch (perfurador de couro metalico) para avaliacao do edema (Tubaro, 1985).

Edema de orelha induzido pela aplicagcdo multipla de dleo de croton

No intuito de avaliar o efeito anti-inflamatério do OTH em um processo
inflamatério cronico, ja estabelecido, foi utilizado um modelo com a aplicagao multipla
do oleo de croton. O processo inflamatdrio cronico foi induzido pela aplicagao de 20 pulL
de 6leo de créton 5% (v/v) em acetona em dias alternados, durante 9 dias, em
camundongos Swiss (n = 6/grupo). O OTH (13 mg/orelha) e a dexametasona (0,1

mg/orelha, controle positivo) foram aplicados por via topica durante 4 dias (2 vezes ao
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dia) 96 horas ap6s a primeira aplicacao de 6leo de croton 5% (v/v) em acetona apds o
quinto dia do experimento, sendo o edema avaliado diariamente. No 9° dia do
experimento, os animais foram sacrificados para obtencdo de circulos de 6 mm de
tecido das orelhas, coletados para avaliagdo do edema segundo o método descrito

porStanley et al., (1991).

Edema de orelha induzido por dcido araquidonico

Para avaliar a atividade topica do OTH neste modelo, as orelhas direitas de
camundongos Swiss (n = 7 / grupo) foram tratadas, topicamente, com 20 pL de solucgdo
salina (controle negativo); indometacina 100 mg/mL, dexametasona 4 mg/mL
(controles positivos) ou OTH bruto, esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida,
20 pL de acido araquidonico 0,1 mg/uL diluido em acetona foi aplicado na orelha
direita e 20 pL do veiculo acetona aplicado na orelha esquerda. Apds 1 hora, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm de diametro obtidos das

orelhas para avaliagdo do edema, (Young et al., 1984; Crummey et al., 1987).

Edema de orelha induzido por capsaicina

Na avaliacdo da atividade topica do OTH nesse modelo, as orelhas direitas de
camundongos Swiss (n = 7 / grupo) foram tratadas, topicamente, com 20 pL de salina,
dexametasona 4 mg/mL ou OTH bruto, esperando 15 minutos para absor¢do. Em
seguida, 20 puL de capsaicina 0,01 mg/uL diluido em acetona foi aplicado na orelha
direita e 20 pL do veiculo acetona aplicado na orelha esquerda. Ap6s 30 minutos (pico

maximo de formagdo de edema), os animais foram sacrificados por deslocamento
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cervical e discos de 6 mm de didmetro obtidos das orelhas para avaliagdo do edema

(Géabor & Razga, 1992).

Edema de orelha induzido pela injecdo subcutdnea de histamina

Inicialmente os animais (n = 7/grupo) foram anestesiados com cloridrato de
cetamina 10 mg/kg, e cloridato de xilazina 10 mg/kg. Em seguida, os animais foram
pré-tratados topicamente com 20 pL de salina, dexametasona 4 mg/mL (0,08 mg/orelha)
ou OTH bruto (13 mg/orelha). Apds 30 minutos, foi administrado 5 pL de solucdo de
histamina (100 mg/mL de salina), subcutanea, na regido ventral da orelha direita dos
camundongos com o auxilio de uma agulha hipodérmica 29 G, e na orelha esquerda o
mesmo volume de salina, também intradermicamente (Sham). Ap6s 2 horas, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e tiveram discos de 6 mm de diametro
obtidos das orelhas para avaliacdo do edema segundo método descrito por Gébor &

Razga,1992.

Edema de orelha induzido por fenol

Nesse estudo, as orelhas direitas de camundongos Swiss (n = 7 / grupo) foram
pré-tratadas, topicamente, com 20 pLL de com solugao salina, dexametasona 4 mg/mL ou
OTH bruto, e espera de 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 pL. de fenol 10%
(v/v) diluido em acetona foi aplicado na orelha direita ¢ 20 pL do veiculo acetona

aplicado na orelha esquerda. Apdés 1 hora, os animais foram sacrificados por
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deslocamento cervical e discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas para anélise do

edema, segundo Gébor, (2000).

Quantificagdo do edema e do efeito inibitorio médio

Objetivando avaliar o percentual de inflamacao em cada animal analisado, foram
obtidos discos de 6 mm de diametro: um da orelha direita (tratada com agente
flogistico) e outro da orelha esquerda (tratada com veiculo). Em seguida, cada disco
obtido teve sua massa determinada com a utilizacdo de balanca analitica (Metler Toledo
AB204). O edema de orelha foi calculado pela diferenca entre a massa do disco obtido
da orelha esquerda (afetada pelo edema) e a massa do disco obtido da orelha direita
dividido pelo numero de animais do grupo para a obten¢cdo da media do edema. Ja o
calculo do efeito inibitério médio da inflamacdo (EIM, em %) de cada tratamento,
seguiu-se aplicando a seguinte formula:

MPEEMI - MPEHH'. I

LT ='
EiM ) ! l""I1F:‘E:-:-r.‘.

x 100

onde MPEtrat ¢ a média do percentual de edema do grupo submetido a tratamento
com OTH ou farmaco padrao e MPEcont ¢ a média do percentual de edema do grupo

controle negativo (tratado com salina ).

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os valores obtidos foram expressos em média + erro-padrao (E.P.M.). Os testes
que possuem trés ou mais grupos € uma unica avaliagdo das amostras, as diferencas

obtidas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) de uma via,
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seguindo-se do teste de Student-Newmann-Keuls. Para os ensaios que possuem trés ou
mais grupos e cuja avaliagdo das amostras se deu em varios intervalos de tempo (edema
de orelha induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de créton), as diferencas entre os
grupos foram submetidas 8 ANOVA de duas vias, seguindo-se do teste de Bonferroni,

considerando diferencas significativas valores de P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

RENDIMENTOS DAS AMOSTRAS

A tabela 2 mostra o rendimento obtido na preparacdo das amostras (extrato
metanolico de 7. hispidus; decoctos de T. hispidus e T. semitaeniatus; e 6leo fixo de T.
hispidus).

Tabela 2. Peso fresco, Peso seco e rendimento dos extratos metanolicos, decoctos e

oleo de Tropidurus hispidus e Tropidurus semitaeniatus (g).

