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RESUMO

A Marrubium vulgare (Lamiaceae) ¢ uma planta medicinal que tem importantes efeitos
farmacol6gicos como antiespasmoédico, analgésico e antiedematogénico em modelos de
roedores, efeitos atribuidos principalmente ao composto fitoquimico diterpénico marrubiina.
Apesar de seus efeitos terapéuticos serem estudados previamente, a investigacdo cientifica
sobre possivel toxicidade pré-clinica desta planta em bovinos, ndo haviam sido realizadas até
entdo. Bezerros Jersey neonatos (5 - 10 dias, n = 8), pesando de 20 a 25 kg, receberam
colostro nas primeiras horas de vida, permaneceram sob periodo de adaptacao por 6 dias em
baias, alimentando-se de quatro litros de leite ao dia, incorporadas a 500 ml de infusdao aquosa
de M. vulgare em dose aumentadas progressivamente (1, 2, 4 e 8 g/kg, 10 dias cada) para o
grupo estudado, e quantidade igual de dgua ao grupo controle. A ragdo aos bezerros foi
introduzida a partir do quinto dia ad libitum e os animais foram privados de forragens para a
manutencao do rimen afuncional, com o intuito de promover a absorcao dos principios ativos
vegetais apenas em nivel gastrintestinal, através do sulco esofdgico. Para realizagdo dos testes
hematoldgicos e bioquimicos as amostras de sangue foram obtidas através de puncdo da veia
jugular externa. A contagem de hemaécias e a determinagdo da concentracdo de hemoglobina
foram realizadas em contador automatico de células, por meio de centrifuga, onde o capilar
contendo a amostra foi centrifugado a 12.500 rpm, por 5 minutos € o volume corpuscular
médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados
através de formulas padronizadas a partir da contagem de hemaécias. A contagem de leucdcitos
totais também foi obtida em contador automdtico de células e a contagem diferencial de
leucocitos foi realizada em esfregaco sanguineo corado através da técnica do pandtico
simples, por andlise microscopica da lamina. As amostras de soro obtidas sem a adi¢cdo de
anticoagulante ao sangue, foram submetidas a centrifugacdo para a realizacio do exame
bioquimico de enzimas através do método cinético, em analisador semiautomatico
bioquimico, onde foi realizada a mensuracio das enzimas aspartato-aminotransferase (AST),
gama-glutamiltransferase (GGT), além de proteina total e albumina, para verificar possiveis
alteracdes hepdticas, e os metabdlitos ureia e creatinina para verificar a funcdo renal. A
administracao cronica da infusdo da M. Vulgare inibiu significativamente (P < 0,01 e Inibi¢ao
maxima [IM] de 59,33 = 4,91%) de neutréfilos e mondcitos (P 0,05 < e [IM] de 56,01 +
11.05%) em dose de até 8 g/kg. Os testes das enzimas (AST e GGT), proteinas, albumina,
bem como ureia e creatinina, nao apresentaram nenhuma alteracdo. O modelo proposto é
adequado para testes pré-clinicos em animais monogdstricos e pode fornecer parametros de
toxicidade e deteccdo de compostos fitoquimicos no sangue. A M. vulgare administrada por
via oral e cronicamente ndo mostrou efeitos adversos para a saude dos bezerros. Além disso, a
planta em infusdo inibiu os neutréfilos e mondcitos circulantes, sugerindo um efeito
imunomodulador em altas doses.

Palavras-chaves: Marrubium vulgare, bezerros, toxicidade, teste pré- clinico



ABSTRACT

The Marrubium vulgare (Labiate) is a medicinal plant that has important pharmacological
effects such as antispasmodic, analgesic and antiedematogenic in rodent models, mainly
attributed to its phytochemical compound diterpene marrubiin. Although its therapeutic
effects were previously studied, the scientific investigation of a possible preclinical toxicity of
this plant had not been carried out yet. Jersey weaned calves (5-10 days, n= 6 - 8), weighting
15 to 20 kg, remained under adaptation for 7 days in individual stalls. They received
colostrum during 5 days after birth, and from the day 6, they received 2.0 liters of milk with
50% of milk replacer in the morning and in the evening, which were incorporated 500 ml of
M. vulgare infusion in increasing doses (1, 2, 4 and 8 g.kg'l, 10 days each) to the studied
group and equal amount of water to the control group. Calf feed was introduced from the fifth
day ad libitum and animals were deprived of fodder for the maintenance of the nonfunctional
rumen via esophageal groove, to the gastrointestinal absorption of the plant active principles.
To carry out hematological/biochemical tests, blood samples were obtained through jugular
vein puncture. Through erithrogram, the red blood cells counting and the determination of
hemoglobin concentration with an automated blood cell counter was performed. Hematocrit
measurement was made in a centrifuge (12.500 rpm/5 minutes). Mean corpuscular volume
(MCV) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were calculated through
standard formulas. For white blood cells count, leukocytes were taken in automated blood cell
counter and the differential through stained by quick Panoptic method and microscopic
analysis. Serum biochemical test was made through kinetic method in semiautomatic analyzer
to evaluate aspartate-aminotransferase (AST), gamma-glutamyltransferase (GGT), total
protein and albumin for hepatic alterations, and the metabolites urea and creatinine to verify
the renal function. Chronic administration of M. vulgare infusion inhibited significantly
neutrophil (P < 0.01 and maximal inhibition [MI] of 59.33 £ 4.91%) and monocytes (P < 0.05
and MI of 56.01 + 11.05%) counts up to the dose of 8 g.kg!. Enzymes tests (AST and GGT),
proteins, albumin, as well as urea and creatinine, had no alteration. The model proposed is
suitable for preclinical tests in monogastric animals and may use parameters of toxicity and
phytochemical compounds detection in blood. M. vulgare administered orally and chronically
did not show adverse health effects in calves. Moreover, plant infusion inhibited neutrophils
and monocytes circulating, suggesting an immunomodulatory effect in high doses.

