. &

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

DEPERTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA

USO DA Thuya occidentalis NO TRATAMENTO DA
PAPILOMATOSE BOVINA: ASPECTOS CLINICOS,
HISTOPATOLOGICOS E MOLECULARES

VANDA LUCIA DA CUNHA MONTEIRO

Recife
2007



VANDA LUCIA DA CUNHA MONTEIRO

USO DA Thuya occidentalis NO TRATAMENTO DA
PAPILOMATOSE BOVINA: ASPECTOS CLINICOS,
HISTOPATOLOGICOS E MOLECULARES

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia Veterindria da
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
como requisito parcial para obteng¢do do grau de

DOUTORA em Ciéncia Veterinaria.

Orientadora: M? Cristina de O. Cardoso Coelho
Co-orientadores: Pierre Castro Soares
Miriam Teixeira Nogueira

Recife
2007



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

DEPERTAMENTO DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA

USO DA Thuya occidentalis NO TRATAMENTO DA
PAPILOMATOSE BOVINA: ASPECTOS CLINICOS,
HISTOPATOLOGICOS E MOLECULARES

Tese de Doutorado elaborada por
VANDA LUCIA DA CUNHA MONTEIRO

Aprovada pela Banca Examinadora

Prof. Dra Maria Cristina de Oliveira Cardoso Coelho(Orientadora)
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Profa. Dra Ivone Antbnia de Souza
Universidade Federal de Pernambuco

Dra Néria Vania Marcos dos Santos
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Profa. Dra Eneida Willcox Rego
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Dr Rinaldo Aparecido Mota
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Dr. Pierre Castro Soares
Universidade Federal Rural de Pernambuco



AGRADECIMENTOS
DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a todos os animais em especial, a Penélope, a grande licéo
de minha vida.

AGRADECIMENTQOS
Aos meus pais (a luz e o caminho da minha vida), irmaos, sobrinhos e familia;

Ao Pai Maior e a todos os ‘“amiguinhos” que andam sempre comigo, dando forga e
coragem para sempre seguir em frente;

Agradeco as amigas Maria Cristina de Oliveira Cardoso Coelho, Roseana Tereza Diniz de
Moura, Cristine Fernandes de Lima Cavalcanti ¢ Andréia Lais Teodoro da Cunha e ao
amigo Giliate Cardoso Coelho Filho pela ajuda, pelo espirito nobre, pelo amor, pela
paciéncia e orientagdo na realizagdo de mais um objetivo de minha vida. Sem vocés, ndo
chegaria 14;

Aos Professores Dr Antonio Carlos de Freitas, Pierre Castro Soares e as colegas Cybelle
Cristina e Angélica Ramos, pela dedicacao e também pelos ensinamentos;

Aos todos os professores do Programa, em especial aos professores Rinaldo Aparecido
Mota e Roberto Soares de Castro, pelo incentivo, orientagdo e dedicagdo. A funcionaria
Edna Chérias e a todos os colegas do curso pela disponibilidade, ajuda e momentos de
descontracgao;

Aos colegas e amigos Lilian Sabrina, Flavia Ferreira, Patricia Gallindo, Karina Britto,
Catharine Gurgel, Fernando Tenorio, Lucia Helena, Ana Paula Bandim, Paula Fernanda,
Ana Paula Borges, Jaque Maia, Janaina Farias, Ericka Korinfsky, Gilvan Marques,
Eryvelton de Souza, Sérgio Alves, Eneida Willcox, Laurimar Thomé, Taciana Galba, Tom
Menezes e “Coca’;

Ao farmacéutico e grande amigo Daniel Vidal Monteiro, pelo auxilio imprescindivel tanto
no decorrer do curso como na confec¢do rigorosa do medicamento homeopatico utilizado
neste trabalho;

Ao Dr. Paulo Corréia por me acolher em sua fazenda e por ter cedido os animais, e aos
funcionarios da fazenda, especialmente a Jo, Thiago, Paulo (parea), Lia, Paty, Nino,
Josivania. A professora Miriam e aos colegas Adriano da Silva e Rafaella Alves do DMV
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, que tanto colaboraram na parte
experimental deste trabalho;

A Farmacia Homeopatica Sabino Pinho e ao Laboratorio Simdes, por ter me recebido com
muita atencdo e ter doado o medicamento utilizado neste experimento;

Ao CNPq pelo financiamento do projeto e a CAPES pela concessdao da bolsa de estudo.
Muito obrigada

E em especial a todos os animais, muito obrigada!!!



RESUMO

A papilomatose viral bovina ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa que
apresenta alta prevaléncia em bovinos leiteiros, causando consideraveis perdas
econdmicas para este setor. Com o objetivo de contribuir com a pesquisa terapéutica
para esta virose, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de Thuya
occidentalis, no tratamento da papilomatose cutanea em bovinos leiteiros, por meio dos
aspectos clinicos, histopatoloégicos ¢ moleculares. Esta pesquisa foi dividida em 4
experimentos. Foram incluidas nos experimentos fémeas mesticas de holandés
nuliparas, primiparas e multiparas, apresentando diferentes tipos de papilomas cutdneos
(tipicos, atipicos, atipicos engastados, filamentosos e mistos) e de graus assim definidos
para este estudo: leve (25% do corpo acometido), moderado (50% do corpo acometido)
e intenso (mais de 50% do corpo acometido). Os animais mantiveram-se em sistema
semi-intensivo de criagdo e foram distribuidos aleatoriamente em grupos, com dez
animais cada. Nos experimentos I e II, os animais foram divididos em 4 grupos, onde os
grupos 1 e 2 receberam solugdo de cloreto de sédio a 0.9% e alcool de cereal,
respectivamente, sendo estes considerados controles, ¢ os grupos 3 e 4 receberam os
medicamentos fitoterapicos Thuya occidentalis (Simdes®) tintura mae (T.M.) a 30% e
Thuya occidentalis tintura mde a 30% com propolis, respectivamente. Os animais
receberam, diariamente por via oral, 10mL dos produtos durante 63 dias. Para avaliacdao
histopatologica, 50% dos animais foram submetidos a bidpsia cutanea das lesdes no
momento zero (MO) e no momento final (MF). Nos presentes experimentos, as
regressoes parcial e total ndo foram observadas em nenhum grupo, uma vez que durante
as avaliacdes clinicas e histopatoldgicas, em todos os momentos e grupos, os papilomas
ndo apresentaram alteragcdes macroscoOpicas de remissdo, coloragdo e consisténcia. Nas
analises histopatologicas verificaram-se alteragdes hiperplésicas epiteliais e conjuntivas,
com extenso crescimento vegetativo do epitélio com cristas epidérmicas extensas e
profundas, estes resultados caracterizam fase de desenvolvimento com replicacdo e
sintese viral, sendo um achado caracteristico de papilomatose. Pode-se concluir que a
papilomatose cutanea em bovinos leiteiros apresenta predilecdo por areas especificas.
Os papilomas estavam mais presentes no abdomen lateral, barbela e focinho,
apresentando lesdes mistas seguidas de basais e que o uso das tinturas a 30% de Thuya
occidentalis (Simoes®) e Thuya occidentalis com propolis, nas condi¢des experimentais

utilizadas nestes estudos, ndo provocam remissao de papilomas em bovinos leiteiros. No



experimento III utilizou-se 0 medicamento homeopatico Thuya occidentallis CH6. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos. Os grupos 1 e 2 receberam
solugdo de NaCl 0.9% e 4lcool de cereal, respectivamente, sendo estes considerados
controles, e o grupo 3 recebeu a Thuya occidentalis CH6 na forma de tratamento. Para
os trés grupos a administragdo foi didria, sendo 10 mL por via oral, durante 63 dias.
Para avaliacdao histopatoldgica, os animais foram submetidos a biopsia cutdnea dos
papilomas, no momento zero (M0) e no momento final (MF). De acordo com os dados
obtidos, as regressdes parcial e total ocorreram apenas no grupo 3 (Thuya occidentalis
CH6), observando-se queda das verrugas em 20% dos animais deste grupo, além de
regressao parcial em 80% nos animais restantes, com alteracdes macroscopicas de
coloracdo e tamanho, achado este confirmado pelo exame histopatologico. Na anélise
histologica observou-se redugcdo da camada espinhosa em todos os animais do grupo
tratado (G3), evidenciando-se redugdo nas camadas epiteliais, com tecido conjuntivo da
papila dérmica apresentado fibroblastos ativos e capilares e raras células inflamatdrias
linfocitarias. Concluindo-se que a Thuya occidentalis CH6 contribuiu no tratamento de
papilomas pedunculados em bovinos, podendo ser indicada na presenca desta infeccao.
Estudos com a Thuya occidentalis CH6 devem ter continuidade com bovinos portadores
de papilomas basais, com periodo de tratamento superior a 63 dias. O experimento IV
teve como objetivo identificar o BPV-2 em amostras de verrugas cutaneas de bovinos,
utilizando a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Utilizando-se os primers gerais
(FAP59/64 ¢ MY 11/09) e especifico para BPV-2 obteve-se uma positividade de 33
(82,5%) das 40 amostras analisadas. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se
que a presenca da BPV no Estado de Pernambuco esta em concordancia com os achados
mundiais, destacando-se a importancia do diagnostico no controle da infecg¢do e,
conseqlientemente, adogdo de uma terapia especifica. Estes resultados enfatizam as
propriedades terapéuticas do medicamento homeopatico Thuya occidentallis CH6,
concluindo-se que o seu uso contribuiu no tratamento da papilomatose cutinea em
bovinos, ressaltando a necessidade de estudos por periodos superiores a 63 dias com a
Thuya occidentalis fitoterapica em bovinos portadores de papilomatose cutanea, e as
dosagens séricas de AST, GGT, uréia e creatinina revelaram que a planta utilizada neste
estudo, durante 63 dias, nao foi capaz de causar alteragdes hepaticas e renais em
bovinos com papilomatose cutanea.

Palavras chave: papilomatose bovina; Thuya occidentalis; histopatologia, Reagdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR).



SUMMARY

The bovine viral papillomatosis is an infect-contagious disease with high prevalence in
dairy bovines, causing considerable economical losses in this sector. Aiming to
contribute with therapeutic research for this pathology, this work had as objective
evaluating the efficacy of Thuya occidentalis in the treatment of cutaneous
papillomatosis in dairy bovines by the clinical, histopathological and molecular aspects.
This research was divided in 4 experiments. Were used in the experiments females of
Holstein Friesian crossbred, nuliparous, primiparous and multiparous, exhibiting
different types of cutaneous papilloma (typical, atypical, engastated atypical,
filamentous and mixing) and of degrees defined for this study: light (25% of the body
affected), moderate (with 50% of the body affected) and intensive (with more than 50%
of affected body). The animals were kept in a semi-intensive system of raising and were
randomly distributed in groups with tem animals each. In the experiments I and II the
animals were divided into 4 groups, were the groups 1 and 2 received solution of
sodium chloride at 0.9% and cereal alcohol, respectively, being these considered
controls, and the groups 3 and 4 received the phytotherapic medicines Thuya
occidentalis (Simdes®) mothre tincture (T.M.) at 30% and Thuya occidentalis mother
tincture at 30% with propolis, respectively. The animals received, daily by oral via,
10mL of the products during 63 days. For histopathological evaluation, 50% of the
animals were submitted to cutaneous biopsy of the lesions on the zero moment (MO)
and the final moment (FM). In the present experiments, the partial and total regression
were not observed in any group, once during the clinical and histopathological
evaluations, in all moments and groups, the papillomas did not presented macroscopic
alterations of remission, color and consistence. In the histopathological analysis it was
observed epithelial and conjunctive hyperplasic alterations, with extensive vegetative
growth of the epithelium with wide and deep epidermal crest, results that characterize
development phase with viral replication and synthesis, being a characteristic finding of
papillomatosis. It may be concluded that cutaneous papillomatosis in dairy bovines
shows predilection for specific areas. The papillomas were most present on lateral
abdomen, dewlap and snout, showing mixing lesions followed by basal and that the use
of tinctures at 30% of Thuya occidentalis (Simdes®) and Thuya occidentalis with
propolis, on the experimental conditions used in this studies, do not cause remission of
papillomas in dairy bovines. In experiment III there was used the homeopathic medicine

Thuya occidentallis CH6. The animals were distributed at random in 3 groups. The



groups 1 and 2 received NaCl 0.9% solution and alcohol cereal, respectively, being
these considered controls, and the 3™ group received Thuya occidentalis CH6 in the
treatment formula. For the three groups the administration was daily, being 10mL by
oral via during 63 days. For histopathologycal evaluation, the animals were submitted to
cutaneous biopsy of the papilloma lesions in the zero moment (OM) and final moment
(FM). According to the achieved data, the partial or total remission occurred only in
group 3 (Thuya occidentalis CH6), where were observed warts fall in 20% of the
animals of this group, besides partial regression of the remaining animals, with
macroscopic alterations of color and size, findings confirmed by the histopathological
exam. In the histopathological analysis there was observed reduction of the thorny layer
in all animals of the treated group (G3), showing reduction of epithelial layers with
conjunctive tissue of dermal papilla showing active fibroblast and capillaries and rare
lymphocytic inflammatory cells. Concluding that Thuya occidentallis CH6 contributes
to the treatment of pedunculated papiloma in bovine, being indicated in the presence of
this infection. Studies with Thuya occidentalis CH6 must have continuity with bovine
carrying basal papillomas in a period of treatment superior to 63 days. The experiment
IV had as objective to identify the BPV-2 in samples of cutaneous warts of bovine using
the Polimerase Chain Reaction (PCR). Using the general (FAP59/64 e MY 11/09) and
the specific primers for BPV-2 there was obtained an assertiveness of 33 (82.5%) of the
40 analyzed samples. According to the obtained results it is concluded that the presence
of BPV in Pernambuco State-Brazil is in agreement with the world findings, enhancing
the importance of the diagnose and control of the infection and, consequently, adoption
of an specific therapy. These results emphasize the therapeutic properties of the
homeopathic medicine Thuya occidentallis CH6, concluding that its use contributes to
the treatment of cutaneous papillomatosis in bovine, emphasizing the necessity of
studies for period superior to 63 days with the phytotherapic Thuya occidentalis in
bovine carrying cutaneous papilllomatosis, and the serum dosage of AST, GGT, urea
and creatinine showed that the plant used in this study, during 63 days, was not able to
cause hepatic and renal alterations in bovine with cutaneous papillomatosis.

Key words: bovine papillomatosis; Thuya occidentallis; histopathology, Polimerase

Chain Reaction (PCR).
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Monteiro, VLC.; Uso da Thuya occidentalis no tratamento da papilomatose bovina: aspectos clinicos, histopatologicos e moleculares

1 INTRODUCAO

Estima-se que o rebanho bovino brasileiro seja composto por 20,75% de animais de
aptidao leiteira e 79,3% de animais destinados a producdo de carne. Atualmente, o Brasil ¢ o
sexto maior produtor de leite, com um volume que corresponde a aproximadamente 4,5% da
produgdo mundial (MARTINS, 2004).

A cadeia produtiva de leite ¢ uma das mais importantes do complexo agroindustrial
brasileiro, atingindo 24, 6 bilhdes de litros no ano de 2005, o que representou um crescimento
de 4,7% em relagdo a 2004 (ANUALPEC, 2005). Movimentando anualmente cerca de US$
10 bilhdes, emprega 3 milhdes de pessoas, das quais, 1 milhdo sdo produtores e, produzem
aproximadamente 20 milhdes de litros de leite por ano (TEODORO, 2001; VILELA, 2001;
ANUALPEC, 2005).

Em termos regionais, a pecudria brasileira registrava em 2004, a seguinte
configuracdo: Centro-Oeste-34%; Sudeste-21,7%; Sul-19,9%; Norte-12% e Nordeste com
15,7% (VILELA, 2001; ANUALPEC, 2005).

Em Pernambuco, a pecuaria leiteira é explorada em todo o Estado, com destaque para
0s municipios de Aguas Belas, Bom Conselho, Canhotinho, Correntes, Garanhuns, Gravata,
Limoeiro, Pesqueira, Sanhard, Sdo Bento do Una, Sdo Caetano e Venturosa. Esta Mesorregido
também apresentou o maior indice de produtividade animal no Estado (1237 litros/vaca/ano),
conforme dados levantados pela Embrapa Gado de Leite (BARROSO, 2003).

Em vista do exposto, o Brasil apresenta um grande potencial na pecudria leiteira e tem
atraido diversos investidores para o setor de insumos veterindrios, que, gradativamente tém
desenvolvido produtos especificos para as principais espécies animais de importancia
econdmica. Muitas destas pesquisas t€ém sido direcionadas para o desenvolvimento de
suprimentos alimentares e principios ativos de medicamentos (IBGE, 2001-2003; GAZETA
MERCANTIL, 2003).

Dentre os varios insumos pesquisados na veterindria, a terapia com plantas vem se
impondo recentemente (SERAVALLE, 1996). Este interesse vem crescendo nos ultimos anos,
principalmente, no que se refere a sua atividade farmac€utica e composi¢do quimica
(TUROLLA e NASCIMENTO, 2006).