Espécie Peso fresco Peso seco Solvente Extrato bruto
Rendimento
Tropidurus hipidus
Pele 89,14 44,5275 Metanol (EMTH) 1,9672
Banha 33,66 - Hexano (OTH) 8,4107
Animal inteiro 193,5 52,00 Agua destilada (DTH) 11,0539

Tropidurus semitaeniatus

Animal inteiro 94,68 27,7067  Agua destilada (DTS) 4,4885

EMTH-Extrato Metanolico de Tropidurus hispidus; OTM-Oléo de Tropidurus hispidus;
DTH-Decocto de Tropidurus hispidus, DTS-Decocto de tropidurus semitaeniatus.
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ANALISE DA PROSPECCAO QUIMICA DO EXTRATO
METANOLICO E DECOCTO DE T. HISPIDUS E DECOCTO DE T.
SEMITAENIATUS

Os resultados da prospeccao quimica revelaram a presenca de Alcaloides em

todas as amostras com exce¢ao do Decocto de 7. hispidus (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado da prospeccdo quimica do extrato e decocto de Tropidurus
hispidus e decocto Tropidurus semitaeniatus.

Classe de Metabolito Secundario EMTH DTH DTS

Fenois - - -
Taninos Pirogalicos - - -
Taninos flobaténicos - - -
Antocianinas - - -
Antocianidinas - - R
Flavonas - - R
Flavonois - - -
Xantonas - - -
Chalconas - - R
Auronas - - R
Flavononois - - -
Leucoantocianidinas - - -
Catequinas - - -
Flavononas - - R
Terpenos - - -

Alcaloides + - +

EMTH - Extrato Metanolico de Tropidurus hispidus; DTH - Decocto de T. hispidus;

DTS - Decocto de T. semitaeniatus. (+) presenga, (-) auséncia.

Este ¢ o primeiro registro da presenca de alcaloides em lagartos, sendo este fato

j& observados em anfibios que adquirem os alcaloides dos insetos que ingerem, como o
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sapo da espécie Dendrobates pumilio (Schmidt, 1857) (Saporito et al., 2010). Em outro
estudo foram identificados alcaloides em 25 espécies de ras do género Ameerega, sendo
esses alcaloides obtidos da ingestdo de formigas (Daly et al., 2009). A busca por
compostos bioativos em animais surge como uma fonte alternativa de novas drogas. Os
anfibios se mostram como principais fornecedores de metabolitos como alcaloides e
isso desde tempos antigos. Os chineses administravam a pele e as secrecdes de
glandulas pardtidas de sapos para regular fungdes corporais internas e a fertilidade ou
como uma panaceia contramordida de cachorro raivoso (Costa-Neto & Alves 2010).
Lazarus & Attila (1993) dizem que pesquisas laboratoriais demonstraram que sapos €
ras fornecem compostos com agdo terapfutica, como a magainina (antibidtico).
Peptideos extraidos de secregdes de ras da espécie Phyllomedusa bicolor, ja estdo sendo
usadas no tratamento da depressdo, derrame e perda cognitiva em doencas degenerativas
como o mal de Alzheimer (Amato, 1992). O registro de alcaloides verificados em
espécies de repteis como Tropidurus hispidus e semitaeniatus vem somar nessa busca
de novas fontes de substancias bioativas e levantar a curiosidade na busca desses

compostos em outras espécies de repteis.

Ii_l N +'*‘;..-""""-.\“.‘,-‘_~.
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Figura 3. Estrutura de Alcaloide encontrado em pele de anfibios (Daly et al.,

2009).
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Os lagartos estudados do género Tropidurus apresentam uma alimentagao basica
de insetos com uma tendéncia para a especializagdo de formigas em espécies arboreas
(Vitt & Zani, 1996).

Os alcaldides sdo por defini¢do compostos que contém Nitrogénio mas que nao
sdo péptidos nem nucledsidos. S3o o grupo de metabolitos secundarios onde existe
maior diversidade estrutural sendo conhecidos mais de 5000 compostos, a maior parte
deles provenientes de plantas, embora também tenham sido encontrados alcaldides em
fungos e em animais, incluindo os mamiferos (Pelletier, 1982). Existe um grande
interesse no estudo dos alcaloides devido suas multiplas atividades bioldgicas, dentre
elas a farmacologica e antimicrobiana (Bruneton, 1999).

A utilizagdo dos lagartos 7. hispidus e T. semitaeniatus na medicina tradicional
(Alves & Rosa, 2007; Alves et al.,2007; Barbosa et al.,2007; Costa-Neto, 2000; Freire,
1996; Marques, 1995), pode ser um indicativo de sua bioatividade e a identificagdo de
alcaloides em extratos desses lagartos pode confirmar tal hipotese. Como esses lagartos
sdo amplamente distribuidos (Rodrigues, 1987), e encontrados em grande numero,
mesmo em areas antropizadas, pode-se imaginar um possivel mecanismo de
sobrevivéncia a partir da deposi¢cdo de alcaloides acumulados por eles, como ocorre

com anfibios que acumulam alcaloides em sua pele como mecanismo de defesa.

ATIVIDADES  ANTIMICROBIANA E MODULADORA  DE
ANTIBIOTICOS DO EXTRATO, DECOCTO E OLEO DE T. HISPIDUS
E DECOCTO DE T. SEMITAENIATUS.

Os resultados mostraram que os extratos metanolicos da pele 7. hispidus assim

como o decocto e oléo da mesma especie e de 7. semitaeniatus ndo apresentaram
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atividade antibacteriana relevante do ponto de vista clinico, tendo sido obtido um CIM
>1024 para todas as cepas bacterianas testadas sugerindo, portanto uma ineficiencia do
uso medicinal dos lagartos contra infec¢des bacterianas. Foi entdo investigado se DTH
e DTS assim como o EMTH e OTH possuiam atividade bacteriana em sinergismo com
antibioticos de uso comum.

Na linhagem SA358, o DTS em associagdo com a canamicina e amicacina
reduziu a CIM destes antibioticos significativamente como observado na tabela 4. O
DTH também modulou a a¢do do aminoglicosideo canamicina. J4 com a linhagem
multirresistente Pseudomonas aureuginosa RB1, tanto o DTH quanto o DTS
apresentaram sinergismo com os aminoglicosideos Neomicina e Gentamicina(Tabela 4).

O extrato metanolico e o 6leo de 7. hispidus foram também associados aos
mesmos aminoglicosideos para analise de efeito modulador. Os resultados mostraram
que o OTH ndo teve nemhuma interferéncia na acdo dos aminoglicosideos. J4 o EMTH
em associagdo com a gentamicina reduziu sua CIM de 39,06 para 9,76 frente a SA358.

Um efeito antagonico foi verificado com o EMTH que quando associado a
Amicacina aumentou sua CIM de 39,06 para 156,25 frente a linhagem SA358 (Tabela
5).