Keywords: Marrubium vulgare, calves, toxicity, preclinical testing
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1- Introducao
A Marrubium vulgare é uma planta medicinal aromdtica da familia da menta

(Lamiaceae) utilizada na medicina popular na forma de chds principalmente para o tratamento
de afeccdes do aparelho respiratorio e das vias gastrointestinais (NEWAL, 1996). Essa planta,
conhecida popularmente como maromba ou “marroio”, “marroio branco”, “horehound”
(Europa) ou “marute” (regido mediterranea), ¢ uma planta arbustiva perene, comumente
encontrada na regido serrana de Santa Catarina. Apesar de ser nativa do continente europeu e
paises asiaticos, adaptou-se muito bem ao clima e solo da regido Sul do Brasil. Contribuindo
para sua presenca em areas nao cultivadas, as margens de rodovias, campos de criacdo de
gado e até em terrenos com pouca fertilidade (BALME, 2004; NEWAL, 1996). Na medicina
popular difundida tanto na zona rural como no meio urbano, a M. vulgare in natura possui
uma forte etnoindicacdo para suas propriedades expectorante e descongestionante, além de
curar bronquite, tosse e catarro cronico. Também € recomendado por herboristas para
melhorar a circulacdo e aliviar problemas de figado e célicas menstruais. As folhas e flores
tém sido usadas de longa data em remédios caseiros como um tonico amargo para o resfriado
comum (DAWSON, 2000).

As partes aéreas floridas e seus extratos aquosos e hidroalcodlicos, na zona rural no
sul do Brasil, sdo utilizadas para o tratamento da tosse € como um colerético em disturbios
digestivos e biliares (WICHTL & ANTON, 1999). Na etnoveterinaria campeira a infusao
concentrada da planta é aplicada em infec¢des e processos inflamatdrios gastrointestinais
incluindo sindromes diarreicas inespecificas em bezerros (BALME, 2004; CIRILO, 1993;
SCHLEMPER et al., 1996). Ela também € usada na medicina tradicional por suas atividades
neurossedativa e anti-inflamatéria (MASCOLO et al., 1987; GIRRE, 2000).

Assim, a M. vulgare é uma planta multifuncional como fitoterdpico e estudos
farmacoldgicos desenvolvidos com o extrato hidroalcéolico, obtido a partir das raizes e partes
aéreas da mesma, apresentaram vdrias agdes bioldgicas, destacando-se como antiespasmddica
(SCHLEMPER et al., 1996), hipoglicémica (ROMAN et al., 1992), anti-hipertensiva (EL-
BARDALI et al., 2004), analgésica (DE SOUZA et al., 1998), anti-inflamatéria (SAHPAZ et
al., 2002; STULZER et al., 2006), antibacteriana e antifingica (MASOODI et al., 2008;
ZARAI et al, 2011; DEHBASHI et al., 2015), antioxidante (WEEL et al., 1999;
VANDERJAGT et al, 2002), hipolipidémica (HERRERA-ARELLANO et al.,, 2004;
BERROUGUI et al., 2006), inseticida (PAVELA, 2004), antiproliferativa para células
tumorais (YAMAGUCHI et al., 2006), hepatoprotetora em modelos de toxicidade aguda



9

(AKTHER et al., 2013; ETTAYA et al., 2015) dentre muitas outras atividades bioldgicas
relatadas .

Diversos compostos fitoquimicos foram anteriormente identificados na planta em
questdo, tais como flavonoides, glicosideos e dcidos organicos, e quantitativamente hd uma
predominancia de compostos diterpénicos e compostos fendlicos (MEYRE-SILVA &
CECHINEL-FILHO, 2010). A furanolactona diterpénica marrubiina € a mais estudada e seria
responsdvel pelas principais atividades bioldgicas atribuiveis a planta (PAPOOLA et al.
2013). A marrubiina também apresentou, em estudos anteriores, significantes efeitos
antiedematogénico e anti-inflamatério in vivo e in vitro (DE JESUS et al., 1999; STULZER et
al., 2006); mimetizando em alguns casos as ac¢des do extrato hidroalc6olico da M. vulgare.

Entretanto, os modelos experimentais até agora empregados na pesquisa com a M.
vulgare foram realizados em roedores, ndo havendo nada aprofundado e nem abordagens
especificas sobre possiveis efeitos toxigénicos da planta ou de seus componentes fitoquimicos
em outras espécies, como bovinos e humanos (BALME, 2004), Em resumo, nao existe na
literatura cientifica a descricao dos efeitos da M. vulgare especificamente em bovinos, o que €
de fundamental importancia, pois hd relatos da utilizacdo desta planta medicinal no meio rural
para tratamento de enfermidades nesses animais, principalmente as de origem gastrointestinal
e respiratéria (DE OLIVEIRA et al., 2011; ETTAYA et al., 2015).

Nesta conjuntura, mesmo fitoterdpicos importantes como formulagdes a base da M.
vulgare, podem ser capazes de exercer toxicidade organica (TAIBI et al., 2009), dependendo
de fatores como dose, frequéncia de exposi¢cdo e duracdo total do tratamento (AWE et al.,
2013). E preciso afirmar que estados fisiolégicos ou patolégicos podem induzir a alteragdes
quanto a absorcao, metabolismo e eliminacdo de metabolitos ou agentes toxicantes (NOUWS
et al., 1988), parte deste principio a importancia de conhecer a possibilidade da toxidade de
uma molécula aspirante a farmaco (TUROLLA, 2004).

A regidao Sudoeste do Parana € a maior produtora de leite do Estado, correspondendo a
26% da producdo estadual total, estimada em 3,6 bilhdes de litros por ano. Dada a
importancia da bovinocultura leiteira nessa regido, com um rebanho significativo, o niimero
de bezerros produzidos € numericamente expressivo (FERNANDES et al., 2004). Como €
sabido sdo conservadas na propriedade rural apenas as fémeas, com o intuito de preservar e
repor o rebanho leiteiro. Muitas vezes o destino dos bezerros machos é o descarte, sendo
comum o sacrificio desses individuos logo apds o nascimento por inconvenié€ncia operacional

e produtiva (PARRE et al., 2015).
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Assim, diante dessa caréncia de informacdes sobre a toxicologia da M. vulgare em
bovinos jovens, propdem-se o desenvolvimento de um teste de toxicidade pré-clinica para o
estudo de fitoterdpicos, sugerindo entdo para este, a utilizacdo de bezerros Jersey machos
neonatos, oriundos das propriedades rurais do Municipio de Realeza como modelo

experimental cientifico.

2- Objetivo Geral

Investigar evidéncias de toxicidade pré-clinica da planta Marrubium vulgare in natura

administrada sob a forma de infusio, pela via oral em bezerros neonatos da raca Jersey.

2.1-Objetivos Especificos

- Identificar alteracdes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e enziméticas em bezerros
Jersey submetidos a tratamento com doses crescentes e de forma crénica do infuso das partes
aéreas da Marrubium vulgare.

- Comparar quantitativamente os parametros hematoldgicos, bioquimicos e
enzimaticos dos bezerros do grupo submetido ao tratamento com extrato da M. vulgare com
os do grupo controle.

- Avaliar sinais clinicos tais como temperatura corporal, presenca de diarreia,
frequéncia cardiaca e respiratoria, dentre outras alteracOes gerais indicativas de possivel
toxicidade devido a administragc@o cronica da infusdo da M. vulgare.