Sabe-se que o uso das espécies vegetais com fins de tratamento e cura das doengas e
sintomas se perpetuou na historia da civilizagdo humana e chegou até os dias atuais, sendo
amplamente utilizada por grande parte da populacao mundial como eficaz fonte terapéutica,

sendo pesquisada em diversos paises (RATES, 2001).
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A Organizacao Mundial de Saude (OMS) diz que planta medicinal ¢ qualquer planta
que possua em um ou em varios de seus oOrgdos, substancias usadas com finalidade
terap€utica, ou que estas substancias sejam ponto de partida para a sintese de produtos
quimicos e farmacéuticos. A estas substancias ¢ dado o nome de principios ativos, sendo
responsavel pelo efeito terapéutico que a planta possui (CARVALHO, 2006).

Em diferentes paises, a medicina popular, com o uso de plantas, ¢ praticada,
geralmente, por raizeiros e pequenos ervanarios, € apresenta-se em franca expansao
(SUZUKI, 2002). Quase todo o continente Africano depende do uso destes medicamentos, a
qual representa uma alternativa frente ao alto custo dos farmacos sintéticos e efeitos colaterais
(ASCHWANDEN, 2004).

Diante da importancia, a terapia natural aparece como uma alternativa para a producao
e uso veterinario, principalmente, no Norte e Nordeste, onde ha diferenga econémica, social e
cultural. Neste contexto, ¢ importante o emprego de plantas medicinais nas doencas dos
rebanhos, principalmente, nas regides semi-aridas do Nordeste (ROEDER, 1998).

Dentre estas enfermidades, a papilomatose bovina a virus (BPV) se destaca (MELO e
LEITE, 2003). O BPV tem sido extensivamente estudado, devido a sua complexidade, sua
relacdo com cancer e por induzir papilomas nos epitélios cutaneos ou mucosos em diversos
animais, inclusive o homem (MUTIRAGUNRA, 2001; CAMPO, 2002). E causada por um
DNA virus de dupla cadeia, podendo causar verrugas cutdneas, na teta, ubere, pénis, na
bexiga urinaria e no trato gastroentérico (ALONSO-AMELOT e AVENDANO, 2001;
ABROI, 2004; SOUTO, 2006).

As verrugas depreciam o couro, causando desvalorizagdo dos animais afetados,
podendo ocorrer debilitagdo, alteracdes funcionais organicas, além de, tornar os animais
susceptiveis as infec¢des, quando a mesma esta localizada na teta e ibere (WADHWA et al.,
1995; CAMPO, 1997). Esta enfermidade ¢é considerada um dos principais entraves
econdmicos a pecudria bovina brasileira, principalmente, em rebanhos leiteiros (MELO e
LEITE, 2003).

Considerando a importancia da terapia natural na cura de enfermidades, além dos
aspectos econdmicos referentes aos custos dos medicamentos, torna-se necessario o
desenvolvimento de estudos que visem a busca de alternativas complementares aos métodos
tradicionais, que seja de baixo custo € menos prejudiciais a saide humana e animal e ao

equilibrio ambiental.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas medicinais

No Brasil, a utilizagdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades esta
enraizada as culturas indigena, negra e dos imigrantes europeus. Por muito tempo, tal
procedimento representou a principal forma de cura, especialmente, entre a populagdo rural.
Entretanto, com o processo de urbanizacdo e o desenvolvimento da industria quimica, os
medicamentos alopaticos passaram a predominar na terapia moderna (ALVES e SILVA,
2003).

Dentre todas as terapias complementares ou alternativas disponiveis, a pratica do uso
de plantas ou de suas partes com finalidade terapéutica vem se impondo recentemente, e ja
ndo pode ser mais considerada como simples modismo (SERAVALLE, 1996; FETROW e
AVILA, 2000).

Embora, muitas vezes desconhecida, ¢ consumida tanto pela classe social menos
favorecida como pela de maior poder econdmico, sendo recomendada pela Organizacido das
Nagdes Unidas (ONU), indicando inclusive que 2/3 da populagdo da Terra utiliza plantas
medicinais (ALMEIDA, 1997; ASCHWANDEN, 2004). Simbolizando, muitas vezes, o inico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. As plantas medicinais tém seu
uso descrito por praticamente todos os povos, desde os tempos mais remotos, sendo usada no
tratamento e prevencao de doengas. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais ¢ até mesmo
nas grandes cidades brasileiras, onde, ¢ possivel, encontrd-las em feiras livres, mercados
populares e em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).

Atualmente, observa-se uma crescente redescoberta do valor das plantas medicinais
em decorréncia nao s6 de certos efeitos colaterais de muitos medicamentos alopaticos, embora
0 uso incorreto daquelas também possa causa-los, como o alto custo dos medicamentos
industrializados ou o proprio modismo (MEDEIROS e CABRAL, 2001). Apesar disto, o fato
de uma planta estar sendo comercializada ndo garante maior seguranga quanto a qualidade do
produto e conhecimento da eficacia e dos riscos (MATOS, 1999).

A partir dos conhecimentos populares e tradicionais do uso das mesmas, na busca de
solucdo de algum mal-estar ou da cura de alguma doenca, surgiram interesses comerciais €
cientificos (CABRAL, 1997). Por isso, a cultura popular rural representa a base de
informagdo para a pesquisa cientifica e a industria farmacéutica (VILA VERDE et al., 2003;

CARVALHO, 20006).
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As observacdes populares atribuidas ao uso e eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus
constituintes quimicos conhecidos (BRITO e BRITO 1999).

Estima-se que exista, sobre o planeta, cerca de 250.000 espécies botanicas. Destas,
apenas um inexpressivo percentual foi investigado sob o prisma farmacologico e toxicologico
(RATES, 2001). No Brasil, pelo menos trezentas plantas medicinais fazem parte do arsenal
terapéutico da populagdo e vem crescendo nos ultimos anos (FETROW e AVILA, 2000;
VENDRUSCOLO et al., 2005).

Nos ultimos anos tem-se verificado um avango cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de trabalhos
publicados nesta area, tanto em congressos como em periddicos nacionais e internacionais,
além do surgimento de novos periddicos especificos sobre produtos naturais ativos (RIZZO et
al, 1999; CASTELLUCCI et al, 2000, COSTA NETO e OLIVEIRA, 2000; TUROLLA e
NASCIMENTO, 2006).

Dessa forma, usudarios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em pratica o
seu consumo, tornando validas informacdes terapéuticas que foram transmitidas entre
geracdes (DORIGONI et al. 2001; SUZUKI, 2002). De maneira indireta, este tipo de cultura
medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas
enriquecem os conhecimentos sobre a medicina natural (MACIEL et al., 2002).

Em vista disto, recentemente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
elaborou uma portaria regulamentando a produgdo dos medicamentos feitos de plantas. No
Nordeste brasileiro a repercussdo foi imediata; primeiro por uma assisténcia farmacéutica
nacional carente e, segundo, por uma tradi¢do de nossa cultura popular em usar, cada vez
mais, produtos medicinais de origem vegetal. Somando-se ao quadro, o fator econdmico, pois
se estima que apenas 23% da populagdo tém acesso aos medicamentos industrializados (MS,
2006).

O mercado mundial de medicamentos a base de plantas é de US$ 43 bilhdes por ano.
Somente nos Estados Unidos da América, este mercado representa US$ 5 bilhdes por ano,
sendo o setor de mais rapido crescimento no mercado farmacéutico norte-americano
(ASCHWANDEN, 2001; LAIRD e KATE, 2002), porém o Brasil ainda carece de

levantamentos  estatisticos mais acurados da produ¢do e produtos derivados
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(VENDRUSCOLO et al., 2005), porém, estimativas da Associagao Brasileira da Industria
Fitoterapica (ABIFITO) indicam que o setor movimenta anualmente R$ 1 bilhdo em toda sua
cadeia produtiva (ABIFITO, 2002).

Neste contexto, ¢ fundamental a viabilizacdo do desenvolvimento e a comercializagdo
de plantas medicinais baseados em critérios cientificos, oriundos do esforco de varios
pesquisadores das areas de quimica, farmacologia, toxicologia, tecnologia farmacéutica e
clinica médica (VENDRUSCOLO et al., 2005). Essa meta ¢ corroborada pelo fato de
Pernambuco ser um dos pioneiros, no Brasil, em abordar o estudo sistematizado de plantas
medicinais. Portanto, no que se refere ao segmento dos medicamentos veterindrios ¢ de
crescente aquecimento na demanda (ABIFITO, 2002).

Nesta conjuntura, estes medicamentos aparecem como uma alternativa para a
populacdo e também para o uso veterinario, principalmente, quando se leva em consideragdo a
diferenga econdmica, social e cultural entre as Regides Brasileiras, com isto, surge a
importancia do emprego de plantas medicinais nas enfermidades dos rebanhos nas regides
semi-aridas, principalmente, no Nordeste e sugere a intensificagdo do uso de plantas
(ROEDER, 1998).

Em vista disto, as pesquisas nas Universidades e Institutos de Pesquisa revelam
substancias ativas de grande importancia no controle e combate de afec¢des que acometem a
populacdo e os animais, principalmente, em bovinos (TEODORO et al., 2001; MARTINS et
al., 2004). Visto que, o mercado da bovinocultura, de corte e leite, aparece como o maior
mercado consumidor de produtos veterinarios do Pais, sendo o sexto maior produtor de leite
do mundo, com crescimento anual de 4%, superior a de todos os paises que ocupam os
primeiros lugares e o maior rebanho bovino comercial do mundo, responsabilizando-se por
64% do faturamento total do segmento, seguido por 19% na avicultura e 10% na suinocultura
(IBGE, 2001; VILELA et al., 2001; BARROSO, 2003; GAZETA MERCANTIL, 2003;
IBGE, 2003; ANUALPEC, 2005; USDA, 2005).

Com isto, a avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos,
6leos volateis e ligninas tem sido objeto de incessante estudo, onde ja foram comprovadas as
acdes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com animais (SIMOES, 2004).

Entre os diversos exemplos de plantas e sua importincia atualmente, pode-se mencionar
a Thuya occidentalis, que apresenta promissores efeitos contra certos tumores (HAYFIELD,
1999).
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Esta planta pertence a familia das pinaceas conhecida como cipreste. Essa espécie cresce
no Canad4, de onde os indigenas utilizavam seus ramos e folhas para o reumatismo, gota e
malaria (LATHOUD, 2002). Nativa da Virginia (USA), Canad4, Europa e Sibéria e vem da
palavra grega que significa sacrificio. Nos sacrificios pagdos, esta arvore de folhas perenes era
queimada quando se executavam as vitimas (SHEALY, 1999). Esta arvore exsuda 6leo
volatil, contendo thuiona, cetona aromatica bem como glicosideos pinicrina e tujina. As agdes
da mesma parecem estar relacionadas ao 6leo volatil que ¢ estimulante e depurador do sangue.
Possui também atividade mitogénica, inibe os antigenos do HIV-1 e a transcriptase reversa;
além disso, ¢ indutor do subgrupo de células T e de varias citocinesinas in Vvitro
(OFFERGELD et al., 1992). A estimulagdo desta resposta tem sido considerada de relevancia
no combate aos microrganismos estranhos (TSE, MILTON e PIGANELLI, 2004), sendo de
importancia a manuten¢do da imunocompeténcia dos pacientes, uma vez que ¢ fundamental a
resposta imune frente as infec¢des (CAVERT, 1990).

A tintura-mae da Thuya occidentalis ¢ preparada a partir de macerados de suas folhas
aromaticas e ramos até formar uma polpa que serve para confeccionar o remédio (SHEALY,
1999), sendo utilizada em verrugas, condilomas e papilomas das aves em geral (galinhas,
perus, patos, passaros de gaiola e viveiro) em todas as fases da criacdo (ARENALES, 2002) e
em seres humanos, com indice referido de cura de 84,2%, porém, faltam estudos
randomizados para comprovacao cientifica da real eficacia (JORGE et al., 2000). Esta planta
pode ser de potencial interesse no combate as diversas afec¢des que podem acometer o
homem e o animal, principalmente, como alternativa ao controle quimico convencional contra

lesdes de pele em rebanhos (ARENALES, 1999).

2.2 Papilomatose Bovina

Um dos problemas da bovinocultura ¢ a incidéncia de tumores cutineos, sendo discutido
em diversas literaturas. Os mais comuns sdo os fibropapilomas, fibroma, carcinoma das
células escamosas ¢ melanomas (SCOTT e ANDERSON, 1992). Predile¢des de raga incluem
Hereford e Ayrshire (carcinoma das células escamosas) Angus (melanoma) e Shorthom e
Holandesa (papilomatoses virais) conforme Shah (1992).

Em geral, ndo ha significagdio econdémica consideravel, porém, o fibropapiloma ou
papiloma ocupa lugar de destaque, sendo responsabilizada por elevada perda econdmica, em
decorréncia do crescimento retardado, perda de peso, redu¢do no consumo de alimento, queda

na produgdo de leite. (MEYERS e READ, 1990; SCOTT e ANDERSON, 1992).
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A papilomatose pode ser definida como projegdes epiteliais que se estendem acima da
mucosa de superficie com hiperplasia do epitélio de revestimento, com alongamento ou
alargamento das cristas interpapilares (COTRAN, KUMAR e COLLINS, 2000).

E uma enfermidade infecto-contagiosa, de origem viral, cronica, de carater tumoral
benigno e de natureza fibro epitelial caracterizada por alteragcdes na pele e nas mucosas que
infecta as células basais do epitélio ou os fibroblastos, formando projecoes digitiformes
microscopicas ou macroscopicas (ROBBINS et al., 2001; SILVA, et al., 2004a).

O papilomavirus (PV) tem caracteristica endémica e distribuicdo mundial, ja
diagnosticada em varios paises como Japao, Estados Unidos, Canada, Australia, India, Nova
Zelandia, Escocia e Turquia (OLSON, 1990), muito semelhante em todas as ragas e espécies
(MENDONCA e JOAQUIM NETTO, 2005). Martius, historiador romano, foi o primeiro a
descrever o condiloma classico em seres humanos (BAFVERSTEDT, 1967). Embora, outros
historiadores, na Idade Média, ja descrevessem esse tipo de lesdo, porém, as lesdes eram
imprecisas. Pela genética moderna, ha evidéncias de que eles sejam tdo ou mais antigos que o
Homo sapiens (ONG, BERNARD e VILLA, 1994).

O estudo do papilomavirus animal tem uma longa histéria, M’Fadycan e Hobday em
1898 (apud NICHOLLS e STANLEY, 2000) utilizaram uma simples transmissao
experimental usando o papilomavirus canino oral (COPV). Segundo Wellenberg et al (2002),
esta infeccdo conceitue uma das doencas mais importante nos bovinos, principalmente em
bezerros, causando grandes perdas econdomicas em virtude da morbidade, mortalidade e custos
com tratamento.

A papilomatose ¢ descrita em varias espécies por induzirem hiperplasia do epitélio,
definidas como verrugas, papilomas ou condilomas. Sendo classificado pela sua espécie de
hospedeiro natural (humano, bovino, etc.) e subclassificados em tipos de acordo com a
seqiiéncia de nucleotideos (MENDONCA ¢ JOAQUIM NETTO, 2005), baseado no tamanho
e densidade da particula viral, propriedades fisicas, DNA virético e analise de proteinas do
capsideo, através de eletroforese (LANCELLOTTI, 2000).

Causam infecgdes assintomaticas e varias lesdes benignas ou malignas em mamiferos
(rato, chimpanzé, coelho, cachorro, ovelha, alce, porco, elefante indiano, cervo, cavalo, bufalo
e bovino), acontecendo em ordem decrescente de freqliéncia em bovinos, caes, cavalos,
cabras e ovelhas (KIDD, 1938; COOK e OLSON, 1951; PARISH, 1961; KREIDER, 1963;
ORTH et al., 1981; SUNDBERG e¢t al., 1981; SUNDBERG et al., 1985; THEILEN et al.,
1985; OKABAYASHI et al., 1991; HAYWARD et al., 1992; KNOWLES et al., 1996;
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MILLER ¢ BRODELL, 2001; CAMPO, 2002; CAMPO, 2003), sendo observado também em
peixes teledsteos e pluronectideos (YOKOTE, 1995; RAMOS e PELETEIRO, 2003).

O papiloma bovino a virus (BPV) vem sendo intensamente pesquisado e estudado em
virtude da sua ocorréncia nos ultimos tempos e da intima relagdo com a carcinogénese e
outras doengas (CAMPO, 2006) e tem sido avaliada extensivamente, ndo apenas pela
repercussao econOmica desta infeccdo, mas também por ser um modelo experimental
interessante para o estudo do sinergismo ambiental na etiologia do cancer. Muitos dos
conhecimentos sobre o papilomavirus vém de estudos com o BPV e de outros hospedeiros
animais portadores deste tipo de virus (MUTIRAGUNRA, 2001; MELO e LEITE, 2003).

O BPV, da mesma forma que os papilomavirus que infectam os seres humanos, ¢
causado por um pequeno virus da familia Papillomavidae, género Papillomavirus, espécie
Bovine papillomavirus - BPV que contém DNA em configuracdo circular, de filamento duplo,
no envelopado, epiteliotropico, com 52-55 nm de didgmetro (VIRUS TAXONOMY, 2001).

O virus do PV, independentemente do local ou tipo de lesdao, tem morfologia e estrutura
constante (CAMPO, 2003). Os papilomavirus possuem DNA como material genético, poucas
proteinas e ndo possuem lipides e membrana, como acontece nos virus envelopados. O
capsideo ¢ formado por 72 subunidades (capsdmeros), sendo 60 hexamétricos e 12
pentaméricos, com arranjo icosaédrico, sendo por este motivo, de aparéncia esférica a
microscopia eletronica (VAN REGENMORTEL et al., 2000), com cerca de 8 a 7,3kb pares
basicos no genoma (MORGAN e CAMPO, 2000).