Assim como no presente trabalho ficou evidenciado uma CIM nao significativa
do ponto de vista clinico com o extrato, decocto e 6leo de T. hispidus, assim como o
decocto de T. semitaeniatus todas >1024, resultado semelhante foi encontrado em
estudos realizados por Ferreira et al., (2009) que demonstrou a ineficiéncia da banha de
Teia (Tupinambis merianae) como antimicrobiano, usada pela medicina popular, diante
das infec¢des causadas por linhagens de bactérias como E. coli e S. aureus, obtendo um

CIM também >1024 ng/mL.
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Tabela 4. Valores da CIM (ug/ml) de aminoglicosideos na presenca de 128 pg/mL dos Decoctos de 7. hispidus e T. semitaeniatus contra

Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358 e Pseudomonas aeuruginosa RB1.

EC 27 SA 358 PA RB1
CIM CIM combinado CIM CIM combinado CIM CIM combinado
Antibioticos DTH DTS DTH DTS DTH DTS
Kanamicina 78,12 78,12 78,12 156,25 39,06 39,06 625 625 625
Amicacina 78,12 78,12 78,12 156,25 156,25 19,53 312,5 312,5 312,5
Neomicina 78,12 78,12 78,12 78,12 78,12 78,12 625 78,12 156,25
Gentamicina 19,53 19,53 19,53 9,76 9,76 9,76 78,12 19,53 19,53

DTH - Decocto de Tropidurus hispidus; DTS - Decocto de tropidurus semitaeniatus.
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Tabela 5. Valores da CIM (ug/ml) de aminoglicosideos na presenca de 128 pg/mL de Extrato Metanoico da pele de T. hispidus e Oléo de T.

hispidus contra Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358 e Pseudomonas aeuruginosa RB1.

EC 27 SA 358 PA RB1
CIM CIM combinado CIM CIM combinado CIM CIM combinado
Antibioticos EMTH OTH EMTH OTH EMTH OTH
Kanamicina 156,25 156,25 156,25 625 625 625 1250 1250 1250
Amicacina 156,25 156,25 156,25 39,06 156,25 39,06 625 625 625
Neomicina 78,12 78,12 78,12 156,25 156,25 156,25 1250 1250 1250
Gentamicina 39,06 39,06 39,06 39,06 9,76 39,06 312,5 312,5 312,5

EMTH — Extrato Metanélico de Tropidurus hispidus; OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.
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Ferreira et al.,(no prelo) , também avaliou a eficacia do 6leo de Boa constrictor
(Jibdia), como antimicrobiano frente as cepas E. coli, S. aureus, P. aureuginosa e
Proteus vulgaris, demonstrando que ndo ha bases farmacoldgicas para o uso desse
produto zooterapico como um antibidtico (isoladamente) para o tratamento de doencas
causadas por bactérias.

O uso popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado como guia para
pesquisas farmacolédgicas (Elisabetsky, 1987; Babu et al., 1997). Verificar se um
produto natural apresenta, ou ndo, a atividade biologica atribuida, ¢ bastante relevante
em varios aspectos. O campo farmacolégico vem buscando novas fontes de
medicamentos, principalmente, os de efeito antibidticos (Hernandez et al., 2003, Silva-
Santos et al., 2004, Duarte et al., 2005, Gayoso et al., 2005; Michelin et al., 2005; Lima
et al., 2006a, b; Santos et al., 2007,; Silva et al., 2007; Aguiar et al., 2008; Silva et al.,
2008; Salvagnini et al., 2008; Simdes et al., 2008), que devido o seu uso indiscriminado
vem perdendo em muito seus efeitos medicinais (Georgopapadakou, 2002, Nostro et al.,
2004). Também a desmistificagdo de mitos e crencas em relacdo a muitos produtos
naturais criados sobre as propriedades medicinais as vezes inexistente e que pode gerar
em muitos casos, uma caga predatoria indiscriminada a espécies ameagadas de extingdo
(Costa-Neto, 2005; Begossi et al., 1999; Hunt & Vincente, 2006) bem como o risco a
saude que o uso ndo apropriado de produtos naturais pode trazer (Alves & Rosa, 2005;
Hunt & Vincente, 2006). Sabe-se que alguns produtos naturais (derivados de plantas,
animais e minerais) usados na medicina tradicional podem causar sérios efeitos
adversos (De Semet, 1991). Além disso, na maioria dos trabalhos sobre zooterapia, ndo
¢ relatado efeitos adversos relacionado ao uso dos animais medicinais (Alves & Rosa,

2006). Por isso, ha necessidade de estudos mais aprofundados acerca dos produtos
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naturais de origem animal que representa um percentual de estudos diminuto em relagdo
a fitoterapia (Harvey, 2008).

Contrapondo, um efeito sinérgico foi observado com os extratos testados em
associagdo com determinado aminoglicosideos, diminuindo a CIM dos antibidticos
aminoglicosideos frente as cepas bacterianas utilizadas (Tabela 4 e 5), o que também
vem sendo verificado em outros estudos realizados com produtos naturais (Ferreira et
al., 2010; Coutinho et al.,2009, 2010), gerando uma necessidade de se entender como as
substancias agem para aumentar o efeito antibacteriano dos antibidticos, ja que a
diminui¢do na concentragdo dos antibidticos em valores bastantes significativos se
mostra relevantes nos estudos farmacologicos/microbiologicos.

O uso de extratos como agentes antimicrobianos, apresenta um baixo risco de
aumento da resisténcia microbiana a sua ag¢do, porque sdo misturas complexas, fazendo
com que haja maiores dificuldades para adaptabilidade microbiana (Daferera et al.,
2003). Segundo Matias et al., (2010) os mecanismos pelos quais os extratos podem
inibir o desenvolvimento de microrganismos envolvem diferentes modos de agdo, e em
parte pode ser devido a caracteristica hidrofobica de alguns componentes. Varios
componentes dos extratos podem atuar como permeabilizantes da membrana celular,
aumentando penetracao de antibioticos (Helander et al., 1998). A presenca de alcaloides
encontrados nos extratos usados neste ensaio antimicrobiano pode ser um forte indicio
de que se deve a esta substdncia a atividade bioldgica constatada nos ensaios de
modulacdo da resisténcia bacteriana, uma vez que esses extratos quando associados aos
aminoglicosideos reduziram significativamente a CIM destes (Tabela 4). Muitos
estudos tem demonstrado a atividade farmacoldgica de alcaloides (Paulo et al, 1992).
Alcaloides com atividade antimicrobiana também foi evidenciado em extrato de pele de

anfibios (Santos et al., 2009). No caso do DTH, em que ndo foi observada a presenga de
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alcaloides e ainda assim verificado sinergismo com determinados antibidticos, outra
possivel substancia bioativa pode ser a causa do seu efeito sinérgico. Ja em casos onde
se observa antagonismo entre as substancias testadas e os antibidticos, como visto no
presente trabalho, compreender as causas que desencadeiam esse processo ¢ de extrema
importancia, j& que o uso combinado de antibidticos com outras substancias pode
acarretar efeitos negativos como o antagonismo também observado neste estudo.
Segundo Granowitz & Brown (2008), o efeito antagonista devido ao uso combinado de
antibidticos resulta provavelmente de uma quelagdo entre os mesmos. Provavelmente,
isto pode ser um indicativo do efeito antagonista da interacdo entre EMTH com os
aminoglicosideos diminuindo a atividade dos antibioticos.