- Propor um novo modelo experimental de toxicidade pré-clinica em bezerros

neonatos.

3- Contextualizaciao

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse na determinacdo de atividades
bioldgicas de plantas medicinais no meio cientifico. A M. vulgare, devido as suas estruturas
quimicas naturalmente presentes em sua maquinaria bioquimica secundaria, apresentou nos
experimentos a que foi submetida, sugestivos resultados positivos quanto ao seu potencial
farmac€utico. Nesse sentido as pesquisas cientificas anteriores foram direcionadas ao
reconhecimento e a identificacdo de suas propriedades terapéuticas e muito pouco foi relatado

sobre possiveis consequéncias deletérias.
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Devido a curiosidade cientifica em desvendar causalidade dos efeitos terapéuticos,
Aliev e Aliev (1956) descreveram pioneiramente a inibicdo das contracdes do musculo
cardiaco isolado de batrdquios. Schlemper e colaboradores (1996) descreveram e
comprovaram um significante efeito antiespasmédico do extrato hidroalcodlico da planta
Marrubium vulgare sobre ileo e utero de cobaias, pois a exposi¢do prévia desses fragmentos
de tecidos ao extrato promoveu uma reducdo dose-dependente das contragdes induzidas pela
acetilcolina, além de diminuir a resposta maxima a esse neurotransmissor contraturante de
musculos lisos. Foi postulado que esse efeito antiespasmddico poderia ser devido a
interferéncia no influxo de célcio para o meio intracelular ou pela liberacdo de reservas
intracelulares, indicando que os constituintes presentes no extrato da M. vulgare poderiam
afetar a concentracdo desse mineral no meio intracelular nestas preparacdes de tecidos
isolados (EL BARDAI et al., 2004).

Foi demonstrado que o extrato hidroalcodlico da M. vulgare possui efeito analgésico
significativo, utilizando-se diferentes modelos de dor induzida quimicamente. As ac¢des do
extrato hidroalcodlico da M. vulgare foram observadas através do teste de contorcao
abdominal induzida pelo acido acético e modelo de dor induzida por formalina injetada na
pata de camundongos. Esses testes levaram os autores a sugerir que o extrato atua por alguns
mecanismos periféricos do controle algésico. E claro que o teste de dor induzido pelo dcido
acético e formalina sdo um tanto inespecificos, mas foi comprovado que o extrato bruto é
capaz de abolir parcialmente a dor periférica induzida, por um mecanismo ndo-opidide (DE
SOUZA et al, 1998). Essas propriedades foram reforcadas através da investigagdo
farmacoldgica da fracdo hexanica, rica em terpenos, em modelos de dor, inflamacdo e
proliferacao celular simultaneos, o que reforcou a hipdtese da atividade analgésica
anteriormente descrita (KANYONGA et al., 2011). Outro destaque da planta é quanto a sua
atividade analgésica aplicada em um modelo experimental de dor estimulada eletricamente
em polpa dentdria de ratos Wistar. O modelo foi conduzido através da implantacdo de
microelétrodos na polpa dentaria dos incisivos superiores, ligados a um estimulador elétrico
de baixa tensdo, com a finalidade de simular a algesia aguda. Apds a recuperacgdo cirdrgica,
foram administradas dosagens do extrato hidroalcéolico da M. vulgare por um periodo de dez
dias em 15 animais. Como resultado verificou-se uma potente a¢do analgésica nesse modelo
(GIROTTO, 2004).

Também € descrita tendéncia do extrato das folhas da M. vulgare a reversao do
transporte de colesterol ao ateroma em artérias afetadas pela aterosclerose. Estas

caracteristicas, juntamente com as propriedades antioxidantes, podem reduzir o acimulo de
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lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sitio ateromatoso de artérias, prevenindo o
aparecimento de doengas cardiovasculares e conferindo efeito cardioprotetor (BERROUGUI
et al., 2006; MNONOPI et al., 2011; YOUSEF et al., 2013).

As atividades bioldgicas do extrato da M. vulgare previamente estabelecidas tanto pela
etnofarmacologia, como por pesquisas cientificas, induziram a investigacdo quanto a possivel
atividade antiproliferativa celular, focando em células cancerigenas isoladas de tumores
colorretais de humanos. Foi descrito que o extrato hidroalcodlico seria capaz de aumentar a
expressdo de um gene ativado por farmacos anti-inflamatdrios nio esteroidais (NAG-1). Esse
€ um provavel mecanismo de acdo supressor tumoral, cuja expressao pode ser aumentada por
drogas anti-inflamatérias. Sabendo-se que as folhas do marroio contém vdrios principios
ativos com caracteristicas anti-inflamatorias tais como a marrubiina e o marrubenol, estes
compostos poderiam ser responsdveis pelos efeitos quimio-preventivos do extrato
(YAMAGUCHI et al., 2006). E reportada ainda na literatura, atividade citotéxica dos Gleos
essenciais da M. vulgare em cultura de células neopldsicas, com atividade inibitéria do
crescimento celular neopldsico, porém néo especificando o mecanismo de inibi¢do (ZARAI et
al., 2011). Da mesma maneira o fitoconstituinte ladaneina, uma flavona metilada isolada da
M. vulgare apresentou atividade contra o crescimento celular de linhagens mieldides e
linfoides (tipo B), leucémicas de humanos (ALKHATIB et al., 2010).

Foram delineados também modelos experimentais para avaliar o potencial
antidiabetogénico da M. vulgare, pois ela possui uma longa tradicdo na indicagdo
etnofarmacoldgica para o controle da glicemia em humanos. Novaes et al. (2000)
descreveram pela primeira vez que a M. vulgare poderia ser usada como adjuvante no
tratamento da diabetes mellitus. Foram utilizados ratos diabéticos, induzindo essa condicao
patoldgica através da administracdo de aloxana, droga capaz de induzir necrose especifica das
ilhotas de Langerhans. Os resultados mostraram que com a aplicagdo do extrato aquoso no
grupo diabético, os niveis de glicose no sangue foram 3 a 4 vezes menores que no grupo de
controle, evidenciando declinio acentuado nos niveis glicémicos, observados a partir do
terceiro dia de tratamento com trés doses didrias do extrato da M. vulgare. Estes resultados
confirmaram que a planta medicinal pode ser considerada um agente para o tratamento da
diabetes mellitus (BOUDJELAL et al., 2012; MNONOPI et al., 2012).