O genoma tem estrutura fisica e organizagdo génica bem conhecida, subdivididos em
trés regides: regido precoce (early: E), que codifica as proteinas ndo estruturais, regido tardia
(late: L), que codifica as proteinas do capsideo e regido reguladora (LCR), que contém os
elementos reguladores necessarios a replicagdo e transcri¢do do DNA viral (CAMPO, 1997;
MORGAN e CAMPO 2000; TERAI, 2001; SCULLY, 2002; MENDONCA ¢ JOAQUIM
NETTO, 2005).

O virus se replica nas células basais do epitélio, caracterizando alteragcdes da pele e das
mucosas que estdo revestidas por tecido epitelial plano estratificado (SCHUCH, 1998),
estimulando a divisdo celular (GIOVANNELLI et al., 2002), hiperproliferagdo benigna do
estroma e do epitélio com crescimento excessivo dessas células formando as verrugas ou
papilomas que geralmente regridem sem causar problemas clinicos em seus hospedeiros
(CAMPO, 1997; SCHUCH, 1998; CAMPO, 2002).

Os eventos precoces iniciais na infec¢do incluem transformagao celular e replicagdo de

DNA. Os produtos gémeos iniciais (E1 a E7) s3o primariamente responsdveis pela
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codificacao de proteinas necessarias a replicagdo viral e transformagao celular; El tem fungao
na iniciacdo da replicagdo do DNA; E2 na regulacdo da transcrigdio do DNA; E4 e ES5
comecam a transcricdo antes do inicio da replicacdo viral vegetativa e sdo expressas em
quantidades aumentadas nas células em saturagdo. E6 e E7 sdo responsaveis pelas proteinas
transformadores necessarias a oncogénese - ligagdo as proteinas p53 ¢ pRB, dois genes
supressores de tumor importantes, levando a inativacdo dos mesmos (OLIVEIRA et al.,
2005).

Os produtos gémeos tardios (L1 e L2) s@o proteinas que podem ser encontradas apenas
nas camadas epiteliais superiores, onde as proteinas estruturais do capsideo viral sdo reunidas.
Ocorre a multiplicacdo do virus no nucleo celular, onde produz novas particulas virais,
fendmeno que resulta na morte da célula infectada. As alteragdes nos mecanismos de controle
antitumoral tém inicio, quando o genoma viral se incorpora ao material nuclear (SHAH,
1992).

Esses eventos apresentam traducdo citoldgica representada pelo aumento nuclear,
hipercromasia, coilocitose, disceratose, papilomatose, hiperceratose, acantose e granulos de
cerato-hialina proeminentes. A coilocitose se destaca por ser descrita freqlientemente como
um sinal patognomdnico de infecg¢@o por esse virus. As células da camada dérmica de uma
lesdo papilomatosa proliferam excessivamente e nessas células ¢ possivel encontrar inimeras
copias do DNA viral (OLIVEIRA et al., 2003).

Ha vérias formas de identificagdo do PV nos tecidos humanos e animais, que variam
segundo a sensibilidade e especificidade na identificagdo do virus. Dentre estas, podemos
citar o exame histopatoldgico, que consiste na identificacdo de neoplasias intra-epiteliais
(RODRIGUES e CAMARGO, 1999; OLIVEIRA et al., 2005), sugerindo sua presenca através
de aspectos como coilocitose, disceratose, papilomatose, hiperceratose, acantose e granulos de
cerato-hialina proeminentes, podendo tornar-se um método de grande utilidade em centros
que nao dispdem de métodos de diagnostico sofisticados, ou mesmo como uma indicagao para
a aplicacdo desses métodos nos centros que os possuem (MILLER, 2001), porém, este exame
ndo permite identificar qual o tipo de virus, além de ndo visualizacdo histologica em infec¢des
latentes, visto que, as alteragdes provocadas pelo o virus sdo minimas (RODRIGUES e
CAMARGO, 1999; COTRAN, KUMAR e COLLINS, 2000).

Ha também os de baixa sensibilidade, que incluem a microscopia eletronica, imuno-
histoquimica, imunofluorescéncia e hibridizagdo in situ, analises de moderada sensibilidade,
que incluem Southern blot, dot blot ¢ hibridizag¢des blot reversas ¢ as de alta sensibilidade,

que incluem a reagdao em cadeia da polimerase (PCR) como descrito por Read e Kurtz, 1999.
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Esta técnica foi desenvolvida por Mullins em 1983, permitindo a amplificacao de
amostras muito pequenas de DNA ou RNA in vitro, podendo ser visualizados através da
eletroforese (HIRATA e HIRATA, 1997, STEINER et al.,, 1999; NOVAES, ALVES ¢
SILVA, 2004).

Como o virus da familia papilomaviridae apresenta dificuldade para ser cultivado em
sistemas de culturas celulares e entdo a técnica da PCR apresenta-se adequada para a deteccao
do papilomavirus devido a alta sensibilidade e especificidade e por ndo requerer o cultivo do
virus (WOSIACKI, 2002), contribuindo fundamentalmente no avango de pesquisas em torno
das iniimeras doencas neoplésicas recentemente elucidadas, tais como cancer de prostata
(RENNEBERG et al., 1999), de bexiga (STEINER et al., 1999), de mama (LUKE e KAUL,
1998), na leucemia promielocitica (O'CONNOR et al., 1999).

Até o momento foram identificados cerca de seis sorotipos relatados a papilomatose dos
Bovideos classificados de acordo com a distribui¢do dos acidos nucléicos no genoma viral
(CAMPO et al., 1994; MURPHY et al., 1999), porém, treze BPVs estao sendo estudados
recentemente (CAMPO, 2006). E provavel que investigacdes adicionais revelem a existéncia
de mais BPVs, através de técnica da biologia molecular (OGAWA et al., 2004).

Estes tipos foram classificados originalmente em subgrupos: A (BPV 1, 2 e 5) que tem o
genoma de DNA de aproximadamente 8kb e subgrupo B (BPV 3, 4 ¢ 6) que tem o genoma
menor medindo aproximadamente 7,3kb (CAMPO, 2006). O subgrupo A, -causa
fibropapilomas na pele, no qual o epitélio e a derme subjacente estdo envolvidos (CAMPO,
2003). O BPV 1, 2 e 5 (fibropapilomas do subgrupo A) localiza-se na pele, com a
hiperproliferagao de queratindcitos e ou de fibroblastos (MURPHY et al., 1999). O subgrupo
B causa verdadeiros papilomas no epitélio da pele (BPV3 e BPV6) ou na mucosa do trato
digestivo superior (BPV4) (CAMPO et al., 1994; SOUTO et al., 2006). Atualmente, hd uma
nova classificagdo, onde o BPV 5 parece compartilhar homologia com ambos os grupos,
causando fibropapilomas e papilomas epiteliais (BLOCH ¢ BREEN, 1997; DeVILLIERS et
al. 2004).

O BPVI causa tipicamente papilomas fibrosos nas tetas, de cor branca ou rosa,
especialmente, em animais com mais de 2 anos de idade (CAMPO, 2002). O BPV2 causa
fibropapiloma tipico na cabega, pescoco, ombro, barbela, membros, tetas e, ocasionalmente,
em qualquer lugar do corpo, especialmente, em animais jovens, com idade inferior a dois
anos. Infec¢des reprodutivas e abortos podem acontecer com o BPV2, podendo também

induzir fibropapilomas no eséfago e rumem e cancer de bexiga. (CAMPO, 1994).
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As verrugas causadas por BPV-1 e 2 podem ser simples ou multiplas, relativamente
pequenas (2 a 5 mm em diametro), firmes, com superficie alopécica. As lesdes aumentam de
tamanho progressivamente podendo chegar até¢ 25 cm de didmetro, onde se apresentam de
aspectos pedunculados, com desenvolvimento varidvel de hiperqueratose na superficie e
projecdes queratineas (SCOTT e ANDERSON, 1992).

BPV-5 e 6 causam lesao do tipo “grdo de arroz” nas tetas, acometendo varias idades. As
lesdes sdo lisas, brancas acinzentadas, com hiperqueratose e ndo regridem espontaneamente,
podendo ter também papilomas interdigitais que ¢ um problema crénico em gado leiteiro
(BLOCH, SUTTON e SPRADBROW, 1994; BARBOSA et al., 1999; FIORAVANTI, 2002;
GOLDSHMIDT et al, 2002).

Fibropapilomas tipicos acontecem no dorso e ventral aos espacos interdigitais,
especialmente, nos membros anteriores e estd freqiientemente associado com lesdes
interdigitais, que levam aos problemas de claudicagdo, perda de peso e diminuicdo da
producdo de leite em alguns rebanhos além de dor, laminite e episdédios de anestro (MURPHY
et al., 1999). Nao ocorre regressdo espontaneamente. Histologicamente observam-se lesdes de
fibropapilomas com caracteristicas exodticas com combinagdo epiteliais e conectivas com
proliferacdes, degeneracdes e granulos de queratindcitos no extrato granuloso da epiderme
(CAMPO, 2002). BPVs 3, 4 ¢ 6 foram isolados de papilomas epiteliais cutaneos, papilomas
no epitélio alimentar e papiloma epitelial no teto, respectivamente (BLOCH, SUTTON e
SPRADBROW, 1994; CAMPO, 1997).

Cada papilomavirus ¢é especifico para espécie infectada e altamente tropico para o
endotélio especifico e tem o seu proprio grau de oncogenicidade, nao se observando infec¢ao
cruzada. Porém, em condigdes experimentais, observou-se um unico caso conhecido de
infeccdo cruzada do BPV (tipo 1 e 2) em cavalos e outros eqiiideos (NICHOLLS e
STANLEY, 2000).

BPV-1 e 2 s3o0 os unicos tipos que podem infetar espécies diferentes. Cavalos, burros e
mulas desenvolvem tumores sarcoideos apos se infeccionarem com BPV (COOK e OLSON,
1951). O DNA do virus estd presente nas células tumorais em multiplas copias epissomais e
seus genes sdo transcritos, indicando um papel ativo do virus na etiologia do sarcéide
(OTTEN et al., 1993; REID e NASIR, 1999). O tumor ¢ muito invasivo, ndo responsivo ao
tratamento, conduzindo-o, na maioria das vezes, ao sacrificio. (CAMPO, 1994). Causando
perdas econdmicas tanto para indistria de corrida e passeio, como para os fazendeiros e
camponeses, principalmente, no Nordeste brasileiro, onde freqiientemente, estes animais sdo o

unico sustento (WOSIACKI, 2002).
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O BPV ¢ adquirido diretamente por inoculagao cutanea (STRINGFELLOW et al., 1988)
ou através de solugdes de continuidade da pele (WOSIACKI, 2002), por contato indireto
(cercas, bebedouros, comedouros, cordas, moscas e carrapatos, maquina de marcar e
ordenhadeira), por contato direto ou pela via transplacentaria (CAMPO, 1997; MURPHY et
al., 1999), em geral, a infec¢do requer um vetor ou porta de entrada. Populagdes confinadas
sd0 mais susceptiveis aos surtos € a maior incidéncia da doenga e os animais da raca
Holandesa da variedade preto e branco apresentam uma maior ocorréncia (SILVA et al.,
2001).

Como varios virus, o PV pode estabelecer uma infeccao latente (OGAWA et al., 2004),
onde, o animal fica portador, sendo reservatério natural e principal fonte de transmissao
(CAMPO, 1995; MURPHY et al., 1999; CAMPO, 2006), principalmente, transmissdo de
forma horizontal, tanto através do coito quanto da inseminagdo artificial, podendo ser
reativado em animais imunocomprometidos (CARVALHO et al., 2003). Este dado alerta a
necessidade de controle sanitario de doadoras de embrido observando condi¢des sanitarias dos
rebanhos quanto & fertilizagdo in vitro (GUERIN e THIBIER, 2000).

Papilomas aparecem geralmente na superficie do corpo do gado em média aos 2 anos de
idade e observam-se os sinais clinicos dentro de 1-6 meses apos a inoculagdo do virus (ABU-
SAMRA et al., 1982; CAMPO, 2002). O periodo de incubacao ¢ bastante variavel podendo
estar intimamente relacionado com a competéncia imunolédgica individual (SILVA et al.,
2004c). Sao muito resistentes aos agentes externos, somente sendo inativados a 70°C,
oscilagdes de pH e éter ndo possuem efeito inativador (BEER, 1999).

As verrugas sdo observadas topograficamente em regides especificas e apresentam
caracteristicas macroscopicas e histolégicas particulares (CAMPO, 1995; LEUKUTOVA et
al., 1998), observando-se lesdes verrugosas, com massas protusas, firmes, de coloragcdo branca
acinzentada ou bronzea, com superficie seca e cornificada, com dimensdes que variam desde
Imm até 500mm. Algumas lesdes sdo acinzentadas e mais planas, possuindo fixagdo cutanea
da base larga ou pedunculada (SMITH, 1994). Os tumores sdo constituidos por tecido epitelial
e conjuntivo, com aspecto bulboso ou de “couve-flor”, frondoso, plumoso ou de “grio de
arroz” (WILLIAM et al., 1992). Quanto a localizag¢do, aparecem mais comumente na cabega,
pescogo, barbela, tronco, membros, Ubere, teta e pénis (REBHUN et al., 2000).

As lesdes sdo proliferativas e normalmente manifesta-se principalmente em animais
imunodeficientes (LIMA et al., 2004). Foi relatada a ocorréncia severa de papilomas orais,

assim como, extensos papilomas cutdneos em animais imunodeprimidos através de
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corticoideterapia (NICHOLLS e STANLEY, 2000). Apos a terapia junto com vacinagao
autogena, foi seguida pela regressao da lesdao (LE et al. 1997).

Sabe-se que, nas infec¢des virais, o sistema imune € pega chave no controle destas. A
papilomatose ¢ determinada provavelmente por condi¢des estressantes tais como manejo
inadequado, desnutricdo e ectoparasitoses, levando provavelmente a uma baixa da imunidade
do animal, podendo desta forma, facilitar o aparecimento da doenga (GRANDIN, 1997). De
todos os fatores abordados de causas imunossupressivas, principalmente, em bovinos leiteiros,
a nutricdo ¢ fundamental como ferramenta para modular o sistema imune, ndo apenas em
estados patologicos imunossupressores, como também para a manutengdo dos saudaveis
(MENEZES e BERTOLA, 2001).

O animal acometido pelo BPV pode apresentar complicagdes como hemorragias,
infecgdes secundarias e feridas mecanicas que ocorrem, devido ao atrito nos papilomas
grandes ou aglomerados e podem levar a transtornos gerais toxicos e até a septicemia
(WILLIAN et al., 1992; ROSENBERGER, 1993; MELO e LEITE 2003; SILVA, 2004b). A
presenca de verrugas no uUbere de vacas em lactacdo desvaloriza o animal e os fazem
suscetiveis para invasores secundarios (WADHWA et al., 1995).

Geralmente, os defeitos nos epitélios glandulares causados pelo virus, ndo sdo assim
importantes a menos que os mesmos se tornem grandes tornando a ordenha dificil
(WELLENBERG et al., 2002). Em primiparas, as verrugas podem obstruir completamente os
tetos, afetando a higiene e o fluxo do leite, podem ser facilmente lesadas e sangram, as vezes
profusamente, causando dor enquanto ordenhadas (WADHWA et al., 1995; HILLERTON,
2001), podendo causar infec¢do secundaria, obstruindo os capilares dos ductos, resultando em
supressdao do mecanismo de defesa natural e, conseqiientemente, ser um fator predisponente
para a mastite (CAMPO, 1994; HEMMATZADEH et al., 2003). Animais que desenvolvem
extensos papilomas no trato gastroentérico superior tém dificuldade para comer e respirar,
além que, as localizadas no pénis, interferem com a fun¢do reprodutiva dos touros.
Ocasionalmente, rebanhos inteiros tém que ser selecionados se os papilomas nao regressarem
(WELLENBERG et al., 2002).

O PV induz tumores benignos ¢ eventualmente, quando fatores genéticos ou
ambientais estdo envolvidos, pode resultar em conversao maligna (SCULLY, 2002; CAMPO
et al., 1999). Resultado de varias pesquisas confirmou a presenca de PV em lesdes malignas e
pré-malignas de cérvice uterina, vulva, pénis, conjuntiva e trato aerodigestivo em humanos
(PINTO e COLLACO, 2001; ROTELI-MARTINS et al., 2001; SOARES, 2002), cancer de

pele em humanos e coelhos, carcinoma do trato digestdrio superior e de bexiga em bovinos e
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humanos e orais em caes (NICHOLLS e STANLEY, 2000; STEP et al., 2000; ALONSO-
AMELOT AVENDANO, 2001; ABROI et al., 2004; CAMPO, 2006; SOUTO, 20006).
Recentemente, mais de 100 tipos de papiloma virus humano (HPV) tém sido identificados em
varias lesdes. Na cavidade oral, 24 tipos sdo associados com lesdes benignas e 12 tipos com
lesdes malignas, principalmente, HPV-16 e 18 que sdo chamados de malignos ou oncogénicos
ou de alto risco (CRUM, 2000; TERAI e TAKAGI, 2001; SCULLY, 2002).