E importante notar que o uso de produtos naturais associados a drogas
comercialmente disponiveis ja foi relatado na literatura, mostrando o uso combinado de
produtos naturais e farmacos industrializados no tratamento de diversas doengas (Shin
et al., 2007). Calvet-Min et al., (2008) documentou o uso de produtos da medicina
tradicional associados a medicina ocidental para tratamento de diarreia, vomito e dores
de estomago. Vandebroek et al., (2008), mostra o uso de produtos naturais e
medicamentos industrializados para tratamento de doengas do trato respiratorio e
digestorio.Ferreira et al., (2009) demonstraram a existéncia de antagonismo entre a o
0leo extraido da banha de Tupinambis merianae e aminoglicosideos.

A associagdo de produtos naturais a medicamentos pode ser algo muito benéfico
com verificado neste estudo quando determinados antibioticos tiveram a CIM diminuida
significativamente devido a interagdo com os extratos testados ou podem se caracterizar
um risco a saide quando ndo se conhece os seus efeitos, como se pode observar nos
ensaios aqui registrados com EMTH, que quando associado a amicacina diminuiu

significativamente a eficacia deste. Alves & Rosa (2007, 2010), que estudaram a
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comercializacdo de animais medicinais no Norte ¢ Nordeste do Brasil, ressaltam a
necessidade de se considerar interagdo com medicamentos alopaticos (que possam estar
sendo ingeridos pelo usudrio do produto zooterdpico) e seus possiveis efeitos negativos.
Alves (2010) relata que no Brasil a grande maioria de animais medicinais vem
sendo consumida com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades

farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO OLEO DE
T. HISPIDUS

A banha de animais ¢ um dos zooterapicos mais utilizados. De acordo com
Alves et al., (2008a) as banhas de animais como Caudisona durissa (cascavel), Gallus
domesticus (galinha), Iguana iguana (camaledo) e Tupinambis marianae (teil), sao
usadas intensivamente na pratica zooterapica. Isto pode ser devido ao fato dos animais
usados para fins terapéuticos serem principalmente vertebrados com significante
quantidade de tecido conjuntivo onde ¢ obtido a maior quantidade de medicamentos
(Alves & Rosa, 2006, 2007 a, 2007b, 2007¢c; Costa-Neto, 2005). No caso de 7. hispidus,
mesmo sendo um lagarto de pequeno a médio porte, por serem forrageadores
sedentarios e oportunistas (Vitt, 1995; Rodrigues, 1987, 1988; Vitt,1991; Bergallo &
Rocha, 1993; Vitt et al., 1997; Diazuriarte,1999), apresentam um certa quantidade de
banha na sua regido ventral, e devido a presenga significativa de banha de repteis sendo
usadas na pratica zooterapica, embora ndo haja nenhuma referencia do uso da banha de
T. hispidus na documentacgdo cientifica, foi avaliada sua eficacia clinica farmacologica

contra inflamagdes topica, uma vez que o uso medicinal desse animal também esta
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relacionado a doencas de carater inflamatério, como dores de garganta, amigdalites e

faringites (Costa-Neto, 2000).

Efeito do tratamento topico do OTH nos modelos de inflamag¢do cutanea

O ¢6leo de T. hispidus (OTH) apresentou significativa atividade anti-inflamatoria,
reduzindo a inflamagdo do edema de orelha de camundongos causada por Oleo de
Créton (em dose unica e multipla aplicagdo), Fenol e Acido Araquidonico. No modelo
de edema de orelha causado por Capsaicina, OTH nao apresentou reducdo significativa
do edema quando comparado ao grupo controle negativo tratado com solu¢do salina.
Estes testes com a avaliacdo do potencial anti-inflamatério do 6leo de 7. hispidus
indicam que o uso tradicional desta espécie em doencas de carater inflamatorio tem
embasamento farmacologico, sendo este o primeiro registro envolvendo avaliagdo do
potencial clinico-farmacolégico em modelos in vivo de espécies deste género

Tropidurus.

Avaliagdo do modelo de edema de orelha induzido pela aplica¢do unica

de oleo de croton

A aplicagdo unica de 6leo de croton induziu um edema na orelha direita dos
camundongos, de forma que o grupo controle apresentou significativo grau de edema
em comparagdo com os que foram pré-tratados com OTH. O efeito antiinflamatorio do
Oleo puro apresentou uma concentragao significativa em comparagdo ao grupo controle
(p<0,001) Também na concentracdo de 100mg/mL, uma redugdo significativa também

foi observada, porém em menor grau que o 6leo puro (p<0,05). Ja nas concentragdes de
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200mg/mL e 400mg/mL ndo foi observado diferenca significativa entre eles, (p>0,05),
sendo o dleo bruto a que representou melhor grau de efeito redutor do edema. (Figura 4
e Apéndice 1)

A média de inflamacdo na aplicagdo Unica de 6leo de créton em relagdo ao
controle negativo foi de 11,2 + 0,39 mg, enquanto o grupo tratado com a Dexametasona
4mg/mL apresentou reducdo do edema em 1,43 = 0,46 (P < 0,001), com um percentual
de inibicao de 87,5%. O grupo tratado com OTH puro teve uma media de redugdo do
edema de 5,71 + 0,68 (P < 0,001), com 49,1% de percentual de inibi¢do, o que
representa uma reducao significativa do OTH puro em relag@o ao controle negativo. Ja
nas concentracdes de 100, 200 e 400 mg/mL do OTH as medias de redu¢do do edema
foram de 8,37 = 0,71 (inibigao de 25%; P < 0,05), 11,0 = 0,73 (inibig¢ao de 1,78%) e
9,51 = 0,74 (percentual de inibi¢do de 15%) respectivamente, sendo portando o OTH

puro a dose mais significativa nos experimentos anti-inflamatorio.
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Figura 4. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido pela aplicacdo
unica de 6leo de créton (OC) em camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados
com salina em Acetona, dexametasona, OTH em Acetona nas doses 100, 200 ¢ 400
mg/orelha e OTH bruto e ap6s 15 minutos, receberam topicamente solucao de dleo de
créton 5% (v/v) em acetona. O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado
através do edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos
das orelhas apds 6 horas de aplicacao do 6leo de croton. As médias foram comparadas

com o grupo controle negativo e foram consideradas significativamente diferentes para
P < 0,05 (*P< 0,05 e ***P < 0,001 comparadas ao controle negativo; P<0,01
comparados ao grupo tratado com dexametasona. Analise estatistica: ANOVA de uma

via seguido do teste de Student-Newmann-Keuls).