E relatada ainda acdes antibacterianas do Sleo essencial da M. vulgare sobre algumas
cepas bacterianas resistentes a antibidticos. O extrato metandlico da M. vulgare exibiu
moderada, porém significativa atividade antibacteriana contra algumas cepas imortalizadas de

bactérias. Dentre as espécies bacterianas sensiveis ao extrato estavam Bacillus subtilis,
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Staphylococcus epidermidis e o Staphylococcus aureus. A atividade antiftingica dessa planta
contra fungos patogénicos, mostrou que o 6leo essencial tem atividade em Botrytis cinerea,
enquanto Fusarium solani, Penicillium digitatum e Aspergillus niger foram menos sensiveis
ao o6leo essencial (DEHBASHI et al., 2015). Foram avaliadas as atividades molusquicida da
M. vulgare sobre adultos e ovos de Biomphalaria alexandrina, bem como atividade
mosquitocida do 6leo essencial da planta para estdgios larvais e pupais de Culex pipiens, com
efeitos inibitérios significantes (SALAMA et al., 2012).

Henderson & Mc Crindle (1969) isolaram pela primeira vez o marrubenol, que é um
derivado obtido a partir da marrubiina. Hoje amplamente conhecida, a marrubiina ¢ uma
lactona diterpendide a qual se atribui o sabor amargo do marroio e de muitas outras plantas
medicinais da familia Lamiaceae, como a Leonotis leonurus e Leonotis nepetifolia. Pesquisas
revelaram que a marrubiina € o principio ativo diterpé€nico mais ativo, e responsabilizado,
pelo menos em parte, pelas propriedades terapéuticas observadas nas plantas citadas. Estudos
farmacoldgicos demonstraram que a marrubiina, do mesmo modo que extratos das partes
aéreas da planta, exibe um conjunto de atividades biologicas como antinociceptiva,
antioxidante, cardioprotetora, vaso-relaxante, gastroprotetora, antiespasmadica,
antiedematogénica, analgésica e propriedades antidiabéticas (EL BARDAI et al., 2003;
POPOOLA et al., 2013).

Quanto ao seu potencial analgésico frente a vérios agentes inflamatdrios, os estudos
farmacoldgicos indicaram que o 4cido marrubiinico, obtido das partes aéreas da M. vulgare
provocou redugdo significativa da nocicep¢do induzida quimicamente através do teste de
contorcdo abdominal, causada por agentes algésicos cldssicos de inducdo de dor quimica
como o acido acético e a capsaicina, administrados por via intraperitoneal. Outra menc¢ao
importante € que a administragdo por via oral do dcido marrubiinico foi capaz de causar
efeitos antinociceptivos, e que apesar de serem mais discretos que os da marrubiina, foram
onze vezes mais potentes que a analgesia promovida por analgésicos comerciais como o 4cido
acetilsalicilico (MEYRE-SILVA et al., 2005).

A marrubiina demonstrou atividade antiespasmoédica inespecifica e ndo competitiva
para os agonistas contraturantes como a acetilcolina, histamina, bradicinina e serotonina em
preparacdes de ileo isolado de cobaia. A inibicdo provocada foi do tipo concentragdo-
dependente, no entanto para a acetilcolina o perfil de inibi¢do ndo respondeu de forma
dependente a dose, esse mecanismo estd provavelmente ligado a proteina G e a um sistema de

segundo mensageiro celular (STULZER et al., 2000).
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Stulzer (2006) avaliou uma possivel propriedade antialérgica no edema causado pela
ovoalbumina em ratos. A marrubiina produziu uma inibicdo significativa do edema alérgico
da orelha dos animais sensibilizados ativamente com ovoalbumina e esse efeito antialérgico
teve a mesma poténcia que a dexametasona (usado como controle positivo no experimento).
Do mesmo modo a administragc@o sistémica de marrubiina inibiu significantemente o edema
de orelha induzida por diferentes agentes flogisticos, tais como carragenina e dextrana,
agentes irritantes padrdo para examinar modelos de inflamagdo aguda, e por serem liberadores
de neurotransmissores pro-inflamatérios. A marrubiina, substancia abundantemente
encontrada na M. vulgare, poderia inibir o edema através do impedimento da liberacdo ou
através da ocupacdo dos receptores dos diferentes agonistas pro-inflamatérios presentes na
sopa flogistica.

Com base no mecanismo de acdo da inibi¢do enzimadtica de proteases e quinases da
Silibinina, substancia extraida da planta Silybum marianum com atividades hepatoprotetoras,
foi comparado com a M. vulgare para avaliacdo do efeito hepatoprotetor em modelos in silico.
Nove compostos da planta teste cumpriram, na avalicdo, requisitos que qualificam suas
atividades bioldgicas. S@o elas: marrubiina, pré-marrubiina, vulgarina, vulgarol, vitexina,
apigenina, chryseriol, stachydrina, e o 1-caffeory-L. 4cido maélico. Apds nova avaliagdo
verificou-se que a vulgarina apresentou maior atividade em relacdo ao medicamento padrao,
de modo que este composto € avaliado positivamente quanto a sua atividade protetora
hepatica (VERMA et al., 2012).

Em alguns experimentos, ratos foram submetidos a estresse hepético, porém quando
previamente tratados com extratos da M. vulgare, houve significativa reduc@o nos niveis de
peroxidacdo lipidica e aumento da atividade de agentes antioxidantes, quando comparados
com ratos normais. Este efeito benéfico pode ser explicado pelo papel antioxidante e pela
eliminacdo de radicais livres que a planta promove, contribuindo com o efeito protetor
hepatico da M. vulgare, o que pode ser atribuido a presenca de dcidos fendlicos e flavonoides
em seu extrato. Contudo € presumivel que a planta € capaz de corrigir o sistema de defesa
antioxidante enzimatico de maneira significativa através de seus fitoconstituintes (ZAABAT
et al., 2011; ETTAYA et al., 2015).

Baseados em etnoindica¢des da medicina popular, e apesar da farmacopeia fornecer
comprovagdes cientificas em nivel laboratorial para uso terapéutico da planta em questdo, a
complexidade fisioldgica animal e a possibilidade de variantes nos efeitos desconhecidos
decorrentes de seu uso como fitoterdpico, abrem precedentes que induzem a uma busca de

conhecimento racional e organizado. Este pode servir de base para avangos tecnoldgico-
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cientificos no futuro, pois ha sempre a possibilidade de extrapolacdo de uma hipdtese

desenhada de um modelo para outro, dependendo € claro dos indicios de atividade bioldgica.
4- Materiais e métodos
4.1- Preparacio da infusdo da Marrubium vulgare

Para obtencdo do extrato bruto total, foram utilizadas as partes aéreas da Marrubium
vulgare, onde estdo concentradas grandes quantidades dos alcaloides, lactonas, terpenos e
taninos responsaveis pelas principais atividades bioldgicas da planta (Mc CRINDLE, 1969).
O material botanico foi obtido em plantacao particular, na cidade de Bom Retiro, no Estado
de Santa Catarina entre setembro de 2014 a maio de 2015 e as partes aéreas da planta
compostas por caule, folhas e flores, foram submetidas a secagem natural ao abrigo do sol em
bancada de marmore por uma semana. Diariamente o material foi revolvido para aumentar a
ventilacdo e acelerar a desidratagdo sem promover fermentacdo ou mofo.