Estudos epidemioldgicos e moleculares tém permitido a discussdo da seqiiéncia de
eventos que ocorrem durante a carcinogénese: O BPV-4 infecta a mucosa do trato alimentar
superior, expressa suas proteinas transformadoras e induz a formagdo de papilomas, que
regridem espontaneamente devido a resposta imune celular (CARVALHO et al., 2003;
CAMPO, 2006), porém, as lesdoes de BPV-4, mesmo em pouca quantidade, apresentam alto
risco de malignizagdo como, por exemplo, tumores de esdfago que sdo raros em animais
domésticos (MOULTON, 2002), mas que podem ser transformados em carcinomas malignos
com a ingestdo do broto da samambaia (Pteridium aquilinum). Pois, a mesma, possui
substancias carcinogénicas, mutagénicas € imunossupressoras que pode predispor os
papilomas a se transformarem em carcinomas das células escamosas (NICHOLLS e
STANLEY, 2000) ou progridem ao carcinoma transicional da bexiga urinaria (STEP et al.
2000). Demonstrou-se, experimentalmente, a confirmag¢do maligna destes tumores quando
associados a essas substancias e a infec¢ao pelo BPV-4, principalmente, nos casos de tumores
no rumen de bovinos (CAMPO, 2002).

A co-carcinogenicidade entre os compostos quimicos da samambaia (Pteridium
aquilinum) e a infec¢do com o papilomavirus bovino tipo 2 (BPV-2) também tem sido
implicada na etiologia da hematuria enzoo6tica bovina (HEB). Apesar de o DNA do BPV-2 ter
sido detectado em tumores da bexiga em casos naturais e experimentais de HEB, a patogenia
da possivel interagdo samambaia — BPV-2 ainda n3o estd completamente estabelecida
(CAMPO et al., 1994; WOSIACKI et al., 2005; CAMPO, 2006).

Depois do crescimento progressivo inicial do tumor, em animais imunologicamente
ativos, procede a regressao espontanea em até 12 meses (KNOWLES et al., 1996). Regressao
espontanea de papilomas também foi observada em vaca (KNOWLES et al., 1996), cavalo
(COOK e OLSON, 1951), ovelha (HAYWARD et al., 1992), cabra (THEILEN et al., 1985),
cervo branco (SUNDBERG et al. 1985), elefante indiano (SUNDBERG et al., 1981) e coelho
(OKABAYASHI et al., 1991).

A regressdo ocorre devido a imunidade celular (JUBB et al., 1993), provavelmente

efetuada através de células T, mais precisamente CD4 e também subconjuntos de CDS8 ¢ a
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imunidade humoral, prevenindo contra novas infec¢des, porém a imunidade para a infecgao €
espécie especifica, ou seja, animais podem sofrer infecgdes sucessivas através de tipos
virdticos diferentes, apesar do desenvolvimento imunolégico para infec¢des prévias
(NICHOLLS e STANLEY, 2000).

A regressdo espontanea das verrugas permitiu muitas dividas sobre o tratamento, visto
que, dependera da fase, tipo e localiza¢ao dos papilomas, no entanto, na maioria das vezes, o
tratamento ¢ necessario, quando hd uma grande quantidade de animais acometidos dentro da
propriedade ou quando o niimero de papilomas ¢ muito grande, sendo necessario realizar
tratamentos sistémicos e/ou topico (VEIGA et al., 2000).

Existem varios protocolos de tratamento com base cientifica, incluindo a aplicacao de
diversos tipos de oleo, vacinas autdgenas, acidos organicos, compressdo da verruga ou
cirargico. Alguns destes parecem ser eficazes (KATZUNG, 1999; YOUNGKIN et al., 1999),
como por exemplo, agentes ceto-acidoses ou drogas antivirais locais tais como o aciclovir, o
ribavirina e o cidofovir (DUAN et al., 2000; WILSON et al., 2000; CHIRISTENSEN et al.,
2001) e Thuya occidentalis no tratamento das lesdes provocadas pelo papilomavirus
(RODRIGUE-Z et al., 2005).
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DESCRICAO CLINICA DA PAPILOMATOSE CUTANEA BOVINA (BPV) E
AVALIACAO DA Thuya occidentalis TINTURA MAE (T.M.) NA BPV

CLINICAL DESCRIPTION OF BOVINE CUTANEOUS PAPILLOMATOSIS
(BPV) AND EVALUATION OF Thuya occidentalis MOTHER-TINCTURE
(T.M.) IN BPV

Vanda Lucia da Cunha MONTEIRO'; Adriano da Silva CARNEIRO?; Rafaella Alves de
Aratjo SILVA®; Miriam Nogueira TEIXEIRA*; Maria Cristina de Oliveira Cardoso
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RESUMO

A papilomatose bovina ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa cosmopolita freqiiente,
principalmente em bovinos leiteiros. Com o objetivo de descrever clinicamente a
papilomatose cutanea bovina (BPV) ¢ avaliar o efeito teraputico da Thuya occidentalis
tintura mae (T.M.) sobre a BPV, foram utilizados 40 bovinos leiteiros, mesti¢os de holandés,
com papilomas cutaneos. Os animais foram divididos, aleatoriamente, em quatro grupos. Os
grupos 1 e 2 receberam solugdo de cloreto de so6dio a 0.9% e élcool de cereal,
respectivamente, sendo estes considerados controles e os grupos 3 e 4 receberam os
medicamentos fitoterapicos Thuya occidentalis (Simoes®) tintura mae (T.M.) a 30% e Thuya
occidentalis tintura mae a 30% com propolis, respectivamente. Os animais receberam,
diariamente por via oral, 10mL dos produtos durante 63 dias. Durante o experimento
verificaram-se papilomas presentes no abdomen lateral, barbela e focinho, apresentando
lesdes mistas seguidas de basais. Em relagdo ao tratamento, a regressdo parcial e ou total ndo
foi observada em nenhum grupo, ndo ocorrendo alteragdes macroscopicas de remissao,
coloracdo e consisténcia. Pode-se concluir que o uso das tinturas a 30% de Thuya occidentalis
(Simdes®) e Thuya occidentalis com propolis, nas condi¢des experimentais utilizadas neste

estudo, ndo provoca remissao de papilomas em bovinos leiteiros e que as dosagens séricas de
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AST, GGT, uréia e creatinina revelaram que a planta utilizada nao foi capaz de causar
alteragdes hepaticas e renais em bovinos com papilomatose cutdnea, durante o periodo
estudado.

Palavras chave: papilomatose bovina, Thuya occidentalis, fitoterapia.

SUMMARY

The bovine cutaneous papillomatosis is a cosmopolitan, frequent infect-contagious disease,
mainly in dairy cows. Owing to clinically describe the bovine cutaneous papillomatosis
(BPV) and evaluate the therapeutic effect of Thuya occidentalis mother tincture (T.M.) on
BPV, were used 40 dairy bovines, Holstein Friesian crossbred, with cutaneous papilloma. The
animals were divided at random in four groups. The groups 1 and 2 received sodium chloride
solution at 0.9% and cereal alcohol, respectively, being these groups considered control and
the groups 3 and 4 received the phytotherapic medicines Thuya occidentalis (Simoes®)
mother tincture (M.T.) at 30% and Thuya occidentalis mother tincture at 30% with propolis,
respectively. The animals received, daily by oral via, 10mL of the products for 63 days.
During the experiment there were observed papillomas on the lateral abdomen, dewlap and
snout, exhibiting mixing lesions followed by basal. Regarding to the treatment, the partial or
total regression was not observed in any group, occurring no macroscopic alterations of
remission, color and consistence. It may be concluded that the use of the tinctures at 30% of
Thuya occidentallis (Simdes®) and Thuya occidentalis with propolis, on the experimental
conditions used in this study, does not cause remission of papillomas in bovine dairy herd and
that the serum dosage of AST, GGT, urea and creatinine showed that the used plant was not
able to cause hepatic and renal alterations in bovine with cutaneous papillomatosis, during the
studied period.

Key Words: bovine papillomatosis, Thuya occidentalis, phytotherapy

1 INTRODUCAO

A papilomatose bovina (PB) ¢ uma enfermidade tumoral benigna, causada por um
virus de natureza fibroepitelial, caracterizada por alteragdes na pele e nas mucosas. Infecta as
células basais do epitélio, formando projecdes digitiformes microscOpicas ou macroscopicas,
estando presente em muitos animais e seres humanos (SILVA, 2004). A PB, da mesma forma
que os papilomavirus que infectam os seres humanos, ¢ causada por um virus da familia
Papillomaviridae, género Papillomavirus, espécie Bovine papillomavirus-BPV, (CAMPO,
2006).
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Dentre varias enfermidades que acometem os animais, principalmente os bovinos, a
papilomatose apresenta-se importante, visto que os danos causados pelas lesdes proliferativas
na pele e mucosa conduzem a queda na producao leiteira, desvaloriza¢do dos animais a serem
comercializados e depreciacdo do couro. Os animais podem, também, desenvolver extensos
papilomas no trato gastroentérico superior e, conseqlientemente, apresentarem dificuldade
para se alimentar e respirar, podendo ficar debilitados e virem a obito (CAMPO, 1997;
WELLENBERG et al., 2002; MELO e LEITE, 2003).

Os papilomas s3o observados, topograficamente, em regides especificas e apresentam
caracteristicas com particularidades morfologicas macro e microscopicas, sendo causadas por
cepas distintas de Papilomavirus (BPV1, 2, 3, 4, 5, 6) e ndo havendo, até o momento,
imunidade cruzada entre as mesmas (LEUKUTOVA et al., 1998).

Depois do crescimento progressivo inicial do tumor, em animais imunologicamente
ativos procede-se a regressdo espontanea em até 12 meses (CAMPO, 2002). A regressao
espontanea das verrugas permitiu muitas dividas sobre o tratamento, visto que a doenga ¢
autolimitante, dependendo da fase, tipo e localizagdo dos papilomas; no entanto, na maioria
das vezes o tratamento ¢ necessario, para evitar perdas economicas ou quando ha uma grande
quantidade de animais acometidos ou mesmo quando o numero de papilomas ¢ muito grande,
sendo necessario realizar tratamentos sist€émicos e/ou topicos (VEIGA, 2000).

Entre os diversos tipos de plantas medicinais pode-se mencionar a Thuya occidentalis.
Esta arvore exsuda o6leo volatil, contendo thuiona, cetona aromatica bem como os glicosideos,
pinicrina e tujina. Suas a¢des parecem estar relacionadas ao 6leo volatil, que ¢ estimulante e
purificador do sangue. Possui também atividade mitogénica, inibe os antigenos do HIV-1 e a
transcriptase reversa, induzindo subgrupo de células T e de varias citocinesinas in vitro
(OFFERGELD et al., 1992); além disso, ¢ utilizada para verrugas, condilomas e papilomas
das aves em geral (galinhas, perus, patos, passaros de gaiola e viveiro) em todas as fases da
criagdo (ARENALES, 2002).

Diante da importancia da papilomatose na salide animal e a procura por alternativas
terapéuticas eficazes e simples, este trabalho teve por objetivo descrever clinicamente a
papilomatose cutanea bovina (BPV) ¢ avaliar o efeito teraputico da Thuya occidentalis
tintura mae (T.M.) sobre a BPV.

2 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento o projeto foi encaminhado a Comissdo de Etica do

Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
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Pernambuco (UFRPE), sendo iniciado apo6s andlise e parecer favoravel para seu

desenvolvimento.

2.1 Material Botéanico:
Tanto a coleta como a fabricacdo e distribuicdo da medicagdo fitoterapica para

experimentacdo foi feita pelo PROVETS Simdes Laboratorio (Sao Paulo/SP).

2.2 Local do Experimento

O experimento foi desenvolvido na fazenda de beneficiamento de leite, localizada a

182 km de Recife-PE e no DMV da UFRPE, no periodo de outubro de 2004 a junho de 2006.

2.3 Animais e instalacdes

Foram incluidas no estudo 40 fémeas mesticas de holandés, nuliparas, primiparas e
multiparas, com idade variando de 8 meses a 3 anos, oriundas da mesma propriedade e que
apresentavam diferentes tipos de papilomas cutineos: tipicos, atipicos, atipicos engastados,
filamentosos localizados na glandula mamaria e misto (MOLINEROS e ROJAS, 1999;
CAMPO, 2002; SANTIN e BRITO, 2004). Os animais mantiveram-se em sistema semi-
intensivo de criag¢ao, onde receberam brincos de identificacao.

A alimentacdo constou de volumoso a base de capim elefante (Penisetum purpureum)
adicionado de melago e concentrado de farelo de milho e soja’, a qual foi oferecida duas vezes

ao dia (400g/d), além de 4gua e sal mineral comercial' para bovinos oferecidos ad libitum.

2.4 Avaliagdo dos Animais e Papilomas

Os animais foram avaliados no inicio do experimento, momento zero (MO),
considerando-se parametros clinicos, hematologicos, bioquimicos séricos, parasitologicos de
fezes, reprodutivos e manejo, além dos aspectos macroscopicos dos papilomas quanto ao tipo,
cor, localizagdo, tamanho, aspecto e quantidade assim definidos para este estudo: leve (25%
do corpo afetado), moderado (com 50% do corpo afetado) e intenso (com mais de 50% do
corpo afetado).

Preconizou-se um periodo de uma semana sem a administracio de nenhum tipo de

medicagdo, topica ou sist€émica, antes do recebimento dos produtos a serem testados.

2.5 Grupos Experimentais
Os animais foram distribuidos aleatoriamente, em quatro grupos, com dez animais em

cada grupo:

% Supranor- Recife,PE
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Grupo 1 (G1)- Controle- Administragao oral diaria de 10mL de solugdo de cloreto de sodio a
0.9% (v/v);
Grupo 2 (G2)- Controle 1- Administracdo oral didria de 10mL de alcool de cereal (v/v). O
alcool de cereal foi o veiculo utilizado na fabricagdo dos medicamentos fitoterapicos;
Grupo 3 (G3)- Tratado- Administra¢do oral diaria de 10mL do produto Thuya occidentalis
(Simdes®) tintura mae (T.M.) a 30%;
Grupo 4 (G4)- Tratado 1- Administragdo oral didria de 10mL do produto testado Thuya
occidentalis T.M. a 30% com propolis.

O tratamento foi suspenso (tratado e controle) com no maximo 63 dias, considerado

momento final (MF), ou antes, caso houvesse a regressao total dos papilomas.

2.6 AvaliacGes Clinicas

Os animais foram avaliados a intervalos de sete dias, totalizando oito observacoes (63
dias), considerando o estado geral do animal e do aspecto macroscopico dos papilomas (tipo,
cor, localizagdo, tamanho, quantidade e aspecto).

Em todos os animais ap6s o exame clinico sistematico amostras de sangue, urina e
fezes foram coletadas de 15 em 15 dias e encaminhadas aos laboratorios de Patologia Clinica
Veterinaria ¢ Doengas Parasitirias do DMV/UFRPE para processamento dos exames:
hemograma, prova de fung¢do hepatica (Gama-Glutamiltransferase e Aspartato
Aminotransferase) e renal (Uréia e Creatinina) e parasitologico de fezes.

Os animais foram contidos em brete, onde amostras de sangue foram obtidas por
venopuncao jugular, mediante uso do sistema Vacutainer (Becton Dickison Ind. Cirtrgicas
Ltda, Brasil), utilizando-se tubos com solucao anticoagulante (etileno-diamino-tetracetato de
sodio - EDTA a 10%) e sem anticoagulante.

Para a obten¢do do soro, o sangue foi mantido a temperatura ambiente por 5 minutos
para retragdo do coagulo e, em seguida, centrifugado a 3000rpm durante 20 minutos. O soro
foi transferido para frascos de polietileno onde foram armazenados em aliquotas de 1,5 mL e
conservados imediatamente a -4°C, até o momento do processamento.

Para a determinacdo da carga parasitaria e identificacdo dos parasitos, 5g de fezes
foram coletados, em seguida, foram acondicionados em caixas isotérmicas ¢ conduzidos ao
laboratério para andlise de OPG, pelo método McMaster (OPG), seguindo metodologia
descrita por Urquhart (1998).
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Os dados foram tabelados e agrupados em médias para apresentacdo grafica.
Contrastes de médias foram feitas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade

(SAMPAIO, 1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os animais dos grupos (controles e tratados) apresentaram, na fase inicial (MO)
e final (MF) do estudo, papilomas de formas e aspectos distintos. Este resultado foi verificado
através do aspecto macroscopico, onde se observou saliéncia solida da epiderme nas formas

tipico (pedunculado), atipico (basal), atipico engastado e filamentoso (papilomas cutaneos

localizados na glandula mamadria), conforme ilustrado na figura 1.

= & é \1;' b, : _‘-“\
FIGURA 1. Tipos de papilomas observados no Mo em todos os grupos (seta). A - papiloma de pele tipico
mostrando o aspecto de “couve-flor”. B -papiloma de pele atipico, caracterizado por aspecto rugoso, infeccdo geral
no dorso. C - papiloma atipico engastado, semelhante a uma reacdo alérgica, com presenga de pélos, mostrando a

formagdo globosa e encapsulada. D - papiloma filamentoso localizados na gldndula mamaria, notar o aspecto
fibroso.
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Assemelhando-se aos relatos de Molineros € Rojas (1999); Campo (2002) e Santin e
Brito (2004), que descreveram que os papilomas podem se apresentar sob formas variadas:
como tipicos-com aspecto semelhante ao de uma couve-flor, tendo base de inser¢do ampla ou
estreita, o que atribui aspecto pedunculado, bastante firme, as vezes duro como unhas e
chifres; atipicos - com aspecto achatado, plano, com lesdes circulares, base ampla, nao
formam pediculos; atipicos engastados- com formagdo globosa encapsulada, bem delimitada e
profunda; e papilomas filamentosos de ubere com implantacdo basal fina, superficie
extremamente queratinizada, plumoso ou de “grdo de arroz”, conferindo aspecto fibroso.