Avaliagdo do modelo de edema de orelha induzida por aplicagao multipla

de oleo de croton

No modelo inflamatdrio cronico pela aplicagdo multipla de 6leo de croton o

OTH e a dexametasona foram aplicados por duas vezes ao dia durante quatro dias
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(Figura 5 setas), demonstrando uma significativa redu¢do em relacdo ao controle
negativo. O controle negativo apresentou um edema de 11,6 = 1,9 mg. A dexametasona
e 0 OTH demonstraram diminui¢ao significativa de 4,21 + 0,40 mg (P <0,01) e 4,21 +
0,94mg (P < 0,001) respectivamente, ambos com um percentual de inibicao de 63,7 % .

(Figura 5 e 6 e Apéndice 2)
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Figura 5. Curva tempo-resposta do efeito do OTH sobre o edema de orelha
induzido pela aplicaciio miiltipla de Oleo de Croton (OC) em camundongos Swiss.
O experimento foi conduzido em 9 dias. Os animais receberam OC em acetona na
orelha direita em dias alternados e veiculo acetona na orelha esquerda. A espessura da
orelha desafiada com o agente flogistico foi mensurada com paquimetro digital antes da
aplicacdo do OC, quatro horas ap6s a primeira aplicagdo do OC (fase aguda) e nos
tempos 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 192 horas apds a primeira aplicagdo do OC. No
5° dia do experimento (96 horas apds a primeira aplicagao de OC), a orelha dos animais
recebeu veiculo salina (controle negativo), dexametasona ou OTH bruto (20 puL, 2 vezes
ao dia), prosseguindo o tratamento durante os 4 dias posteriores (setas apontam os dias
em que houve tratamento). O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado
através da variacao da espessura da orelha, calculado pela diferenca entre a espessura
final e a inicial. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo e foram
consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01; ***P < 0,001
comparadas ao controle negativo, ANOVA de duas vias seguido do Teste de
Bonferroni).
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Figura 6. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido pela aplicacio
miltipla de d6leo de croton (OC) em camundongos Swiss. A aplicacdo de OC foi
conduzida em dias alternados, durante 9 dias. No 5°, 6°, 7° e 8° dias do experimento, a
orelha dos animais recebeu salina (controle negativo), dexametasona ou OTH bruto (20
uL, 2 vezes ao dia). O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do
percentual de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro
obtidos das orelhas apds 192 horas da primeira aplicagdo do OC. As médias foram
comparadas com o grupo controle negativo e foram consideradas significativamente
diferentes para P < 0,05 (**P < 0,01; ***P < 0,001 comparadas ao controle negativo.
Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida do teste de Student-Newmann-Keuls).

Avaliacdo do modelo edema de orelha induzido por Acido Araquidénico

(AA)

No modelo de edema induzido por AA OTH também demonstrou relevante
redu¢do do edema com 3,13 £+ 0,20 mg (P < 0,001), assim como a Indometacina com

2,48 £ 0,47 mg (P <0,001) em relagdo ao controle negativo com um peso de edema de
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5,71 £ 0,26 mg. O percentual de inibi¢do para OTH e Indometacina foi de 45,6% e 57%

respectivamente. (Figura 7 e Apéndice 3)
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Figura 7. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido por acido
araquidonico (AA) em camundongos Swiss. Os animais foram previamente pré-
tratados com salina, indometacina, dexametasona e OTH puro (20uL/orelha). Apos 15
minutos, receberam topicamente acido araquidonico 0,1 pg/mL em acetona. O efeito
antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de edema
calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas apods 1
hora de aplicacao do AA. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo
(C) e foram consideradas significativamente diferentes para P < 0,05 (*P< 0,05; **P <
0,01 e ***P < 0,001 comparadas ao controle negativo; # P < 0,01 comparadas ao grupo
tratado com indometacina. Anélise estatistica: ANOVA de uma via seguido do teste de
Student-Newmann-Keuls).
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Avaliagdo do modelo de edema de orelha induzido por fenol

Em relacdo ao edema de orelha induzido por fenol, o grau do edema do cotrole
negativo foi de 9,70 = 0,96 mg, enquanto o grupo tratado com dexametasona ¢ OTH
foram ambos de 6,0 = 0,56 mg (inibi¢do de 38,1% ) sendo o desvio padrio para a

dexametasona P < 0,05 e para o OTH P <0,01. (Figura 8 e Apéndice 4)
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Figura 8. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido por fenol em
camundongos Swiss. Os animais foram pré-tratados com salina, dexametasona (DEX)
e OTH puro. Apo6s 15 minutos, receberam topicamente 20 pL de fenol 10% (v/v) em
acetona. O efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual
de edema calculado a partir das massas de discos de 6 mm de didmetro obtidos das
orelhas apos 1 hora de aplicagdo do fenol. As médias foram comparadas com o grupo
controle negativo (salina) e foram consideradas significativamente diferentes para P <
0,05 (**P < 0,01 e ***P < 0,001. Anélise estatistica: ANOVA seguida do teste de
Student-Newmann-Keuls).
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Avaliagdo do edema de orelha induzido por capsaicina

Para o edema induzido por capsaicina ndo foi observado inibicdo do edema em
relacio ao OTH para com o controle negativa. Apenas o farmaco dexametasona
demonstrou seu efeito anti-inflamatorio na redug¢ao do edema sendo a media de redugao
de 2,00 + 0,60 mg (inibicdo de 37,5% e P < 0,05) em relacdo ao controle negativo com
um edema de 3,22 + 0,38 mg. O OTH apresentou um grau de edema de 4,05 £+ 0,18 mg,
sendo o P > 0,05 ndo sendo portanto significativo no processo inflamatorio induzido por

esse agente flogistico. (Figura 9 e Apéndice 5)

5-

w £
] ]