A fragmentacdo do material foi feita por fragmentador automadtico de massa. O
resultante desse processo, foi um particulado homogéneo das partes aéreas da M. vulgare com
fragmentos de até dois centimetros de comprimento.

O material vegetal obtido do processamento de secagem e fragmentacdo foi
armazenado em sacos pldsticos higienizados; em cada saco plastico armazenou-se 100 gramas
de partes aéreas particuladas e desidratadas, e com objetivo de reduzir perdas por volatilidade
ou por modificacdes bioquimicas o armazenamento das aliquotas individuais em freezer foi o

padronizado.
4.2- Administracio da infusao da Marrubium vulgare aos bezerros

Foram utilizados bezerros machos (n = 8) da raca Jersey recém-nascidos pesando de
20 a 25 kg e oriundos de propriedades rurais de atividade leiteira no municipio de Realeza. Os
quais receberam apenas colostro nas primeiras seis horas de vida. Posteriormente os bezerros
foram encaminhados para instalacdes individuais, com cama composta por serragem do tipo
maravalha comercial, para que se iniciasse o periodo de adaptacdo ao novo ambiente. A
utilizagio dos animais foi autorizada e homologada na Comissdo de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) sob o nimero 23205.004981/2013-40, assim como a propriedade na qual os

animais ficaram acomodados para a execucdo do experimento, onde o proprietdrio teve a
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ciéncia dos termos de execucdo do trabalho cientifico conforme assinatura de Termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Para adaptacdo ao ambiente experimental, nos primeiros cinco dias de vida os animais
consumiram apenas leite in natura, quatro litros (4 () por dia por animal, divididos em uma
mamada fornecida pela manhda (2 ) e uma ao final da tarde (2 ). Passada a fase de
adaptacgdo, a partir do sexto dia, foi iniciada a fase de administracio da infusao da M. vulgare
juntamente com o leite, em doses relativas ao peso e crescentes, iniciando em 1 g de matéria
seca da planta em infuso por quilo (kg) peso vivo (PV) animal chegando a dose maxima de 8
g/kg PV, diluidos em 500 mL de 4gua, conforme Tabela 1. O grupo controle recebeu a mesma
quantidade de leite (4 €/ dia) com 500 mL de dgua potavel. A partir do sexto dia foi ofertada
racdo peletizada de crescimento para bezerros ad libitum, porém foram privados de

alimentacdo vegetal fibrosa.

Tabela 1: Doses da infusdao da M. vulgare relativas ao peso corporal, administradas junto com

leite aos bezerros neonatos, relacionados aos periodos decorridos do experimento.

Dias do experimento Leite ingerido Dose da M. vulgare em 500 mL de Agua
01 a0 05 2 0bid.* 0 g/kg de PV**

06 a0 15 2tbid. | g/kg de PV

16 20 25 2Lbid. 2 g/kg de PV

26 20 35 2tDb.id 4 g/kg de PV

36 20 45 2¢b.id 8 o/kg de PV

Fonte: Elaborado pelo autor; b.i.d.* (bis in die = duas vezes ao dia); **PV (peso vivo).

4.3 - Coletas de sangue e analise hematimétrica, bioquimica e metabdlica

Para realizacdo dos exames hematolégicos e bioquimicos dos bezerros foram obtidas
amostras sanguineas através da puncao da veia jugular externa. Para realizacdo do hemograma
foram coletados 5 mL de sangue em tubo contendo o anticoagulante, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Para obtencdo do soro, necessdrio a realizacdo dos
exames bioquimicos, foram coletados 10 mL de sangue sem anticoagulante, € o

processamento posterior se deu através da centrifugacao da amostra a 5.000 rpm durante 10

minutos (THRALL, 2007).
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Os indices hematimétricos avaliam o tamanho, o formato e as caracteristicas fisicas
dos eritrécitos, juntamente com a contagem de glébulos vermelhos, os indices hematimétricos
s@o usados para diagnosticar vdrias formas de anemia, quando presentes. Para o trabalho, a
contagem de hemadcias e a determinagdo da concentracio de hemoglobina foram realizadas
em contador automatico de células, por meio de centrifuga, onde o capilar contendo a amostra
foi centrifugado a 12.500 rpm, por 5 minutos € 0 VCM e CHCM calculados através das
férmulas hematdcrito X 10 / nimero de hemdcias e hematderito / hemoglobina X 100,
respectivamente.

No leucograma, a contagem de leucdcitos totais também foi obtida em contador
automdtico de células e a contagem diferencial de leucécitos foi realizada em esfregaco
sanguineo corado através da técnica do pandético simples, por andlise microscopica da lamina
sob 1000 vezes de aumento, através de objetiva de imersdao (THRALL, 2007).

As amostras de soro obtidas sem a adicdo de anti-coagulante no sangue foram
submetidas a centrifugacdo para a realizacdo do exame bioquimico de enzimas através do
método cinético, em analisador semiautomético bioquimico, onde foi realizada a mensuracio
das enzimas aspartato-aminotransferase (AST), gama-glutamiltransferase (GGT), além de
quantificar os niveis de proteina plasmatica (proteina total e albumina), mensurados através de
refratdmetro, para verificar possiveis alteracdes hepdticas, e os metabdlitos ureia e creatinina

para verificar a funcdo renal dos animais (KERR, 2003; KANEKO et al., 2008).
4.4- Analises Estatisticas

Foi realizada a comparacdo dos efeitos médios das quatro doses da infusdo da M.
vulgare sobre os parametros clinicos e sobre os parametros hematologicos e bioquimicos. Os
dados foram organizados como média aritmética &) mais ou menos os erros padrdo das
médias (E.P.M), analisados por andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias e confirmados
pelos testes de Neuman-Keuls ou Dunnet quando necessario, levando em conta dados que
ultrapassaram a normalidade do teste. Os resultados foram considerados significativos quando

ultrapassaram o valor de P < 0,05.
5- Resultados
5.1- Influéncia da infusao da Marrubium vulgare sobre parametros fisiol6gicos

Obviamente devido ao sabor amargo da planta a adesdo ao consumo do infuso na
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espécie humana € muito baixa, porém observou-se que nos bezerros jovens o comportamento
no momento do consumo do infuso se alterava bastante, apresentando uma maior avidez para
o consumo da infusdo concentrada, sugerindo uma boa palatabilidade para os bovinos, ao

contrério do que se percebe quando um humano a consome.