De acordo com os dados apresentados na figura 2, o tipo mais comumente verificado
nos grupos foi o misto, seguidos de basais. Estes resultados contrariam os achados da maioria
dos autores (VEIGA, 2000; SANTIN e BRITO, 2004; SILVA, 2004), que descrevem que o
papiloma mais comumente verificado nos bovinos ¢ pedunculado, principalmente em animais

jovens, seguidos de basais ¢ mistos.

Animais
o

Basal Pedunculado Engastado Misto

Tipos de Papiloma
mG1 mG2 OoG3 oG4

FIGURA 2. Freqiiéncia absoluta dos tipos de papiloma encontrados nos

diferentes grupos experimentais, no MO e MF.

Tais observacdes se justificam porque os papilomas pedunculados sdo de facil
disseminagdo, pois os mesmos sangram facilmente (Fig. 3) e, conseqiientemente, infectam os
animais sadios, através de contato direto, contaminando instalagdes, cercas, troncos, baias e

mouroes.
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FIGURA 3. Sangramento intenso observado apos lesdo dos
papilomas pedunculados.

Porém, Wadhwa et al. (1995) relataram que a incidéncia de papilomas mistos esteja
mais presente nos animais do que descrevem as citagdes bibliograficas. Observagoes
semelhantes foram reatadas neste estudo, onde se verificou que no periodo em que os animais
foram tratados no cocho, onde o gado ficava muito aglomerado, a contaminagdo foi maior, ja
que ficavam confinados num espaco relativamente pequeno, conferindo maior contato e,
conseqiientemente, favorecendo a ocorréncia de novos casos em animais higidos,
determinando, com isto, a disseminacao do virus.

Verificou-se, em todos os grupos (controle e tratado), que 30/40 animais apresentaram
lesdes isoladas, o que leva a entender, provavelmente, referir-se aos fibropapilomas (BPV-1, 2
e 5), ja que, de acordo com varios autores (SCHUCHU, 1998; VAN REGENMORTEL et al.,
2000; CAMPO, 2006), estes tipos sdo os principais agentes de papilomas cutaneos, podendo
também ser encontrados nos tetos e no pénis e em excrescéncias em forma de “grao de arroz”
no ubere.

Apenas 10/40 dos casos apresentaram-se na forma multipla, que se caracterizava pela
presenca de varios papilomas no mesmo local. Scott e Anderson (1992) e Campo (2006)
relataram que tal fato pode ser explicado devido a transformacdes sub-epiteliais, causando

acantose e hiperqueratose, levando a um aspecto irregular e multiplo dos papilomas (Fig.4).
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FIGURA 4. A seta ilustra papilomas cutaneos
multiplos localizados na barbela em um animal do
grupo 3 (tratado), no MF.

Em todos os grupos e momentos estudados, os papilomas apresentavam coloragdes
bem definidas, variando do cinza ao preto nos tipicos e atipicos, € rosa nos papilomas
filamentosos localizados na glandula mamaria. As verrugas basais estavam bastante aderidas,
caracterizando-se por base ampla e aspecto arredondado, aspero e rugoso.

Observou-se que 90% dos papilomas eram cinza (Fig. 5), estando de acordo com
William et al. (1992), que descrevem que os papilomas podem se apresentar de coloracio
rosada, amarronzada, cinza claro ou escuro, justificando os resultados encontrados neste

experimento.

FIGURA 5. Cor dos papilomas nos grupos (seta), no momento inicial e final, cinza (A) e rosa (B).

Considerando a localizagdo, observou-se que os locais mais freqiientes foram:
abdomen lateral (32/40), barbela (27/40), focinho (26/40), orelha (25/40), escapula (24/40),
pescoco, dorso anterior e gluteo (23/40), cabeca, abdomen ventral e teta (22/40), membros

(19/40), tbere (17/40), ao redor do anus (14/40), cauda (9/40), dorso anterior (7/40), ao redor
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da vulva (5/40), interdigital (2/40) e generalizada (1/40). Vale salientar que os papilomas
foram observados em varios locais em um mesmo animal.

Estes resultados se justificam devido a maior quantidade de irrigagdo sanguinea nestas
areas, visto que, estes sitios sdo traumatizados quando os animais atritam em cochos e
mourdes, favorecendo a proliferacdo do virus, que servem de infec¢do para animais higidos
subseqiientemente introduzidos no piquete. Os resultados deste estudo corroboram com os
achados relatados por Campo (1998); Silva (1998); Silva (2002) e Melo e Leite (2003) que
verificaram uma maior quantidade de verrugas em determinados locais anatomicos mais
irrigados.

Entretanto, Lobato e Birgel Jr. (2000) e Rebhun et al. (2000) relataram que os locais
mais comumente encontrados sdo: cabeca, ao redor dos olhos, pescoco, barbela, tronco,
membros, ubere, teta e pénis, € que papilomas no ubere e teta sdo raros em bovinos jovens,
contradizendo os achados deste experimento, onde se verificou que 19/40 animais, com idade
menor que dois anos apresentavam verrugas no ubere e/ou teta.

Estes resultados podem ser explicados, pois apesar do virus ter predilecdo por areas
especificas, quando associados a determinados tipos, como, por exemplo, 5 ¢ 6, podem se
apresentar espalhados por todo o corpo, independentemente da idade, corroborando com os
achados relatados por Fioravanti et al. (2002), Goldshmidt e Hendrick (2002) e Bloch, Sutton
e Spradbrow (1994).

Verificou-se uma quantidade representativa no ubere (17/40) e nos tetos (22/40). Esta
localizagdo ¢ importante, pois as verrugas podem obstruir completamente os tetos,
principalmente, em vacas primiparas, afetando a higiene e o fluxo do leite, podendo ser
facilmente lesadas e sangrarem, as vezes, profusamente, causando dor enquanto ordenhadas
(WADHWA et al., 1995; HILLERTON, 2001). Esse achado também foi verificado em todos
os animais dos grupos que apresentavam papilomas nesta area. Observou-se dificuldade de
encaixar a ordenhadeira mecanica, assim como dor a manipulagdo, constatada por coice e
cabecadas.

Este fator pode ter contribuido para surgimento de mastite clinica em dois animais do
grupo 4, pois pode ter criado, desta forma, obstru¢do do ducto, resultando em supressdo do
mecanismo de defesa natural e, conseqiientemente, predispondo a mastite (CAMPO, 1997;
HEMMATZADEH et al., 2003).

Constatou-se que as lesdes variavam de tamanho e quantidade, apresentando
oscilagdes com média de 0,5 +/- 2 cm e ocorriam entre cinco até 300 papilomas por animal,

sendo observado que quanto maior o numero, menor era seu tamanho, concordando com as
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observagoes feitas por Veiga et al. (2000). Quanto a intensidade, observou-se que 1/10 animal
do grupo 2 foi classificada como intensa, 17/40 como moderada e 22/40 leve. E presumivel
que fatores especificos, tais como manejo, faixa etaria e infestacdo por carrapatos, possam ter
contribuido para tal freqiiéncia.

Constatou-se que 24/40 bovinos acometidos eram jovens, abaixo de dois anos de idade
e 16/40 adultos, contrariando os achados de Willian et al. (1992), quando verificaram que de
58,1% de vacas acometidas por papilomas cutineos, 27,9% eram adultos e 11,63% jovens.

Verificou-se um percentual elevado em todos os grupos de animais jovens e adultos,
isto ocorreu, provavelmente, devido ao estresse ao qual foram submetidos, uma vez que as
vacas compartilhavam o mesmo ambiente e rotina, dividiam o mesmo cocho e tinham pouco
acesso a vegetacdo nativa. Estes fatores podem ter desencadeado a queda no sistema
imunoldgico; favorecendo a perpetuagdo das verrugas, como sugerem Melo e Leite (2003) e
Silva (2004).

Outro fator importante observado na propriedade foi a presenga de infecgdo

secundaria, como dermatite pruriginosa e ferida com miiases, além de ectoparasitos (Fig. 6).

FIGURA 6. Ilustra a presenca de enfermidades secundarias (seta). A- dermatite, B-ferida com miiase e C-
ectoparasitoses (carrapatos), observados em varios animais com papilomatose, no M0 e no decorrer do
tratamento.

Estes fatores estressam os animais e as tumoragdes tornam-se de aspecto desagradavel,
desvalorizando-os, causando complicagdes por feridas mecanicas com hemorragias, que
ocorrem nos papilomas grandes ou nos aglomerados, podendo levar a transtornos toxicos e
septicemia. Estes relatos estdo de acordo com Willian et al. (1992) e Fioravanti et al. (2002),
que descrevem que tais alteragdes podem cronificar a enfermidade, fazendo com que a mesma
perdure por meses ou anos.

No momento final (MF), dois animais (controle-Gl e tratado-G3), dos 40,

apresentaram papilomas interdigitais, o que levou, provavelmente, a problemas de
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claudicacao, perda de peso e diminuicdo da producdo de leite. Como o tecido verrugoso
observado na regido assemelhava-se a forma clinica da papilomatose cutanea, ¢ provavel que
este resultado esteja relacionado a pododermatite por papilomatose interdigital e ndo a
pododermatite por outras origens. Situagdes semelhantes foram relatadas por Demirkan et al.
(2000) e Marega (2001), durante experimentos em bovinos confinados.

Nao foi observada regressao espontanea das lesdes em nenhum grupo (controles e
tratados) até a ultima avaliacdo (MF). Como os animais utilizados neste experimento eram
cronicamente afetados pelo BPV, ja que estavam com a virose hd mais de 1 ano, ¢ possivel,
ter ocorrido diminui¢do dos linfocitos T (CD4 e CD8) nos tecidos e, conseqiientemente,
comprometendo a regressao espontanea dos papilomas. Os achados do presente trabalho
corroboram com as afirmagdes de Leukutova et al. (1998), que relatam que na maioria dos
animais com papilomatose a infeccdo persiste durante um ano, procedendo a regressao
espontanea, caso contrario, indica imunodepressao.

Com relagdo as avaliagdes laboratoriais realizadas durante todo o periodo
experimental, quando comparados os grupos controles (G1 e G2) com os tratados (G3 e G4),
ndo foram identificados contrates de médias (p > 0,05) para o conjunto de varidveis da
hematologia ¢ bioquimica sérica dos animais com papiloma, em todos os momentos. Tais
resultados se justificam, ja que a resposta imunoldgica ocorre apenas em células epiteliais
queratinizadas pela papilomatose, portanto, ndo causam alteragdes sistémicas.

Quando se compara os 4 grupos ao intervalo hematolégico e bioquimico sérico
fisiologico para a espécie estudada (JAIN, 1993; KANEKO et al., 1997), verificou-se que a
unica alteracdo foi um leve aumento sérico das proteinas totais, porém, sem variagdo no
volume globular. Possivelmente, este achado foi considerado fisioldgico, pois os animais nao
apresentaram anemia e/ou desidratagdo, o que, provavelmente, deveu-se ao excesso de
proteinas na dieta e a particularidade referente a raca; visto que, alteragdes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos podem ser influenciadas por fatores como idade, sexo, raga,
clima e nutricdo. Estes resultados corroboram com os achados de Souza (1997) e Fagliari et
al. (1998), que relataram o aumento dos teores de proteina em bovinos sadios das racas
holandesas puras e mestigas de girolando.

O uso da Thuya occidentalis (Simoes®) tintura mae (T.M.) a 30% e Thuya
occidentalis tintura mae (T.M.) a 30% com propolis ndo causaram efeitos toxicos em nenhum
animal no periodo estudado. Atribui-se esta observagdo aos valores séricos obtidos da
Aspartato Aminotransferase (AST), Gama Glutamiltransferase (GGT), uréia e creatinina,

pois, ndo houve alteragdes nestes parametros, sendo os mesmos indicados no controle das
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fungdes hepatica e renal, obtendo-se resultados semelhantes aos valores descritos por Roussel
et al. (1997a;b) e Morais et al.(2000) para bovinos sadios.

O exame coproparasitologico revelou, em dois animais do grupo tratado (G4), no Mo,
um tipo de Moniezia e um tipo de Strongyloidea por grama de fezes. Este resultado nao
indicou alteracdo relevante em relagao ao estado geral apresentado.

No presente estudo, a regressao parcial e total nao foi observada nos grupos (controles
e tratados), uma vez que durante as avaliacdes todos os animais ndo apresentaram alteragdes
macroscopicas de remissdo, tamanho, cor, quantidade e consisténcia. Este resultado indica
que a medicacdo empregada ndo induziu uma resposta imunoldgica capaz de resultar na cura
das lesoes, apesar da planta possuir atividade mitogénica, sendo capaz de estimular subgrupo
de células T e de varias citocinas in vitro, sendo estas células fundamentais na regressao dos
papilomas (OFFERGELD et al., 1992).

Acredita-se que outros fatores podem ter influenciado o resultado do tratamento,
inclusive a propria resposta imunolégica do rebanho, a cronicidade do processo, a presenga de
papilomas mistos e condi¢des estressantes, como manejo inadequado e ectoparasitoses e
outras doencgas infecciosas que possam comprometer a resposta imune dos animais. Varios
autores relatam que a maioria dos insucessos deve-se a presenga de papilomas tipicos e
atipicos, desnutri¢do, animais confinados e aglomerados, infestagdo por carrapatos, faixa
etaria e a propria resposta imunologica, causando uma menor resisténcia organica (WILLIAM
et al, 1992; GRANDIN, 1997, MORGAN e CAMPO 2000; ARENALES, 2002;
WELLENBERG et al., 2002).

Portanto, ¢ possivel que, a remissdo desta virose nao esteja relacionada somente aos
protocolos de tratamentos utilizados, mas também a uma série de fatores extrinsecos e

intrinsecos que interferem na capacidade do bovino em responder ao tratamento utilizado.

4 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a papilomatose cutanea em bovinos leiteiros apresenta predilecao
por areas especificas. Os papilomas estavam mais presentes no abdomen lateral, barbela e
focinho, apresentando lesdes mistas, seguidos de basais.

O uso das tinturas a 30% de Thuya occidentalis (Simoes®) e Thuya occidentalis com
propolis, nas condigdes experimentais utilizadas neste estudo, ndo provocam remissdo de

papilomas em bovinos leiteiros;
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As dosagens séricas de AST, GGT, uréia e creatinina revelaram que a planta utilizada
neste estudo durante 63 dias ndo foi capaz de causar alteragdes hepaticas e renais em bovinos

com papilomatose cutinea.
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Artigo I

ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DOS PAPILOMAS CUTANEOS EM
BOVINOS TRATADOS COM A TINTURA DA Thuya occidentalis
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ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS DOS PAPILOMAS CUTANEOS EM
BOVINOS TRATADOS COM A TINTURA DA Thuya occidentalis

HISTOPATHOLOGICAL ASPECTS OF CUTANEOUS PAPILOMAS IN
BOVINES TREATED WITH THE TINTURE OF Thuya occidentalis

Vanda Lucia da Cunha MONTEIRO3, Valdemiro Amaro da SILVA JUNIORZ, Sandra Maria
de TORRES4, Roseana Tereza Diniz de MOURA®, Maria Cristina de O. Cardoso COELHO®

RESUMO

A papilomatose ¢ uma doenga infecto-contagiosa viral que acomete, entre outras espécies, 0s
bovinos, causando perdas econdmicas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os
aspectos histopatologicos dos papilomas cutaneos em bovinos tratados com a tintura da Thuya
occidentalis. Foram utilizadas 40 fémeas, mesticas de holandés. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos de 10 animais cada. O primeiro e o segundo grupos receberam
10mL de cloreto de sodio 0,9% e alcool de cereal, respectivamente. Os grupos 3 e 4
receberam os medicamentos fitoterapicos Thuya occidentalis (Simdes®) tintura mae (T.M.) a
30% e Thuya occidentalis tintura mae a 30% com propolis, respectivamente. Todos os
tratamentos foram realizados por via oral durante 63 dias ou até desaparecimento das lesdes.
Para avaliagcdo histopatologica, 50% dos animais foram submetidos a bidpsia cutdnea das
lesdes no momento zero (MO) e no momento final (MF). Observou-se que ndo houve
regressdo das lesdes em nenhum grupo (tratados e controles), uma vez que durante as
avaliagdes foram observadas alteragdes hiperplésicas epiteliais e conjuntivas, com extenso
crescimento vegetativo do epitélio com cristas epidérmicas extensas e profundas, resultados
que caracterizam fase de desenvolvimento com replicagdo e sintese viral, sendo um achado
caracteristico de papilomatose. Pode-se concluir que na analise histologica as tinturas a 30%
da Thuya occidentalis ndo causam regressao nos papilomas cutaneos de bovinos.