Edema (mg)
e

Controle negativo Dexa 4mg/mL OTH puro

Capsaicina

Figura 9. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido por capsaicina
em camundongos Swiss. Os animais foram inicialmente pré-tratados com salina
(controle negativo), dexametasona (DEX) 0,08 mg/orelha e OTH bruto (20 pL/orelha).
Apds 15 minutos, receberam topicamente capsaicina 0,01 pg/mL em etanol 90%. O
efeito antiedematogénico das substancias foi analisado através do percentual de edema
calculado a partir das massas de discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas apos
30 minutos de aplicacdo da capsaicina. As médias foram comparadas com o grupo
controle negativo (salina) e foram consideradas significativamente diferentes para P <
0,05 (**P < 0,01 comparadas ao controle negativo. Analise estatistica: ANOVA de uma
via seguido do teste de Student-Newmann-Keuls).
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Avaliagdo do edema de orelha induzida por aplicagdo subcutdnea de

histamina

No modelo de edema induzido por histmina aplicada intradermicamente, o
controle negativo que foi pré-tratado com salina (acetona) teve um edema de 2,78 +
0,31 mg. O grupo pré-tratado com a dexametasona apresentou uma reducdo do edema
em 1,55 £ 0,35 mg com percentuacdo de inibi¢do de 44,2% (P<0,05) e o OTH puro
reduziu significativamente o edema em relagdo ao controle com uma media de 1,40 +

0,37 com percentual de inibicao de 49,6% (P<0,05). (Tabela 10 e Apéndice 6)
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Figura 10. Efeito topico do OTH sobre o edema de orelha induzido pela aplicaciao
subcutinea de histamina em camundongos Swiss. Os animais, inicialmente
anestesiados, foram pré-tratados com salina (Controle negativo), dexametasona (DEX) e
OTH puro. Apo6s 15 minutos, receberam intradermicamente na orelha direita uma
injecdo de 5 pL de solugdo de histamina 100 mg/mL. O efeito antiedematogénico das
substancias foi analisado através do percentual de edema calculado a partir das massas
de discos de 6 mm de didmetro obtidos das orelhas apds 2 horas de aplicagao da
histamina. As médias foram comparadas com o grupo controle negativo e foram
consideradas significativas para P < 0,05 (*P < 0,05 comparadas ao controle negativo.
Analise estatistica: ANOVA seguida do teste de Student-Newmann-Keuls).
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Analise do efeito anti-inflamatorio do OTH frente aos modelos de indugdo

de edema

Embora nao tenha apresentado nenhuma atividade clinicamente relevante contra
bactéria, como se pode observar na Tabela 5, o OTH se mostrou bastante eficiente no
tratamento de inflamacdes topicas, com base na observagao da reducao da inflamacgao
no modelo animal usado nesse estudo. Mesmo ndo sendo eficiente contra as bactérias e
agentes infecciosos (que podem causar inflamacdes) OTH pode reduzir os efeitos das
substancias quimicas irritantes. Ferreira et al., (2009) encontrou resultados semelhantes
ao estudar o efeito medicinal do 6leo da banha de Tupinambis merianae que, embora
ndo apresentou efeito antibacteriano se mostrou eficiente na reducdo de inflamagdes
topicas induzidas pelos mesmos agentes flogisticos utilizados nesse estudo.

Para Das (2008), acidos graxos agem diretamente nos processo inflamatorios.
De acordo com Griswold et al., 1987, a membrana plasmatica das células epidérmica
produz Acido araquidonico que ¢ oxidado formando
prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, responsaveis pela inflam¢ao, como parte da
resposta imune provocada pelos antigenos como fosfolipase A2 (PLA2).

Estudos tém documentado que os acidos graxos demonstram
atividade  anti-inflamatéria, apoiando a sua utilizagdo no  tratamento
inflamag¢des da pele (Calder, 2005; Das, 2006, 2008). Ferreira et al., (2009)
demonstraram a eficdcia medicinal da banha de 7. merianae como antiinflamatorio em
modelos de edema de pata e de orelha.

Como dito anteriormente foram avaliadas as concentragdes de oleo fixo de T.
hispidus de 100 mg/mL, 200 mg/mL e 400mg/mL e o o6leo puro. O 6leo puro por

apresentar melhor efeito anti-inflamatorio se tornou a tinica dose a ser testada.
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O método de estudo da inflamacdo induzida pela aplicacdo multipla de dleo de
croton simula o tratamento tradicional realizado pelos medicamentos antiinflamatorios,
que ¢ justamente realizado ap6s a instalagdo do processo inflamatorio, o que para Alford
et al.,1992, permite uma avaliacdo da atividade dos compostos capazes de promover a
resolugdo de um processo inflamatorio cronico. Nesse modelo, o o6leo de croton
desencadeia um processo inflamatorio continuo caracteristicos de algumas doengas
inflamatorias cronicas da pele, sendo esta reagdo inflamatdria seguida pelo aumento do
peso das orelhas, migracdo intensiva celular de linfocitos T, neutrdfilos e macroéfagos
(Stanley et al,1991) . Para Green e Shuster (1987), Antiinflamatérios esteroidais
(corticdides) e inibidores da LOX sdo ativos nesse modelo, enquanto os inibidores da
COX, se mostram inativos. O OTH e a dexametasona inibiram o edema comparados ao
grupo controle. Quando comparamos o efeito do OTH puro no modelo de aplicagao
unica e multipla de 6leo de croton, observamos que a media de inibicdo do edema foi
mais eficiente no modelo de aplicagdo multipla (63,7%) com tratamento de 4 dias
(Figura 5 e 6). Isso pode ser explicado devido a biodisponibilidade de substancias que
proporcionam ag¢ao anti-inflamatorias no local.

O 4cido araquidonico ao ser aplicado topicamente ¢ metabolizado em varios
mediadores que induzem a formagdo do edema, como a PGE,, LTC4 e LTD4, como
conseqiiéncia do processo inflamatério instalado (Humes et al, 1986). Assim,
compostos que inibem o metabolismo do 4cido araquidonico em prostaglandinas e
leucotrienos podem ser identificados neste modelo. A aplicagdo topica do AA gera uma
resposta inflamatdria rapida caracterizada por intenso eritema e edema com pequeno
acimulo de neutréfilos, mediados por PGE2, LTC4 e LTD4, (Crummey et al., 1987,