A administracdo cronica da infusdo da M. vulgare nao promoveu alteracdes deletérias
dos parametros clinicos fisioldgicos, os quais rigorosamente foram avaliados. Nao foram
observada diarreia, estado febris, hiporexia em nenhum momento no decorrer dos
experimentos.

Digno de mencdo e factualmente ndo levantado de forma precisa nesta pesquisa foi o
fato de que os animais tratados cronicamente com o infuso da M. vulgare apresentaram um
estado geral sauddvel, com uma acentuada higidez clinica. Tal observac¢do de uniformidade,
distribuicdo e brilho na pelagem dos animais tratados, foi evidente em relacdo ao grupo
controle colateral (dados ndo demonstrados). Também ¢é digno de nota que o consumo de
racdo comercial e dgua potdvel foi progressivo e acompanhado de maior ganho de peso dos
animais tratados em relacdo aos controles. Da mesma forma ndo houve interrup¢do no
consumo da alimentagdo, tanto sélida como liquida, pois € concebivel que alteracdes na
microflora intestinal, indisposi¢des gastricas, ou mesmo a manifestacdo de alguma doencga
infeciosa, em maior o menor grau, promovam alteracdes no apetite e até mesmo anorexia.

A temperatura e as frequéncias cardiaca e respiratoria dos animais foram verificadas
nos momentos dos incrementos das doses, a fim de complementar as informacdes referentes a
sanidade dos grupos. Nao foram observadas alteracdes no estado geral tais como estados
febris ou o seu oposto, estados hipotérmicos, bem como nao foram identificados sinais fisicos
como taquicardia, bradicardia, taquipnéia ou bradipnéia, aumento ou reduc¢do do transito

intestinal, alterac@o na colora¢do de mucosas, dentre outros parametros de higidez e sadde.

5.2- Influéncia da infusao da Marrubium vulgare sobre células vermelhas

As hemdcias, assim como hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média nos animais testados apresentaram valores
muito semelhantes, quando comparados ao grupo controle (Figura 1). E os animais nao
apresentaram indicativos de estados anémicos, ictericia ou mesmo hemoglobinuria em

qualquer periodo do experimento.
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Figura 1 — Influéncia da administracdo cronica da Marrubium vulgare nos parametros do
ndmero de eritrdcitos (Figura 1A), hematdcerito (Figura 1 B), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (Figura 1 C) volume corpuscular médio (Figura 1 D) e hemoglobina
(Figura 1 E). As barras representam a média de 8 experimentos, e as linhas verticais indicam

os E.P.M.; Grupo controle (C)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3- Influéncia da infusao da Marrubium vulgare sobre células de defesa

Nao houveram alteragdes significativas no nimero de leucdcitos totais (Figura 2 A),
eosindfilos (Figura 2 B) e linfécitos (Figura 2 C), porém a administracdo crénica da M.
vulgare inibiu significativamente o numero de neutrdfilos circulantes (P < 0.01 e inibi¢do

maxima [IM] de 59.33 + 4.91%) (Figura 2 D), e de mondcitos (P < 0.05 e IM de 56.01 +
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11.05%) (Figura 2 E). Para os neutréfilos a inibi¢ao teve um perfil dose-resposta a partir da

dose de 1 g/kg.

Figura 2 — Influéncia da administracdo cronica da Marrubium vulgare nos parametros dos
leucécitos totais (A), eosindfilos (B) e linfécitos (C), neutréfilos (D) e sobre mondcitos (E).
As barras representam a média de 8 experimentos, as linhas verticais indicam os E.P.M.;

Controle (C). Dados considerados significantes em relagdo ao controle *P < 0,05; **P < 0,01.
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5.4- Influéncia da infusdo da Marrubium vulgare sobre enzimas marcadoras de lesao

hepatica

Nos testes enzimdticos para dosagem das enzimas marcadora de lesdo hepdtica em
bovinos, as enzimas gama-glutamiltransferase (GGT) (Figura 3 A), aspartato-
aminotransferase (AST) (Figura 3 B), ndo apresentaram alteracdes significantes
estatisticamente nos niveis sanguineos em compara¢do ao grupo controle (C), demonstrando
possivelmente auséncia de les@o hepética aguda. Porém ao analisarmos o gréfico de atividade
GGT, houve uma tendéncia ndo significante de reducdo gradual dessa enzima hepdtica,
proporcionalmente a dose administrada de infusdo da M. vulgare, fato ndo observavel para a

enzima AST.

Figura 3— Influéncia da administragio cronica da Marrubium vulgare nos parametros de GGT
(Figura 3 A) e AST (Figura 3 B). As barras representam a média de 8 experimentos, as linhas

verticais indicam os E.P.M.; Grupo controle (C).
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5.5- Influéncia da infusao da Marrubium vulgare sobre proteinas e metabdlitos

Em relacdo as dosagens séricas e seriadas de proteinas e metabdlitos, ndo houveram
alteracdo significativas nos niveis sanguineos de proteinas totais (Figura 4 A) e albumina
(Figura 4 B), bem como nos niveis de creatinina (Figura 4 D). Porém, na avaliacdo dos niveis
de ureia sanguinea, houve uma inibi¢do abrupta significativa na dose de 8 g/kg (Figura 4 C),

sugerindo efeitos anti-urémicos ou depuradores a partir dessa dose.
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Figura 4 — Influéncia da administracdo cronica da Marrubium vulgare sobre as proteinas
totais (Figura 4 A) e albumina (Figura 4 B), e sobre os metabdlitos marcadores da fungdo
renal ureia (Figura 4 C) e creatinina (Figura 3 D). As barras representam a média de 8
experimentos e as linhas verticais indicam os E.P.M.; Grupo controle (C). Dados considerados

significantes em relacdo ao controle **P<0,01.
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6- Discussao

A M. vulgare € uma planta medicinal que tem fortes etnoindicagdes para uma variada
gama de doengcas que acometem os humanos e animais, que vao desde acgdes
antiespasmoddicas sobre o sistema gastrointestinal e ttero (DE OLIVEIRA et al., 2011;
SCHLEMPER et al., 1996), doencas do aparelho respiratério e antidiabetogénica (BALME,
2004).
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Os resultados do estudo contribuem para a elucidacdo dos possiveis efeitos
toxigénicos da planta medicinal M. vulgare em um modelo de toxicidade em bovinos jovens,
ainda ndo ruminantes. Somente alguns estudos com roedores avaliaram de modo superficial a
possibilidade de existirem efeitos deletérios produzidos pela M. vulgare ou seus compostos
fitoconstituintes (ETTAYA et al., 2015). Através dos dados obtidos pode-se investigar se o
consumo e/ou administracdo da M. vulgare in natura, sob a forma de infusdo pode ser
destituido de efeitos colaterais, nas doses de até 8 g/kg PV por periodos de até quarenta dias.
Complementando, e contrariando o que era esperado, pode ser observada avidez pelo
consumo do infuso, mesmo nas doses maximas. Esse fato pode ser atribuido a uma associacao
ao momento do fornecimento do leite, e ndo somente a uma palatabilidade diferenciada da
planta para a espécie, fato passivel de investigacao.