Palavras Chave: Thuya occidentalis, fitoterapia, histopatologia.
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SUMMARY
Papillomatosis is a infect-contagious viral disease that attack, among other specie, the

bovines, leading to economical losses. The present study aimed to evaluate the
histopathological aspects of the bovine cutaneous papillomatosis treated with Thuya
occidentalis. Were used 40 females Holstein Friesian crossbred. The animals were randomly
divided into 4 groups of 10 animals each. The first and second groups received 10mL of NaCl
0.9% and cereal alcohol, respectively. The groups 3 and 4 received the phytotherapic
medicines Thuya occidentalis (Simdes®™) mother tincture T.M. 30% and Thuya occidentalis
mother tincture 30% with propolis, respectively. All treatments were made by oral via during
63 days or until the remission of the lesions. For the histopathological evaluation, 50% of the
animals were submitted to cutaneous biopsy of the lesions in the zero moment (OM) and final
moment (FM). There was observed no remission of the lesions in any group (treated and
control), once during the evaluations were observed epithelial and conjunctive hyperplasic
alterations, with extensive vegetative growth of the epithelium with wide and deep epidermal
crest, findings that characterize development phase with replication and viral synthesis, being
a characteristic finding of papillomatosis. It can be concluded that in the histological analysis
the tinctures at 30% of Thuya occidentalis do not cause regression in bovine cutaneous
papillomas.

Key-word: Thuya occidentalis, phitotherapy, histopathology.

1 INTRODUCAO

A papilomatose bovina (PB) tem sido intensamente pesquisada em virtude da sua
ocorréncia ¢ da intima relagdo na etiologia de certos tipos de cancer e outras doengas
(CAMPO, 2002).

Esta enfermidade ¢ uma das mais importantes nos bovinos, principalmente, em
bezerros, causando grandes perdas econdmicas em virtude da morbidade, mortalidade e custos
com tratamento, além de causar queda na producdo leiteira e até comprometimento da
glandula mamaria com perda da fungdo (WELLENBERG et al., 2002).

A papilomatose pode ser definida como hiperplasia do epitélio de revestimento, com
alongamento ou alargamento das cristas interpapilares que se estendem acima da mucosa de
superficie (COTRAN, KUMAR e COLLINS, 2000). E um achado histologico comum em
lesdes do epitélio de revestimento e na pele, como no condiloma acuminado, no papiloma
verrugoso e em verruga vulgar (PRAETORIUS, 1997).

O diagnostico ¢ feito através da identificacdo do virus ou por meio de andlise

morfologica através de aspectos como coilocitose, disceratose, papilomatose, hiperceratose,
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acantose e granulos de cerato-hialina. A avaliagao histologica da lesao ¢ um método
importante, pois, pode identificar tumores intra-epiteliais associados a viroses com certo
potencial oncogénico, sendo de grande utilidade em centros que ndo dispdem de métodos de
diagnéstico sofisticados (TERAI et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2003).

Em vista do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso oral da
Thuya occidentalis tintura mae (T.M.) a 30%, no tratamento da papilomatose bovina: através

dos achados histopatoldgicos.

2 MATERIAL E METODOS

Como primeira etapa do estudo, o projeto foi encaminhado a Comissdo de Etica do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) recebendo parecer favoravel a sua realizacao.

O experimento foi desenvolvido na fazenda de beneficiamento de leite tipo B,
localizada a 182 Km de Recife/Pernambuco (PE) e no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal (DMFA) da UFRPE.

A propriedade escolhida continha em seu plantel bovinos de aptidao leiteira, com
idade de 8 meses a 3 anos, onde foram selecionados 40 fémeas, mestigos de holandés.

Apos confirmagdo macroscopica de papilomatose cutdnea, os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos, onde receberam os seguintes tratamentos:
Grupo 1 (G1)- Controle- Administragdo oral didria de 10mL de solugdo de cloreto de sodio a
0.9% (v/v),
Grupo 2 (G2)- Controle 1- Administragdao oral diaria de 10mL de alcool de cereal (v/v). O
alcool de cereal foi o veiculo utilizado na fabricagdo dos medicamentos fitoterapicos;
Grupo 3 (G3)- Tratado- Administracdo oral diaria de 10mL do produto Thuya occidentalis
(Simdes®) tintura mae (T.M.) a 30%;
Grupo 4 (G4)- Tratado 1- Administragdo oral diaria de 10mL do produto testado Thuya
occidentalis tintura mae a 30% com propolis. O tratamento foi suspenso (tratado e controle)

com no maximo 63 dias, ou antes, caso houvesse a regressao total dos papilomas.

2.1 AvaliacGes histoldgicas
Para analise histopatologica, foram retirados fragmentos de papilomas através de
incisdo eliptica, com ldmina de bisturi. Foram coletados tipos diferentes de papiloma, em

cinco animais de cada grupo, no momento zero (M0) e momento final (MF). Os fragmentos
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obtidos foram fixados em solugdo formalina tamponada a 10%'(v/v), apds 48 horas foram
colocados em etanol a 70°GL em seguida foram desidratados em solucdes crescentes de
etanol', diafanizados em xilol' onde sofreram cortes de 5 pm e em seguida foram imersos em
parafina’, montados em liminas de vidro e submetidos & coloragio pelo método da
Hematoxilina e Eosina (HE) e examinados por microscopia optica (MICHALANY, 1991).

O estudo estatistico, para comparacao dos tratamentos, foi analisado por meio de

estatistica descritiva (SAMPAIO, 1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por considerar a necessidade de um diagnostico diferencial com varias patologias que
podem acometer a pele, assim como da necessidade de caracterizar os achados microscopicos
para confirmacdo do diagnodstico de papilomatose, optou-se pela realizacdo de exame
histopatologico das lesdes. O exame foi realizado em 50% dos animais de cada grupo, pois a
retirada cirGirgica ou até mesmo a escarificagdio de um papiloma pode funcionar como
imunizagao ativa, levando a queda total dos papilomas restantes e, conseqiientemente, a cura.
Esta observagdo foi relatada por Leukutova et al. (1998) onde, descrevem que o virus se
encontra na parte mais queratinizada do tumor, portanto, quase sem irrigacdo, € ao se retirar
as verrugas, o mesmo pode chegar a circulagdo, estimulando a imunizacdo, e,
conseqlientemente, ocorrendo a queda dos papilomas. Os achados clinicos encontrados neste
estudo contradizem aos autores supracitados, haja vista que a realizagdo da bidpsia nao
causou regressao espontanea das lesdes em nenhum animal dos grupos (tratados e controles).

Em todas as lesdes avaliadas, microscopicamente, no momento inicial (MO),
observou-se crescimento vegetativo do epitélio com cristas epidérmicas extensas e profundas
e papilas dérmicas, que se projetavam no sentido contrario as cristas, com eixo conjuntivo
bastante vascularizado, queratina tubular com conjuntivo, infiltrado mononuclear linfocitario
com fibroblastos ativos e figuras de mitose com infiltrado nas papilas dérmicas
linfoplasmocitarios (Fig. 1a e 1b), estes resultados caracterizam fase de desenvolvimento com
replicagdo e sintese viral como descrito por Campo (2002) e Souto (2006).

Em todos os grupos, os achados supracitados foram compativeis com o diagndstico de
papilomatose, visto que, as caracteristicas das massas tumorais encontram-se de acordo com a
sintomatologia descrita por Terai et al. (1999); Cotran, Kumar e Collins (2000) e Scully

(2002). A histopatologia das verrugas excisadas, permitiu o estudo do tecido através das

! Johnson, Rio de Janeiro, RJ.
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células de superficie, ja que, essas células sao derivadas das camadas de células basais ou
germinativas, as quais sofrem alteracdes morfologicas no seu processo de maturagdo, e
conseqlientemente estdo presente superficialmente. Estes resultados demonstraram que o
método tem alta especificidade para o diagndstico de tumores de pele como os papilomas
(PRAETORIUS, 1997; OLIVEIRA et al., 2003).

Quando comparados os grupos entre si (controles e tratados), no momento final (MF),
ndo foi observada regressdo parcial e/ou total em nenhum grupo, uma vez que durante as
avaliagcdes, todos os animais ndo apresentaram alteracdes histologicas de remissdo, sendo os
achados semelhantes ao MO, como: alteracdes hiperplésicas epiteliais e conjuntivas, com
extenso crescimento vegetativo do epitélio com cristas epidérmicas extensas e profundas.
Papilas dérmicas que se projetavam no sentido contririo as cristas, com eixo conjuntivo
bastante vascularizado e discreto infiltrado perivascular linfoplasmocitario com figuras de
mitoses na camada basal. Vale ressaltar que estes resultados foram mais acentuados nos
grupos controles. (Fig. 1c e 1d). Calvert (1990); Campo (2003) e Campo (2006)
caracterizaram esta fase como sendo do estdgio 3, onde ocorre a presenca de queratindcitos
formando massas que tém um nucleo central de tecido conectivo, caracterizando o periodo
evolutivo da doenga.

Em todos os grupos no MF, foi possivel observar na avaliacao histopatologica, que os
papilomas apresentavam-se de formas e aspectos distintos: tipicos, atipicos, atipicos
engastados e filamentosos localizados na glandula mamaria. Os tipicos assemelhavam-se a
“dedos de luva”, constituido de tecido epitelial e de tecido conjuntivo, sendo este mais
pronunciado, com hiperplasia de ambos, com espessamento da camada cornea, granulosa e
espinhosa, infiltrado inflamatério difuso, presenca de fibras coldgenas maduras com auséncia
ou pequena quantidade de figuras de mitose (Fig. le).

No atipico verifica-se também o aspecto de dedos de luva, mas ndo tdo pronunciado
com os tipicos, com pequena quantidade de tecido conjuntivo. A derme reticular apresentava
uma estruturacdo normal com a presenca de foliculos pilosos e glandulas, havendo
predominancia de tecido epitelial, principalmente, da camada espinhosa. Fibroblastos ativos e
discreto infiltrado inflamatério mononucleares linfocitirio também foram registrados.
Segundo Radostits et al. (1994) e Paulik (2001) , este tipo, promove engrossamento da
epiderme com queratinizacdo forte nas camadas superficiais, estando de acordo com o
encontrado neste estudo (Fig. 1f).

Nos engastados, ocorreu crescimento vegetativo do epitélio com extensa

queratinizagdo, com tecido conjuntivo extremamente vascularizado. A epiderme encontrava-
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se muito espessada ¢ a camada espinhosa muito grande (acantose) com figuras de mitose na
camada basal (Fig. 1g). De acordo com Neville et al. (1998), estes achados sugerem lesdes
papilomatosas, visto que, a acantose ¢ um achado histopatolégico freqliente no condiloma
acuminado, no papiloma escamoso oral e, principalmente na verruga vulgar.

Os papilomas filamentosos localizados na glandula mamaria sdo semelhantes ao
tipico, porém, caracterizado praticamente s6 de tecido epitelial, sendo quase ausente o tecido
conjuntivo, verificando-se maior nimero de células na camada espinhosa, com grande
quantidade de vesiculas nucleares. (Fig. 1-h e1-1).

Os papilomas cutdneos mostraram-se em todos os momentos com alteragdes
hiperplésicas epiteliais e conjuntivais, enquanto que, no papiloma filamentoso observou-se
somente hiperplasia do tecido epitelial, o que leva a crer que estes tipos de papilomas sdo
causados por tipos distintos de virus, como descrito por Campo (2002) e Wellenberg et al.
(2002).

Pode-se observar que independente do tipo de papiloma encontrado, tanto tipicos,
atipicos e filamentoso , que todos corresponderam, em maior ou menor grau, as descrigdes
histologicas de outros pesquisadores (CAMPO, 1997; JELINEK E TACHEZY, 2005;
CAMPO, 2006), ocorrendo sempre uma marcada proliferagio de tecido epitelial,
principalmente, nos papilomas atipicos, com areas de acantose ¢ de hiperqueratose em volta

da pele sa.
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Figura 1. Fotomicrografias da pele de bovinos com papilomatose cutédnea submetidos a tratamentos
fitoterapico Thuya occidentalis TM

Figura la. Papiloma filiforme em corte transversal. Observar aumento na queratinizag¢do (Q), no niimero de
células da epiderme (E) e da derme (D). Aumento 30x.

Figura 1b. Detalhe da fotomicrografia anterior. Observar maior queratinizagdo da epiderme e células
necroticas vacuolizadas (seta). Notar derme atipica com reagdo fibroblastica proliferativa (Q). Aumento de
150x.

Figura 1c. Fragmento de papiloma em corte transversal. Observar um aumento na producdo celular da
epiderme (E) intradérmica; aumento e desordem (estrela) das células e das fibras coldgenas na derme (D); ¢
maior queratinizac¢do ¢ descamagao do epitélio (Q). Aumento 30x.

Figura 1d. Detalhe da fotomicrografia anterior. Observar um maior numero de células na camada basal da
epiderme (seta); aumento na queratinizacao (Q) da camada epitelial; Notar arranjo atipico da derme papilar (D).

Aumento 150x.

Figura le. Fragmento de um papiloma em dedo de luva tipico (E) em corte longitudinal. Observar aumento na
queratinizagdo (Q) e da camada epitelial (E). Aumento de 30x.

Figura 1f. Fragmento da epiderme em corte transversal. Observar aumento da camada granulosa da epiderme
(E) e da camada acelular de descamag@o (Q). Aumento 150x.

Figura 1g. Fragmento de papiloma com aspecto digitiforme em corte longitudinal. Observar irregularidade na
epiderme (E), aumento da queratinizacdo (Q). Aumento 30x.

Figura 1h. Fragmento de papiloma filiforme de ubere em corte transversal. Epiderme hiperplasica (E) e
espessa camada de queratina (Q). Aumento 30x.

Figura 1i. Detalhe da fotomicrografia anterior. Observar irregularidade e uma maior densidade celular na

epiderme (E), crescimento epitelial intradérmica e formagdo de pérolas coOrneas (seta). Derme (D).
Aumento150.

4 CONCLUSOES
Pode-se concluir que o uso das tinturas Thuya occidentalis a 30% em papilomas

cutaneos de bovinos ndo causa alteracdes histologicas combativeis com regressao.
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Artigo 11

Thuya occidentallis CH6 NO TRATAMENTO DA PAPILOMATOSE
BOVINA: ASPECTOS MACROSCOPICOS E HISTOPATOLOGICOS
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Thuya occidentallis CH6 NO TRATAMENTO DA PAPILOMATOSE
BOVINA: ASPECTOS MACROSCOPICOS E HISTOPATOLOGICOS

Thuya occidentallis CH6 IN THE TREATMENT OF BOVINE
PAPILLOMATOSIS: MACROSCOPIC AND HISTOPATHOLOGICAL
ASPECTS

Vanda Lucia da Cunha MONTEIRO", Pierre Castro SOARES?, Erika Korinfsky
WANDERLEY3, Eryvelton de Souza FRANCO® , Lilian Sabrina Silvestre de Andrade* ,
Maria Cristina de O. Cardoso Coelho6;

RESUMO

Utilizou-se o medicamento homeopatico Thuya occidentallis CH6 em bovinos
leiteiros com alteragdes macroscopicas sugestivas de papilomatose, com o objetivo de avaliar
a sua agao frente aos papilomas cutaneos. O experimento foi desenvolvido em uma fazenda de
beneficiamento de leite, localizada no Estado de Pernambuco, em conjunto com o
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) e Departamento de Medicina
Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos, contendo 10 animais cada. Os grupos 1 e 2
receberam solucdo de NaCl 0.9% e alcool de cereal, respectivamente, sendo estes
considerados controles, e o grupo 3 recebeu a Thuya occidentallis CH6 na forma de
tratamento. Para os trés grupos a administra¢do foi didria, sendo 1 mL por via oral. De acordo
com os dados obtidos, as regressdes parcial e total ocorreram apenas no grupo 3 (Thuya
occidentalis CH6), observando-se queda das verrugas em 20% nos animais deste grupo, além
de regressdo parcial dos papilomas em 80% dos animais restantes, com alteracdes
macroscopicas de coloragdo e tamanho, estes  achados confirmados pelo exame
histopatologico. Na analise histoldgica observou-se reducdo da camada espinhosa em todos os

animais do grupo tratado (G3), evidenciando-se reducao nas camadas epiteliais, com tecido

* Médica Veterinaria, Doutoranda do Programa de Pés- Graduagdo em Ciéneia Veterinaria (PPGCV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) Departamento de Medicina Veterinaria (DMV). E-mail:
vandamonteiro@yahoo.com

* Médico Veterinario, Professor Adjunto DMV/ UFRPE
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conjuntivo da papila dérmica apresentado fibroblastos ativos e capilares e raras células
inflamatorias linfocitarias. Pode-se concluir que a Thuya occidentalis CH6 contribuiu no
tratamento da papilomatose cutdnea em bovinos, e estudos com a Thuya occidentalis CH6
devem ter continuidade em bovinos portadores de papilomatose por periodo de tratamento
superior a 63 dias.

Palavras-chave: Thuya occidentallis CH6, homeopatia, papilomatose bovina.