Humes et al., 1986; Young et al.,1983).
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No entanto, Recio et al., (2000) sugerem que o edema induzido pelo AA ¢
preferencialmente um modelo de triagem para identificagdo de inibidores da LOX. Os
antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINE) inibem a via da COX, impedindo, portanto a
sintese das PG (Brooks & Day, 1991). Dessa forma, o farmaco de referéncia utilizado
neste modelo experimental foi a indometacina, um AINE de acdo antiinflamatéria
relacionada com a inibi¢ao ndo-seletiva das isoformas da COX (COX-1 e COX-2) e que
reverte de maneira efetiva o edema induzido pela aplicacdo topica do AA, conforme ja
descrito na literatura por Gébor, (2000). Da mesma forma que a indometacina, o OTH
também se mostrou efetivo na inibi¢do da formacdo do edema neste modelo,
diminuindo significativamente o edema nas orelhas sensibilizadas por AA em relagdo ao
grupo controle negativo (Figura 7 e Apéndice 3). Segundo Carlson et al., (1985)
modelos de edema induzidos por 6leo de croton e AA sdo extremamente uteis na
deteccdo de possiveis inibidores COX / LOX in vivo. Assim presumi-se que o OTH ¢
eficiente em desordens inflamatorias da pele e que o uso desse lagarto na zooterapia no
cuidado das doengas inflamatoérias pode estar relacionado com a diminui¢do dos niveis

de metabolitos do AA no tecido cutaneo.

A capsaicina (8-metil-Nvanilil-6-nonenemida) ¢ um alcaldide encontrado na
espécie Capsicum annuum L., e quando aplicada na pele produz uma imediata resposta
inflamatéria neurogénica, que se caracteriza por vasodilatagdo arteriolar, aumento de
fluxo sangiliineo e conseqiiente formacao de edema por extravasamento plasmatico,
além de sensibilizagdo a dor (Rauh, 2008). Tal efeito provém da estimulacdo de
neurdnios sensoriais de pequeno diametro e da liberagao de mediadores neurogénicos da
inflamagao como a histamina, serotonina e de neuropeptideos, seguido da formacgdo de
edema cujo pico maximo ¢ atingido at¢ 30 minutos apds a aplicacdo tdpica da

capsaicina (Zegarska et al., 2006; Sholzen et al., 2003; Gabor; 2000; Holzer, 1991).
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Por outro lado, ¢ proposto que o edema induzido pela capsaicina seja
primariamente mediado por neuropeptideos (substancia P, CGRP, VIP e neurocinina A)
liberados apos ativacdo dos neurdnios sensoriais, € estes, por sua vez, estimulam a
liberagdo de histamina e serotonina, sendo estes ultimos os mediadores responsaveis
pelo aumento da permeabilidade vascular no tecido inflamado segundo Inoue et al.,
1993. O OTH nao inibiu a formagdo do edema, induzido pela aplicagcdo topica da
capsaicina, 0 que sugere que os compostos presentes no OTH parecem ndo agir
diretamente nos receptores nos quais a capsaicina promove seu efeito (receptores
TRPV1). Estudos demonstram que o edema induzido pela aplicagdo tdépica da
capsaicina ¢ inibido por antagonistas da histamina e serotonina, mas ndo por inibidores
da COX, como a indometacina (metabolitos do 4cido araquidénico) (Inoue et al., 1993).
Na figura 7 e Apéndice 3 podemos observar podemos observar que OTH inibiu o edema
induzido por AA e 6leo de croton, sugerindo mais uma vez sua provavel participacdo na

diminui¢do da sintese de prostaglandinas (Garbor, 2000).

No modelo de edema induzido pela histamina aplicada intradermicamente, tal
agente flogistico causa vasodilatagdo € um aumento na permeabilidade vascular,
promovendo uma resposta edematogénica em poucos minutos (Brand et al., 2002). A
histamina ainda estimula fibras nervosas sensitivas através de mecanismos HI1-
dependentes que resulta em prurido. (Rang et al., 2007). A reagdo de hipersensibilidade
imediata ocorre apds a degranulacdo dos mastocitos e liberagdo da histamina. A
aplicacgdo topica prévia do OTH promoveu a inibi¢cao do edema induzido pela histamina
com um grau de significancia de P<0,05 (Apéndice 6 e Figura 10). O OTH poderia
ainda ser util no alivio de alguns sintomas da hipersensibilidade imediata, como o

prurido decorrente de algumas situagdes como picadas de insetos, interacdo com
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alérgenos, como exemplo, alguns oriundos de plantas. Porém, para tal indicagdo ainda ¢é

necessario a realizagdo de experimentos que confirmem sua atividade anti-pruriginosa.

O OTH bruto reduziu de maneira significativa o edema induzido por fenol
(Figura 8 e Apéndice 4) quando comparado com o grupo controle demonstrando uma
possivel eficacia desse extrato no tratamento da dermatite de contato frente a agentes
irritantes. Em resposta a estimulos exdgenos, como o fenol, os queratindcitos produzem
mediadores quimicos importantes na irritagdo primaria de contato, incluindo citocinas
associadas a propriedades pro-inflamatorias, tais como IL-1 o, TNF- o e IL-8 (Lim et
al., 2004; Wilmer et al., 1994). Um dos mecanismos pelos quais o fenol desencadeia a
irritagdo cutanea seria a ruptura da membrana plasmatica dos queratindcitos por efeito
direto, resultando na liberacdo da IL-la pré-formada, além de outros mediadores
inflamatorios como os metabolitos do AA e ROS. As citocinas proinflamatérias sdo
induzidas nesse modelo por um mecanismo diferente daquele observado no modelo de
inflamacao cutanea induzido pelo TPA, onde a indugdo das citocinas ocorre via ligagao
a receptores especificos, através de vias dependentes da PKC, nas quais envolvem
fatores de transcrigdo nuclear (Wilmer et al., 1994). Porém, apesar da resposta
inflamatoéria ser desencadeada por diferentes vias, ambos os modelos compartilham do
envolvimento dos metabdlitos do AA e ROS na resposta inflamatéria instalada. Dessa
forma, esses dados sugerem que o OTH pode estar exercendo sua acao antiinflamatoéria

por atuar sobre esses mediadores, como demonstrado no modelo do AA.

Calder (2005) propde que a ultilizacao de acidos graxos poderia resultar em uma
substitui¢do parcial do acido araquidonico nas membranas celulares por outros tipos de
acidos graxos (por exemplo, eicosapentaendico ou acidos docosahexaendico), o que
levaria uma diminui¢do na producao de acido araquidonico e seus derivados resultando

na atenuac¢ao da inflamacgao.
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Tendo em vista os modelos de edema de orelha induzidos por 6leo de croton,
AA, capsaicina, histamina e fenol, verifica-se que possivelmente o OTH apresenta
comportamento semelhante a firmacos que reduzem a producdo de metabdlitos do AA.
Sugere-se, portanto, que a acdo antiedematogénica do OTH esteja ligada a fatores que
modifiquem a producdo de eicosanoides inflamatérios, podendo sua agdo se dar por
inibicao das enzimas COX e LOX ou por producdo de eicosanoides anti-inflamatdrios
(PGEL1, lipoxinas ou outros).