Procurou-se demonstrar a possibilidade de que doses continuas e crescentes até
maximas doses do infuso da planta poderiam induzir a sinais clinicos, bioquimicos,
hematoldgicos e enzimaticos, mediante um desafio a esses sistemas organicos, ou até mesmo
efeitos deletérios em uma espécie superior na escala filogenética dos mamiferos, como os
bezerros recém-nascidos até um més e meio de vida (VEIGA-JUNIOR, 2005). No modelo,
bovinos neonatos foram mantidos a0 maximo com o rimen ndo funcional, através da privagcao
de consumo de forrageira fibrosa ou de volumosos, garantindo assim que a absorc¢do de
nutrientes, medicamentos ou xenobidticos fornecidos a eles seria somente em nivel de
aparelho gastrointestinal, simulando assim a absor¢do que ocorre em monogastricos
(MARRINER & BOGAN 1979; SHOAF et al., 1987; SUTTER et al 1993).

Em uma comparagdo nado refinada entre as doses da infusdo utilizadas na medicina
popular, podemos sugerir que a metodologia posoldgica da M. vulgare no trabalho supera em
muitas vezes a dosagem utilizada nas formulacdes empiricas usuais utilizadas na terap€utica
das propriedades rurais onde a planta é consumida (BALME, 2004; VEIGA-JUNIOR, 2005).
A formulagdo baseada no infuso foi escolhida devido a analogia ao uso popular, onde a planta
¢ rotineiramente empregada no tratamento de doencas. Seguindo o uso empirico, no qual é
descrito que uma por¢do de 30-60 gramas de partes aéreas € submetida em infusdo em um
litro de 4gua de agua fervente por vinte minutos ou até que esfrie, tentamos reproduzir o modo
como ¢ administrado este fitoterdpico, porém com uma proposta cientifica, na qual uma
dosagem bem maior foi estabelecida através da estimativa em gramas do peso seco da planta
por quilogramas de peso vivo do animal, onde o conteiido ativo foi extraido do material

botanico através da adicdo de agua fervente por 20 minutos, € o resfriamento natural
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subsequente até que atingisse a temperatura adequada para posterior fornecimento,
juntamente ao leite da dieta (RATES, 2001).

A presenca de indmeros fitoconstituintes na planta como flavonoides, terpenos, e
outros metabolitos secundarios ndo permite responsabilizar precisamente qual dos principios
ativos existentes na infusdo aquosa promoveu os efeitos obtidos pela administracdo cronica;
de mesma forma por ocasido da coleta, a variabilidade estacional da coleta do material, solo e
suas caracteristicas diversas como fertilidade (SCHLEMPER et al., 1996), temperatura média
anual, pluviosidade regional, e muitos outros fatores ndo elencados podem também interferir
na constituicao da planta, mas principalmente interferir nas propor¢des dos fitoconstituintes
(SANTOS et al.,, 1995). Conhecendo essas possibilidades mencionadas, principalmente
quando € trabalhado com matérias primas de origem natural, onde alguns fatores ndo podem
ser modificados e controlados (YUNES et al., 2001)

Em nivel de hematimetria ndo foram encontradas alteracdes na contagem total de
hemidcias, na quantidade de hemoglobina presente nelas e na porcentagem do volume
plasmaético ocupado pelas células vermelhas, confirmando a auséncia de fatores deletérios aos
indices hematimétricos tidos como normais nos bezerros neonatos, pela administracao cronica
da infusdo da M. vulgare (BIRGEL JUNIOR et al., 2001).

A albumina e as globulinas sdo principais componentes do plasma sanguineo dos
bovinos jovens. A albumina € sintetizada no figado e apresenta a maior fracdo plasmatica,
tendo como funcdes a manutengdo da pressdo oncética, reserva de aminoécidos e proteinas
teciduais, transporte de metabdlitos, minerais, dcidos graxos e inativacdo e eliminagdo de
compostos toxicos (THRALL et al., 2007; AKTER et al., 2013). A detec¢do seriada dos niveis
plasmaticos das proteinas totais e de albumina sdo de fundamental importancia para controle
preciso da fungdo hepatica dos bezerros, e a preservacdo na producdo de proteinas pelo
hepatdcito, mesmo sob influéncia da necessidade de metabolizacdo de grandes quantidades do
infuso, em dosagens muitas vezes superiores as fitoterdpicas usualmente empregadas
(RATES, 2001), estabelecem seguranca e respaldo na continuidade do uso do infuso como
protetor hepatico ou com a finalidade de reestabelecer a funcio digestiva, sem riscos a essa
espécie, até as doses e tempo utilizados no experimento. No ensaio nio obtivemos flutuacoes
nos niveis plasmaticos de proteinas totais ou albumina ao longo da realizacdo do protocolo
experimental (THRALL et al., 2007; AWE et al., 2013).

Quanto aos resultados hematimétricos encontrados para células de defesa nos animais
tratados, observamos que leucdcitos totais e linfécitos tiveram uma tendéncia ao aumento

(dentro dos parametros fisiolégicos) nessas células circulantes em dosagens de 1 g/kg de PV
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b.i.d. Porém passados dez dias no consumo da infusdo da planta em dosagens acima de 2 g/kg
PV b.i.d. houve uma normaliza¢do na contagem celular. Esse aumento pode ser explicado
devido a reatividade celular frente 8 mudanga dos animais para o novo ambiente experimental
ao qual foram submetidos e/ou ao amadurecimento da resposta imune. E imprescindivel a
mencdo de que os nimeros de leucdcitos totais e linfécitos em bovinos tem uma tendéncia de
manter-se em média a 10.000 U/ uL e 7.000 U/ uL respectivamente, o que foi condizente com
o modelo proposto nas doses administradas subsequentemente (BIRGEL JUNIOR et al.,
2001).