SUMMARY
There was used the homoeopathic medicine Thuya occidentallis CH6 in dairy bovines with
suggestive macroscopic alterations of papillomatosis, aiming to evaluate its effect on
cutaneous papillomas. The experiment was carried out in a benefiting dairy farm, located in
Pernambuco State, together with the Department of Animal Morphology and Physiology
(AMFD) and the Department of Veterinary Medicine (VMD) at the Federal Rural University
of Pernambuco (FRUPE). The animals were randomly distributed into 3 groups, made up of
10 animals each. The groups 1 and 2 received NaCl 0.9% solution and cereal alcohol,
respectively, being these considered the controls, and the 3rd group received Thuya
occidentallis CH6 as treatment. For the three groups the administration was daily, being 1 mL
by oral via. According to the obtained data the partial and total regressions occurred only in
group 3 (Thuya occidentalis CH6), being observed the warts fall in 20% of the animals of this
group, besides the partial regression of the pappilomas in 80% of the remaining animals, with
macroscopic alterations of color and size, findings confirmed by histopathological exam. In
the histological analysis it was observed reduction of the thorny layer in all animals of the
treated group (G3), showing reduction on epithelial layers, with conjunctive tissue of the
dermal papilla exhibiting active fibroblast and capillaries and rare inflammatory lymphocyte
cells. It may be concluded that Thuya occidentalis CH6 contributes to the treatment of bovine
cutaneous papillomatosis, and studies with Thuya occidentalis CH6 might have continuity in
bovines carrying papillomatosis for a period of treatment superior to 63 days.
Word-key: Thuya occidentallis CH6, homeopathy, bovine papillomatosis
1 INTRODUCAO

A papilomatose bovina, popularmente conhecida como verruga, figueira epitelioma
contagioso, entre outros, ¢ uma enfermidade viral que se caracteriza pela presenga de lesdes
tumorais na pele, mucosas e em alguns 6rgaos, como a bexiga e o sistema gastroentérico,

causando prejuizos considerdveis, principalmente, naqueles animais de importancia

econdmica. (MELO e LEITE, 2003).
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O principal sinal clinico desta enfermidade ¢ a formagdo de estruturas verrugosas
pedunculadas, semelhantes a uma couve-flor, ou planas, com aspecto rugoso.
Histologicamente caracteriza-se por uma hiperplasia benigna do estroma e do epitélio, que ¢
produzido durante periodos de imunodeficiéncia, presenca de agentes patogénicos adicionais
e alguns co-fatores que podem induzir a uma transformagao maligna da neoplasia (CAMPO,
1995; LEUKUTOVA et al., 1998)

Atualmente, existem diversos métodos de tratamentos utilizados a campo, porém, a
grande maioria revelou-se insatisfatério e, freqlientemente, com ocorréncia de recidiva,
levando o produtor a descartar precocemente animais de alto valor zootécnico, tais fatos t€ém
justificado a busca de novo protocolo de tratamento (RUDINGER, 1998).

Neste contexto, a homeopatia, ciéncia terapéutica baseada na lei natural de cura
Similia similibus curenter (semelhantes curados pelos semelhantes), tem sido utilizada com
sucesso (TEIXEIRA, 2003). Por suas caracteristicas de eficicia, seguridade auséncia de
residuos in6cuos a satide humana, animal e vegetal, permitindo, com isto, a manutencao da
energia vital (ARENALES, 2002).

Na pratica médica homeopatica ¢ comum e difundindo o uso de alguns medicamentos
que possuem a capacidade especifica de promover o desaparecimento de verrugas. Entre
estes, pode-se citar a Thuya occidentallis. Esta planta exsuda 6leo volatil contendo thuiona,
cetona aromatica, bem como glicosideos pinicrina e tujina. As a¢des da mesma parecem estar
relacionadas a este 6leo, que ¢ estimulador e purificador do sangue, sendo utilizada no
desaparecimento de verrugas, condilomas e papilomas das aves em geral (OFFERGELD et al,
1992; ARENALES, 2002).

A Thuya occidentalis, pelos seus componentes, pode ser utilizada no combate as
diversas afec¢des que acometem o homem e o animal, como alternativa ao controle quimico
convencional contra lesdes de pele em rebanhos, principalmente, na papilomatose cutanea
bovina, que ¢ uma doenca endémica no mundo, causando prejuizo econdmico e cujo controle
tem sido dificil (OLSON, 1990; TEIXEIRA, 2003).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a a¢do da Thuya occidentallis CH6 em

papilomatose cutanea bovina, acompanhado por estudo macroscopico e histopatologico.

2 MATERIAL E METODOS
Para a realizacdo do experimento o projeto foi encaminhado a comissdo de ética do

Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), sendo iniciado apds andlise e parecer favoravel para seu

desenvolvimento.
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2.1 Material botanico:

O material botanico utilizado foi coletado segundo protocolo internacional de coleta,
obedecendo rigorosamente a Convencao da Biodiversidade seguindo a obtengdo dos extratos.
A coleta, fabricagdo do medicamento e distribuicdo para uso experimental foi feita pela
Farmacia Homeopatica de Recife/PE. O medicamento homeopdtico foi preparado na escala

Centesimal Hahnemaniana (CH), de acordo com a farmacopéia brasileira.

2.2 Local do Experimento

O experimento foi desenvolvido em uma fazenda de beneficiamento de leite localizada
no Estado de Pernambuco, em conjunto com o Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal (DMFA) e Departamento de Medicina de Medicina Veterinaria (DMV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) periodo de outubro de 2004 a junho de
2006.

2.3 Animais e instalacdes

Para o estudo foram utilizadas 30 fémeas bovinas, com idades variadas, mesticos de
holandés, apresentando diferentes tipos de papilomas cutaneos (tipicos, atipicos, atipicos
engastados, filamentosos e misto). Os animais mantiveram-se em sistema semi-intensivo de
criagdo, onde receberam brincos de identificacao.

A alimentacdo constou de volumoso a base de capim elefante (Penisetum purpureum)
adicionado de melago e concentrado de farelo de milho e soja’, a qual era oferecida duas
vezes ao dia (400g/d), além de 4gua e sal mineral comercial', especifico para bovinos

oferecidos ad libitum.

2.4 Avaliacéo dos animais e papilomas:

Os animais foram examinados por um dos autores (V.L.C.M.), antes do inicio do
experimento, sendo acompanhados pela mesma veterinaria, até o final da pesquisa, onde foi
realizada uma avaliacdo inicial, momento zero (MO0), para identifica¢do sanitéria, reprodutiva
e manejo, além de avaliar aspectos macroscopicos dos papilomas quanto ao tipo, tamanho,
sensibilidade ao toque e quantidade assim definidos para este estudo: leve (25% do corpo
afetado), moderado (com 50% do corpo afetado) e intenso (com mais de 50% do corpo
afetado).

Todos os animais foram submetidos, no primeiro dia (M0), ao exame clinico e

laboratorial, sendo estes: parasitologico de fezes, avaliagdo através de hemograma, provas de

> Supranor- Recife,PE
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funcdo hepatica (Gama-Glutamiltransferase e Aspartato Aminotransferase) e renal (Uréia e
Creatinina).

Os animais passaram por um periodo de adaptagdo de sete dias sem que nesse periodo
fosse utilizada nenhuma medicagdo, seja de uso interno ou externo, para que se desse inicio ao

tratamento homeopatico.

2.5 Escolha do medicamento homeopéatico
Realizou-se a hierarquizagao dos sintomas homeopaticos:
1. Leucorréia;
Fezes aquosas amareladas;
Unhas secas e quebradigas;
Verrugas cheirando a queijo;

Sensibilidade ao toque;

A

Verrugas Grandes, pedunculadas, isoladas, sangram com facilidade e pruriginosas.
Obtendo um total de 10 sintomas.
7. Em seguida foi feito a repertorizacdo dos 10 sintomas utilizando-se o repertorio de

Ariovaldo Filho (2002), com ilustrado no quadro 1.

Remédios/Sintomas 1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Alumina 3 |- - - 1 3 - - - - - _ R
Amm.c. 3 |- - - 1 1 2 - - 1 - - -
Arsenicum 3 |- - - 3 3 2 - - - 1 - -
Arsenicum iodatum 3 |- - - 3 - - - - 1 - - _
Calcarea carbonica 312 - - 3 3 2 1 - 1 - - 1
Carbo animalis 3 - - - 1 - - - - - - - -
Cina 3 |12 - - 2 2 1 1 1 - - - -
Gelsemium 3 |- - - 1 2 - - - 3 1 - -
Sulphur 3 |- - - 3 3 - - - - - _ R
Thuya Occidentalis 2 |3 2 2 2 3 1 2 3 2 2 3 1

Quadro 1- Ilustra a repertorizagdo dos sintomas relevantes dos animais com papilomatose cutanea.

2.6 Grupos experimentais

Apoés andlise macroscopica das lesdes, os bovinos selecionados foram divididos,
aleatoriamente em trés grupos de dez animais cada para o seguinte tratamento:
Grupo 1 (G1)- Controle- Administracdo oral diaria de 1mL de solucdo de cloreto de sédio a

0.9% (v/v);
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Grupo 2 (G2)- Controle 1- Administragdo oral diaria de 1mL de alcool de cereal (v/v). O
alcool de cereal foi o veiculo utilizado na fabricagdo do medicamento homeopatico;

Grupo 3 (G3)- Tratado- Administragdo oral diaria de ImL do produto Thuya occidentalis
CHG6 (v/v). O tratamento foi suspenso (tratado e controles) com no maximo 63 dias, ou antes,

caso houvesse a regressao total dos papilomas.

2.7 Avaliacdes clinicas

Todos os animais do experimento foram avaliados a cada sete dias, até o momento
final (MF), totalizando oito observagdes (63 dias). Considerou-se o estado geral dos animais e
aspecto macroscopico dos papilomas quanto ao tipo, tamanho, quantidade e sensibilidade ao
toque.

Em todos os animais, ap6s o exame clinico sistematico, amostras de sangue, urina e
fezes foram coletadas de 15 em 15 dias onde foram encaminhadas aos Laboratérios de
Patologia Clinica e Doengas Parasitarias do DMV/UFRPE para processamento dos exames:
hemograma, prova de fung¢do renal e hepatica e parasitologico de fezes.

Para andlise histopatologica, foram retirados fragmentos de papilomas através de
incisdo eliptica, com lamina de bisturi. Foram coletados tipos diferentes de papiloma, em
cinco animais de cada grupo, no momento zero (M0O) e momento final (MF), apos o
tratamento. Os fragmentos obtidos foram fixados em solu¢do formalina tamponada a
10%(v/v), apds 48 horas foram colocados em etanol a 70°GL em seguida foram desidratados
em solugdes crescentes de etanol', diafanizados em xilol' onde sofreram cortes de 5 pm e em
seguida foram imersos em parafina’, montados em laminas de vidro e submetidos & coloragio
pelo método da Hematoxilina e Eosina (HE) e examinados por microscopia Optica
(MICHALANY, 1991).

Os dados foram tabelados e agrupados em médias para apresentagdo grafica.
Contrastes de médias foram feitas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade

(Sampaio, 1998).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de papilomatose cutanea bovina (BPV) foi confirmada baseada na
anamnese, exame macroscopico e analise histologica das lesdes. Tais achados revelaram
alteracdes na pele condizentes com as caracteristicas de papilomatose, ndo sugerindo outro
tipo de enfermidade.

Verificaram-se na figura 1, que os tipos de papiloma mais prevalentes foram os do tipo

basal e misto, ndo sendo identificados animais com apenas papilomas pedunculados e
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engastados, porém, estes tipos foram encontrados associados com o basal. Contrariando os
achados da maioria dos autores (VEIGA, 2000; SANTIN e BRITO, 2004; SILVA, 2004), que
descrevem que o papiloma mais comumente verificado nos bovinos ¢ pedunculado,

principalmente, em animais jovens, seguidos de basais e mistos.

Animais

Basal Pedunculado  Engastado Misto

Tipos de Papilomas
Gl BmG2 0G3

Figura 1 — Freqiiéncia absoluta dos tipos de papiloma encontrados
nos diferentes grupos experimentais.

Constatou-se que as lesdes variavam de tamanho e quantidade, apresentando
oscilagdes com média de 0,5 +/- 2 cm e ocorriam entre cinco até 300 papilomas por animal,
sendo observado que quanto maior o nimero, menor era seu tamanho. Condizendo com os
achados descritos por Veiga et al. (2000).

Quanto a intensidade, observou-se que em 19/30, foi classificada moderada e 11/30
leve. E presumivel que fatores especificos, tais como manejo, faixa etaria e infestagdo por
carrapatos, possam ter contribuido para tal freqiiéncia.

No MO, evidenciou-se ao exame macroscopico, em todos os grupos (G1, G2 e G3),
caracteristicas da tumoragcdo de aspecto nodular, estruturas verrugosas pedunculadas,
semelhante a uma couve-flor, ou plana, com aspecto rugoso (Fig. 2-a). Ao exame
histopatologico, observou-se alteragdes compativeis com papilomatose, com crescimento
vegetativo do epitélio com extrema queratinizagdo, tecido conjuntivo extremamente
vascularizado, com alteracdes hiperplasia benigna do estroma e do epitélio (Fig. 3-a; 3-b),
estabelecendo o diagnéstico deste tipo de doenga (CAMPO, 1995; LEUKUTOVA et al.,
1998).

Em relacdo ao tratamento, quando comparados os grupos entre si (Gl, G2 e G3),

observou-se que a regressdo parcial e total ocorreu apenas no grupo tratado com a Thuya
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occidentalis CH6, uma vez que durante as avaliagdes, todas as lesdes deste grupo
apresentaram alteracdes macroscopicas de tamanho, cor, quantidade e sensibilidade ao toque.
Os papilomas basais mudaram de cor e consisténcia. Apresentaram-se brancos com aspecto
endurecido, com pouca ou auséncia sensibilidade ao toque, lisos e com o passar do tempo
ficavam rente com a pele. A principio parecia fibrose e com o tempo foram regredindo. As
tumoragdes pedunculadas ficavam ressequidas e quebradicas, evoluindo para seu
desprendimento.

Houve remissdo completa das lesdes em 20% dos animais do grupo 3, ndo havendo
recidivas mesmo apos 6 meses (Fig.2-b, 2-c, 2-d, 2-¢). Vale ressaltar que a maioria dos
papilomas era pedunculado, facilitando a queda. Estes resultados encontram suporte nas
citacdes de Santin e Brito (2003), que relatam uma tendéncia de melhor resposta a tratamentos
do que aqueles acometidos por papilomas planos

Nos 80% das verrugas dos animais restantes, as lesdes demonstraram-se reduzidas em
comparagdo aos momentos iniciais, sem, entretanto, haver regressao total. Possivelmente, o
periodo de tratamento com a medicacdo utilizada, pode ndo ter sido suficiente para induzir
uma resposta imunologica capaz de resultar na cura total das lesdes. Estes resultados vém
corroborar com a idéia proposta por Silva et al. (2001); Santin (2001) e Arenales, (2002) que
descrevem ser necessario um tempo maior e, em alguns casos, repeticao do tratamento para
que ocorra a regressao dos papilomas.

Com relacdo a avaliagdo histopatoldgica observou-se redug¢do nas camadas epiteliais,
principalmente, na espinhosa. Tecido conjuntivo da papila dérmica com fibroblastos ativos,
apresentando capilares e raras células inflamatorias (linfécitos) (Fig. 3-c, 3-d). Observou-se
também redugdo das cristas epidérmicas, redu¢do do extrato cérneo e do crescimento
vegetativo. Segundo Olson (1992) a formag¢do tumoral entra no ultimo estagio, denominado
de regressao.

Nos grupos controle (G1 e G2), verificou-se o surgimento de novos papilomas, assim
como a coloragdo cinza foi modificado para a preta. Histologicamente observou-se achados
tipicos de papilomatose (Fig. 3-e, 3-f), caracterizando o periodo evolutivo da doenga, como
descrito por Calvert (1990); Campo, (1995); Leukutova et al., (1998) e Campo (2004). Os
achados histopatologicos no momento final (MF) dos animais controle sdo bastante

semelhantes aos que foram descritos no momento inicial (MO0) de todos os grupos (Fig. 3-a, 3-

b).
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Figura 2. Evolugdo clinica dos grupos tratados com Thuya occidentallis CH6: tumoragdes vegetativas fungiformes
e pedunculadas nas orelhas, barbela, olhos e pescoco (2-A); sangramento com facilidade ap6s trauma (seta laranja)
(2-B); 15 dias ap6s o tratamento, areas de regressdo apds queda de alguns papilomas (setas laranjas) (2-C); 45 dias
apos, apresentando 90% de regressdo (2-D); animal 100% curado ap6s 60 dias de tratamento.

Com relagdo aos aspectos hematoldgicos, bioquimico e urindrio verificou-se que
permaneceram dentro do intervalo considerado fisiologicos para a espécie estudada (JAIN,
1993; KANEKO, 1997), em todos os grupos (G1, G2 e G3). Estes resultados demonstram que

a Thuya occidentallis CH6, ndo predispde de efeitos sistémicos, colaterais ou toxicos no

periodo testado.
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Figura 3. Fotomicrografias da pele de bovinos com papilomatose cutanea submetidos a tratamento com
Thuya occidentalis CH6, no periodo de 63 dias.

3-a. Papiloma tipico em corte transversal (M0). Observar um aumento na producdo celular da epiderme (E)
com projecdes intradérmicas; aumento e desordem das células e das fibras colagenas na derme (D); e maior
queratinizagdo e descamacgdo do epitélio (Q). Aumento 30x.

3-b. Crescimento epidérmico exuberante em diregdo a derme (MO). Limite entre a crista epidérmica e derme
(seta). Observar area queratinizagdo da epiderme (E). Aumento de 30x.

3-c. Fragmento de papiloma de animal tratado com Thuya occidentalis CH6 em corte transversal (MF).
Observar redugdo da camada celular da epiderme (E) e do tecido conjuntivo da derme (D); reducdo da
queratinizagdo do epitélio (Q). Aumento 30x.

3-d. Detalhe da fotomicrografia anterior. Observar em maior aumento camada epidérmica (E); redugdo da
derme papilar (seta) ¢ da camada queratinizada (Q). Aumento 150x.