A atividade antiinflamatéria de produtos naturais obtidos a partir de animais tem
sido verificada em outros estudos. Yoganathan et al., (2003) avaliou a atividade anti
inflamatoéria do oleo de de Dromaius novaehollandiae em modelos de inflamac¢do em
ratos da usando croton o6leo como agente flogistico. A porcentagem de inibicdo do
edema em camundongos tratados com 6leo Dromaius novaehollandiae foi de 70%.
Falodun et al., (2008) observaram a eficacia da gordura de Boa constrictor contra a
inflamacdes da pele, cujos trés concentragdes de gordura apresentaram  uma
percentagem de reducdo do edema de 65% (12 mg / orelha), 42% (6 mg / orelha) e 63%
(3 mg / orelha). Estes resultados mostram a relevancia para avaliar mais os produtos
naturais obtidos de animais contra doengas inflamatorias.

Costa-Neto & Alves, (2010) afirmam que o uso disseminado e constante de
matérias-primas de origem animal e o relato testemunhal de seus usudrios quanto a sua
eficdcia permitem supor que substancias de valor farmacoldgico ainda desconhecidas ou
pouco investigadas pela ciéncia possam estar presentes. Sendo adequadamente
estudados, tais conhecimentos podem abrir perspectivas para a descoberta de novas
fontes de remédios para o bem-estar humano, alem de possibilitar a valorizagdo

econdmica de espécies animais consideradas como nocivas e/ou intteis.
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CONCLUSOES

1. Os decoctos e extratos de 7. hispidus e T. semitaeniatus quando isolados nao
apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano frente as cepas E. coli, S.
aureus e P. aureuginosa,

2. O OTH nao demonstrou nenhuma atividade antimicrobiana isolado ou em
associacdo com aminoglicosideos frente as bactérias E. coli, S. aureus e P.
aureuginosa,

3. Quando em associagdo com aminoglicosideos os decoctos de 7. hispidus e T.
semitaeniatus diminuiram a CIM dos antibidticos Amicacina, Canamicina,
Gentamicina e Neomicina frente as cepas bacterianas S. aureus e P.
aureuginosa,

4. O extrato metanodlico da pele de 7. hispidus em associacdo com a Gentamicina
apresentou modulagdo significativa reduzindo a CIM deste antibiotico e em
associagdo com a Amicacina apresentou efeito antagonico aumentando a CIM
do aminoglicosideo;

5. O oleo derivado da gordura corporal 7. hispidus demonstra atividade anti-
inflamatoria contra o edema de orelha induzido por dleo de créton, o éacido
araquidonico, histamina e fenol. Os 4cidos graxos presentes no OTH
provavelmente respondem a inibi¢do via do 4cido araquidonico e seus

metabolitos, reduzindo assim a produ¢ao de mediadores pro-inflamatorios.
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Apéndice 1. Efeito do OTH sobre o edema induzido pela aplicacao unica de oleo de

croton

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicao (%)
Controle Negativo - 11,2 +£0,39 -
Dexametasona 4 1,43 £0,46 87,5%
OTH puro 5,71+ 0,68 49.1%
OTH 100 8,37+0,71° 25%
OTH 200 11,0+ 0,73 1,78%
OTH 400 9,51+0,74 15%

Valores expressos em media = E.P.M. (*p < 0,05; ***p<0,001 vs controle); (ANOVA ¢

Teste de Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.

Apéndice 2. Efeito do OTH sobre o edema de orelha induzido pela aplicagao multipla
de oleo de croton

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicdo (%)
Controle Negativo - 11,6 £1,9 -
Dexametasona 4 421 + 0,40** 63,7%
OTH puro 4214094 63,7%

Valores expressos em media = E.P.M. (**p <0,01; ***p<0,001 vs controle); (ANOVA e

Teste de Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.

Apéndice 3. Efeito do OTH sobre o edema induzido por Acido araquidonico (AA) em

camundongos Swiss

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicdo (%)
Controle Negativo - 5,71 £ 0,26 -
Indometacina 100 2,48+047 57%
OTH puro 3,130,207 45.8%

Valores expressos em media = E.P.M. (***p<0,001 vs controle); (ANOVA e Teste de

Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.
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Apéndice 4. Efeito do OTH sobre o edema induzido por fenol

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicao (%)
Controle Negativo - 9,70 £ 0,96 -
Dexametasona 4 6,00 £ 0,56 38,1%
OTH puro 6,00 £ 0,56 38,1%

Valores expressos em media £ E.P.M. (*p < 0,05; **p<0,01 vs controle); (ANOVA e

Teste de Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.

Apéndice 5. Efeito do OTH sobre o edema de orelha induzido por capsaicina

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicio (%)
Controle Negativo - 3,22 +0,38 -
Dexametasona 4 2,00+ 0,60 37,5%
OTH puro 4,05+0,18 -25%

Valores expressos em media + E.P.M. (*p < 0,05 vs controle); (ANOVA ¢ Teste de

Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.

Apéndice 6. Efeito do OTH sobre o edema de orelha induzido por injecao
subcutanea de histamina

GRUPO Dose (mg/mL) Edema (mg) Inibicao (%)
Controle Negativo - 2,78 £0,31 -
Dexametasona 4 1,55+ 0,35* 44,2%
OTH puro 1,40 + 0,37 49,6%

Valores expressos em media = E.P.M. (*p < 0,05 vs controle); (ANOVA e Teste de

Student-Newman-Keul); OTH — Oleo de Tropidurus hispidus.
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Apéndice 7. Origem Bacteriana e Perfil de Resisténcia a antibioticos

Bactéria Origem  Perfil de Resisténcia

E. coli 27 Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf, Caz,
cirargica  Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

E. coli ATCC10536

S. aureus 358 Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para, But, Sis,
cirrgica Net

S. aureus ATCC25923 - -

Ast — Aztreonan; Ax — Amoxacilina; Amp — Ampicilina; Ami — Amicacina; Amox —
Amoxixilina; Ca — Cefadroxil; Cfc — Cefaclor; Cf — Cefalotina; Caz — Ceftazidima; Cip
— Ciprofloxacin; Clo — Cloranfenicol; Im — Imipenem; Can — Canamicina; Szt —
Sulfametrim; Tet — Tetraciclina; Tob — Tobramicina; Oxa — Oxacilina; Gen —
Gentamicina; Neo — Neomicina, Para — Paramomicina; But — Butirosina; Sis —

Sisomicina; Net — Netilmicina.
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