Especificamente, ainda em relagdo a série de células brancas de defesa, houve uma
reducdo significante de mondcitos, na qual a curva obtida ndo obedeceu ao perfil de inibi¢ao
proporcional a dose, ja alcancando a inibicdo méxima com a dose de 1g/kg. Para neutréfilos
circulantes a inibicao foi dose-dependente. Apesar de ndo extrapolar a faixa fisioldgica dessas
células, esse efeito inibitério sobre dois segmentos da série branca, pode ter algum resultado
sugestivo de um possivel efeito imunomodulador da planta inteira. E necessdria uma
investigacao mais apurada desse efeito e o que ele poderia significar para a satde geral dos
animais. J4 foram identificados alguns compostos fitoquimicos presentes na planta que inibem
a migracdo de células de defesa durante o processo inflamatério induzido por diferentes
agentes flogisticos no lavado broncoalveolar de camundongos (SCHLEMPER et al., 2005).
Com as doses méximas utilizadas de até 8 g/ kg seria interessante a investigacdo do efeito
imunossupressor com o extrato bruto em modelos de inflamacdo e imunossupressio em
diferentes tipos celulares, ou ainda se essa capacidade imunossupressora seria capaz de inibir
totalmente influxos celulares em sitios inflamatérios de animais experimentais agudos e

cronicos de inflamacao.

Eosinéfilos sdo importantes tipos celulares responsaveis pela resposta imune a agentes
parasitdrios e na maior parte das vezes estdo envolvidos em processos alérgicos (THRALL et
al., 2007), e em nosso experimento foram indicadores de sanidade das instalacdes para os
animais, como € esperado com o aumento do tempo de exposi¢do a agentes exOgenos
alergénicos, a expressdo desse tipo celular poderia aumentar, ocasionando variacao flutuante
em seu numero total. No caso do presente trabalho, a varidncia nao foi significante,
demostrando que o extrato bruto da M. vulgare é incapaz de induzir alergia nas dosagens
administradas neste estudo (BIRGEL JUNIOR et al., 2001).

Em relacdo a possiveis acOes toxigénicas sobre o figado, € sabido que esse 6rgdo € o

principal biotransformador de moléculas endégenas e exdgenas e os parametros de toxicidade
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podem ser avaliados através da atividade enzimatica de diferentes “pools” enzimaticos
(NOUWS et al., 1988; BALDWIN et al., 2004). Em nosso estudo fizemos o doseamento da
atividade enzimadtica da GGT e da AST, como parametro de lesdo hepatica. A GGT € em
bovinos produzida por quase todos os tecidos corporais, em maior quantidade pelo pancreas e
rins, porém € produzida e encontrada em menor quantidade no tecido hepético, além de
ductos biliares na mucosa intestinal, € na glandula mamaria de vacas paridas. A atividade da
GGT ¢é relativamente alta no figado de bovinos, sendo importante para diagndstico de
colestase e lesdo ao hepatdcito, por que estas alteragdes provocam aumento na atividade
sérica desta enzima, com melhor utilidade diagndstica que a fosfatase alcalina (FA) em razao
do amplo intervalo de referéncia da FA nessas espécies (THRALL, 2007). E comum o
aumento sérico de GGT em bezerros recém-nascidos apds a ingestdo do colostro, explicando
assim os altos niveis dessa enzima nos bezerros neonatos, tanto do grupo controle como o dos
testados (THRALL, 2007; MORAES, 2011). Aumentos na expressao sérica das enzimas AST
e GGT em comparagdo ao controle, por serem marcadoras de lesdo hepdtica letais e sub letais,
denotaria danos ao parénquima do oOrgdo, porém como € mostrado nos resultados
laboratoriais, a AST mensurada no presente estudo, ndo sofreu alteragdes fora dos extremos
considerados fisiol6gicos. Em contrapartida, a GGT sofreu uma tendéncia, porém nao
estatisticamente significante, de diminuicdo com o aumento da dosagem utilizada, e essa
diminui¢cdo de expressdao sofreu maior inibicado com 8 g/kg b.i.d., 0 que nos permite postular
que em possiveis aumentos de dosagens ou aumento de exposi¢do podemos obter inibi¢do
significante dos niveis enzimdticos (THRALL, 2007).

Na avaliacdo dos niveis de ureia sanguinea, houve uma inibi¢do abrupta significativa
na dose de 8 g/kg, sugerindo efeitos anti-urémicos a partir dessa dose. Essas alteracdes em
conjunto poderiam estar associadas as observacdes anteriores de alguns autores, que sugerem
uma acao hepatoprotetora ou depuradora para a utilizagdo da planta sob a forma de extrato
bruto (AKTER et al., 2013; ETTAYA et al., 2015). Mesmo assim foi demonstrado com esses
dados que, mesmo em dosagens muito altas (até 8 g/kg b.i.d.) e por longos periodos (45 dias)
a infusdo aquosa da planta € desprovida de toxicidade sobre os sistemas depuradores hepatico
e renal, além de estimular a eliminagdo de metabdlitos (TUROLLA, 2004).

Enfim podemos desenvolver e validar um novo modelo de toxicidade pré-clinica onde
o bovino jovem, ainda ndo ruminante, possa ser utilizado como modelo para estudos de
toxicidade de novos farmacos ou formulacdes terapéuticas (NOUWS et al., 1988). Pois trata-
se de um modelo experimental de animal mamifero mais complexo, onde a absor¢cdo dos

mesmos dd-se em nivel gastrointestinal. Nossa intenc¢do futura também € aprimorar a técnica
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de avaliacdo com experimentos de metabolomica da M. vulgare. No préximo passo
tentaremos complementar com o perfil farmacocinético através da identificacdo e dosagem
dos principios ativos diterpénicos e/ou compostos fendlicos, presentes em grande quantidade
na planta, através de técnicas cromatograficas. Poderiamos assim tracar um perfil
farmacocinético de absor¢do e distribuicdo de moléculas padrdo, o que contribuiria para a

elucidacdo de posologias para o fitoterdpico em questdo.
7- Conclusao

Mesmo em administracdes cronicas da M. vulgare ndo foram observados efeitos
deletérios nos animais tratados, da mesma forma pode-se observar uma melhora no estado
geral dos animais (higidez), ressaltando a tese de que a infusdo da M. vulgare inteira €
destituida de toxicidade quando usado na totalidade de seus compostos fitoquimicos e
comprovando a aplicabilidade terapéutica da infusdo em animais de fazenda. Da mesma
forma, o modelo empregado serve como base metodoldgica para a pesquisa de compostos
fitoquimicos e de moléculas sintéticas em animais de interesse agropecudrio € na pesquisa

biomédica humana.
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