3-e. Fragmento de um papiloma em dedo de luva tipico (E) em corte transversal de animal controle no
momento final. Observar extensa queratinizac¢do (Q) arredor do eixo camada epitelial (E). Aumento de 30x.

3-f. Fragmento de papiloma em corte longitudinal de animal controle no momento final. Observar arranjo
filiforme de papiloma tipico ativo (E) e da camada acelular de descamagao (Q). Aumento 30x.

Apesar da homeopatia ser uma terapéutica que busca individualizar cada animal, ou
seja, para cada doente um medicamento diferente, optou-se neste estudo, a escolha deste
medicamento pelo o principio da similitude entre os sintomas da matéria médica com os
sintomas apresentados pelo coletivo (TEIXEIRA, 2003), visto que, o medicamento
homeopatico Thuya occidentallis CH6, conforme proposto pela literatura compulsada exerce
acdo terapéutica nas neoplasias, sendo estas caracterizadas como tendo aspecto de couve-flor
ou planas, cheirando a queijo, com sensibilidade ao toque, sangram com facilidade e
apresentam-se pruriginosas. Os sintomas encontrados neste experimento condiziam com 0s

encontrados na matéria médica (Fig. 4).
O Leucorréia
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Figura 4 — Freqiiéncia dos sintomas observados em todos animais no MO.
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Utilizou-se a homeopatia de primeiro nivel, considerando os sintomas locais e as
modalidades lesionais, devido a se tratar de um rebanho, denominado de génio epidémico.
Caracterizado pela utilizagdo de um medicamento mais especifico para curar o conjunto de
sintomas expresso ndo num doente apenas, mas no coletivo (Bergo et al. 2000).

A maioria dos tratamentos, além da medicagdo oral, utiliza-se produtos topicos
(RUDINGER, 1998), neste estudo, a medica¢do topica ndo foi utilizada porque, segundo
Hahnemann, (1996), nenhum mal externo pode nascer, persistir € muito menos se agravar,
sem causa interna ou cooperacao do organismo doente. Portanto, a mera aplicagdo topica nos
sintomas locais de doengas cronicas ndo ¢ recomendada, pois remove apenas parcial e
localmente os sintomas, nao levando ao restabelecimento da satide e conseqiientemente

aparecendo novos casos e recidiva.

4 CONCLUSAO

A Thuya occidentalis CH6 contribuiu no tratamento de papilomas peduculados em
bovinos, podendo ser indicado na presenca desta infecgao.

Estudos com a Thuya occidentalis CH6 devem ter continuidade com bovinos

portadores de papilomatose basais com periodo de tratamento superior a 63 dias.
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Artigo IV

OCORRENCIA DA BPV2 EM BOVINOS LEITEIROS NO ESTADO DE
PERNAMBUCO-BRASIL
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OCORRENCIA DA BPV2 EM BOVINOS LEITEIROS NO ESTADO DE
PERNAMBUCO-BRASIL

INCIDENCE OF BPV2 IN DAIRY COWS IN PERNAMBUCO STATE-
BRAZIL

Vanda Lucia da Cunha MONTEIRO®; Maria Angélica Ramos da SILVA?, Cybelle Cristina da
Rocha CARVALHOz, Antonio Carlos de FREITAS3, Andréia Lais Teodoro da CUNHA4;
Maria Cristina de Oliveira Cardoso COELHO’

RESUMO

A papilomatose bovina (BPV) ¢ uma enfermidade complexa que representa entrave produtivo
e econdmico a pecuaria mundial. O BPV 2 ¢ um virus epiteliotropico, cujo material genético €
o DNA que, possivelmente, estd associado a lesdes benignas de pele e malignas de bexiga.
Considerando a disseminacao deste virus em varios Estados Brasileiros, devido a auséncia de
trabalhos cientificos a respeito do isolamento do virus no Estado de Pernambuco, este
trabalho teve como objetivo identificar o BPV 2 em amostras de verrugas cutineas de
bovinos, utilizando a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Utilizando-se os primers
gerais (FAP59/64 e MY 11/09) e especifico para BPV-2 obteve-se uma positividade de 33
(82,5%) das 40 amostras analisadas. De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que a
presenca da BPV no Estado de Pernambuco estd em concordancia com os achados mundiais,
destacando-se a importancia do diagnostico no controle da infec¢do e, conseqiientemente,
adocdo de uma terapia especifica.

Palavras chave: Rea¢do em Cadeia pela Polimerase (PCR); papilomatose cutdnea bovina,

Pernambuco-Brasil.

SUMMARY
The bovine papillomatosis (BPV) is a complex disease that represents productive and
economical impediment to the world livestock. The BPV-2 is an epitheliotropic virus whose

genetic material is a DNA that, possibly, is associated to benign lesions on skin and malignant
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on bladder. Considering the spread of this virus in several Brazilian States and owing to the
absence of scientific works regarding to the presence of the virus in the State of Pernambuco,
this work aimed to identify the presence of BPV-2 in samples of bovine cutaneous warts,
using the Polymerase Chain Reaction (PCR). Using the general (FAP59/64 and MY 11/09)
and the specific primers for BPV-2 it was obtained an assertiveness of 33 (82.5%) in 40
analyzed samples. According to the obtained results, it can be concluded that the prevalence
of BPV in the State of Pernambuco is in agreement with the world findings, standing out the
importance of the diagnose on the control of the infection and , consequently, adoption of an
specific therapy.

Key-words: Polimerase Chain Reaction (PCR), bovine cutaneous Papillomatosis,

Pernambuco-Brazil

1 INTRODUCAO

Os papilomavirus (PV) sdao um grupo diverso de virus de DNA dupla fita circular
circundado por um capsideo externo formado por proteinas virais arranjadas de forma
icosaédrica, que infectam o epitélio escamoso da pele e mucosas. Causam infecgdes
assintomaticas e varias lesdes benignas ou malignas em varias espécies de mamiferos
(CAMPO, 2006).

De acordo com a estrutura e composicao do DNA sdo conhecidos seis diferentes tipos
de papilomavirus bovino (BPV) classificados em 2 subgrupos: o subgrupo A contendo os
BPVs 1, 2 e 5 que sdo os fibropapilomavirus, € o subgrupo B contendo os BPVs 3, 4 ¢ 6 que
compreende os papilomavirus epiteliotrépicos (CAMPO, 2006).

Os BPVs 1 e 2 causam fibropapilomas cutaneos e podem causar cancer de bexiga. O
BPV 4 causa papilomatose e cancer do trato gastrintestinal superior, BPVs 5 e 6 causam
papilomatose das tetas e ubere (CAMPO, 1999; WOSIACKI et al., 2002). Apesar dos PV
serem virus epiteliotropicos, além de queratinocitos e fibroblastos, os BPV também podem ser
encontrados em outros tecidos ou fluidos corporais. Em bovinos foi detectada a presenca de
BPV em sangue periférico (STOCCO et al., 1998), no trato reprodutivo e em gametas de
fémeas, bem como em amostras de sémen (CARVALHO et al., 2003).

Os virus da familia papilomaviridae apresentam dificuldades para serem cultivados em
sistemas de culturas celulares e entdo a técnica por meio da reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) apresenta-se adequada para a detec¢ao do papilomavirus devido a alta sensibilidade e
especificidade e por ndo requerer o cultivo do virus (WOSIACKI et al., 2002). O segmento

L1 do genoma do papilomavirus ¢ o bastante conservado, e por isso, tem sido usado para a
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deteccao de papilomavirus (KARLSEN et al., 1996; QU et al., 1997; De VILLIERS et al.,
2004). Visto que, as células da camada dérmica de uma lesdo papilomatosa proliferam
excessivamente e nessas células ¢ possivel encontrar inumeras copias do DNA viral
(CARVALHO, 2003).

Os pares de primers FAP59/FAP64 ¢ MY09/MY 11 foram desenhados para anelar em
uma regido conservada do gene L1 de muitos tipos de HPV e, com o emprego desses primers,
tem sido demonstrada a amplificacdo do DNA de papilomavirus de muitas espécies de
animais, incluindo bovinos (CHAN et al., 1995; QU et al., 1997; FORSLUND et al., 1999;
MANOS et al., 2004; OGAWA et al., 2004). Face ao conhecimento acumulado na literatura e
dado a auséncia de trabalhos cientificos a respeito da presenga do virus da papilomatose
bovina no Estado de Pernambuco, este trabalho teve como objetivo identificar a presenca do

BPV 2 em amostras de verrugas cutaneas, utilizando a reagdo em cadeia pela polimerase

(PCR).

2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacio do experimento o projeto foi encaminhado 4 Comissdo de Etica do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sendo
iniciado apos analise e parecer favoravel para seu desenvolvimento.

O experimento foi desenvolvido na fazenda de beneficiamento de leite tipo B
localizada no municipio de Ribeirdo, Pernambuco (PE) e no Departamento de Genética

Animal da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.1 Animais

A propriedade escolhida tinha em seu plantel animais de aptidao leiteira, entre bovinos
e bubalinos, destes foram utilizadas 40 amostras de verrugas cutdneas de bovinos, com idades
variadas, mesticos de holandés. Os animais apresentaram, apo6s resultado macroscopico e
histopatologico, diferentes tipos de papilomas cutaneos (pedunculado, plano e misto) e de
varidveis graus de papilomatose (leve, moderado e intenso, considerando 25, 50 e acima de

50% respectivamente do corpo afetado por papilomas).

2.2 Amostras e Extracdo do DNA

Foi feita coleta de papilomas localizados em diversos locais do corpo dos animais. A
coleta das verrugas seguiu um protocolo de desinfec¢ao e anti-sepsia. Com limpeza local com
agua e sabdo e anti-sepsia da area ao redor das verrugas com alcool a 70°C, em seguida,

realizou-se a incisdo dos papilomas, utilizando-se tesoura de Mayo® e lamina de bisturi.
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Utilizaram-se luvas descartaveis para cada animal. As amostras foram empacotadas em papel
aluminio e emersas em nitrogénio liquido, ap6s a congelagdo, as mesmas foram transportadas
sob gelo para o laboratorio e mantidas em refrigeragdo a -4°C at¢ o momento de
processamento. Cerca de 30 mg de material das verrugas selecionadas foram maceradas
individualmente para extragdo de DNA total com o auxilio do kit da Ambresco e a mesma foi

realizada de acordo com o protocolo do fabricante.

2.3 Analise por PCR

Cerca de 100 ug de DNA foi utilizado para a analise por PCR. A qualidade do DNA
foi controlada por amplifica¢cdo com os primers para detecgdo do gene f-globina bovina (fw:
5" = AAC CTC TTT GTT CAC AAC CAG -3’ rev 5° — CAG ATG CTT AAC CCA CTG
AGG - 3’) que amplificam um fragmento de 450 pb, como controle da qualidade do DNA
extraido. Além dos controles negativos e positivos. A reacdo foi realizada com adaptacgdes do
protocolo de Stocco et al, 1998.

O ciclo da PCR consistiu de uma desnaturacao inicial por 3 min. a 95°C, seguido por
35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 40s, anelamento por 40s a 58°C, e extensdo por 1 min. a
72°C. A reacdo de amplificacdo ocorreu em volume final de 25 pL, contendo 1X o tampao da
enzima, 1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP mix, 1 puL de cada primer e 0,625U/uL de Taq DNA
polimerase (Cenbiot Enzimas). A deteccdo de papilomavirus foi realizada por dois diferentes
pares de primers Consenso, FAP59 (Fw 5’-TAA CWG TIG GIC AYC CWT ATT-3’) e FAP64
(Rev 5’-CCW ATA TCW VHC CAT ITC ICC ATC-3’); e MY 11 (Fw 5’-GCM CAG GGW
CAT AAY AAT GG-3") e MY09 (Rev 5’-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’) a partir
do protocolo de Ogawa et al (2004) com adaptagdes.

A reacdo de amplificacdo ocorreu em um volume de 25 pL, contendo 1X do tampao
da enzima, 2,5mM MgCl,, 200 uM dNTP mix (Invitrogen™ Life Technologies, USA ), 0,25
uM de cada primer e 0,625U/ uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen' ). Para o par de
primer FAP59/64, ap6s uma desnaturagao inicial a 94°C por 10 min., a PCR consistiu de 45
ciclos de 1,5min. a 94°C, 1,5min. a 50°C e 1,5min. a 72°C, seguido por uma extensdo final a
72°C por 5 min. Para o par de primer MY09/11, inicialmente houve uma desnaturagdo a 95°C
por 5 min., seguida por 35 ciclos de 30s a 94°C, 30 s a 58°C, e 1 min. a 72°C e uma extensao
final a 72°C por 5 min. O processo de amplificagdo foi realizado utilizando-se um
termociclador (PTC 200-Mj Research Co. Water Town, MA, USA).

Para a tipificagdo do papilomavirus foram utilizados primers especificos para BPV-2

(Fw 5’-GTTATACCACCCAAAGAAGACCCT-3’ e Rev 5’-
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CTGGTTGCAACAGCTCTCTTTCTC-3’), com seqiiéncias complementares a regido
codificadora L1 (STOCCO et al, 1998). As condi¢des da PCR sdo as mesmas descritas acima
para a amplificacdo com os primers para [3-globina.

Os produtos de amplificagao (10ul) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2% em tampao TAE, corados com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta, onde

foram fotografados utilizado maquina Polaroid®.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a infeccdo pelo BPV possa ser detectada por outras técnicas, como a
histopatologia, optou-se, neste trabalho, pela técnica da PCR, j& que, a rapidez, a alta
sensibilidade e especificidade na obtengdo dos resultados, em comparagdo aos outros métodos
convencionais, tornam a PCR um instrumento alternativo e pratico na deteccdo do
papilomavirus (WOSIACKI et al., 2002).

A analise molecular resultou bandas com primers genérico (FAP e MY) e especifico

(BPV2) em 33 amostras (82,5%), indicando a presen¢a do virus na propriedade (Tab. 1).

PRIMERS
AMOSTRAS B-GLOBINA FAP MY BPV2
1 - ND ND +
2 + + - +
3 + + - +
4 + + - +
5 + - _ +
6 - ND ND +
7 + - - +
8 + + - +
9 + + - +
10 - ND ND +
11 - ND ND +
12 + - - +
13 + - - +
14 + + - +
15 + - - -
16 + + - +
17 + + + +
18 + - - +
19 + - - +
20 + + - +
21 - ND ND +
22 + + - -
23 +
24 + + - +
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

+

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

+ + + +

+

+ o+ 4+ o+ +

(ND) Nao determinado; (+) presenga; (-) auséncia.

Tabela 1 Positividade para BPV em verrugas cutineas de bovinos na Regido Agreste do Estado de Pernambuco/

Brasil, 2006.

Os resultados reforcaram os relatos de Molineros e Rojas (1999); Olson (1990) e

Carvalho et al. (2003) que detectaram a presenca do virus em varios paises, estando presente

em importantes regides criatérias, como nos Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo,

Espirito Santo, Rio de Janeiro, Parand, Rio Grande do Sul, refor¢ando a idéia de que esta

infeccao existe também em Pernambuco (Fig. 1).
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A qualidade do DNA extraido das amostras de verrugas cutdneas de bovino foi
controlada pela amplificagdo de um fragmento do gene B-globina bovina. O fragmento de 450
pares de base foi amplificado em 22 das 40 amostras avaliadas (55%). A presenga de
papilomavirus foi avaliada por PCR com os primers FAP59/94 ¢ MY09/11 apenas nas
amostras onde houve a amplificagdo com na B-globina. Houve amplificacdo em 12 das 22
(54,5%) amostras avaliadas para os primers FAP59/64 e em apenas 1 das 22 (4,5%) com o
MY09/11, mostrando assim, uma maior sensibilidade do FAP59/64.

Utilizando-se os primers especificos para BPV-2 obteve-se uma positividade em 32
das 40 amostras avaliadas (80%), ndo sendo possivel, nas amostras restantes, a diferencia¢dao
nos demais tipos virais. Considerando-se apenas as amostras que amplificaram com os

primers para 3-globina, houve a amplificagdo em 19 das 22 amostras avaliadas (86%). (Fig.2)

500 pbp —*>

200pb —>

500 pb

200 pb

500 pb—
200 pb_,.

500 pb—*

200 pb—

Figura 2 - PCRs com primer BPV-2 para tipificagdo de DNA viral extraido de verrugas cutineas.
Na imagem estdo representadas diferentes amostras de DNA seguidas por controles
negativos e positivo respectivamente. Como esperado para BPV 2 o fragmento amplificado
contém 172 pb.

Apesar dos conjuntos de primers FAP59/64 ¢ MY09/11 serem largamente utilizados
em estudos epidemiologicos na detec¢cdo de papilomatose humana a virus (HPV) devido a sua
alta sensibilidade (CHAN et al., 1995; FORSLUND et al, 1999; MANOS et al, 2004; De
VILLERS et al, 2005), os primers supracitados mostraram-se relativamente ineficientes na

deteccdo do BPV em varias amostras, ndo sendo possivel a identificacio de bandas
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equivalentes aos fragmentos esperados para os tipos virais. Contradizendo os achados de
Ogawa et al. (2004), que relata que estes primers detectaram 100% de BPV nas amostras de

verrugas cutaneas de bovino.

Por outro lado, ndo se pode categorizar como negativas estas amostras, salvo que, ha
relatos na literatura (ROCHA et al., 1998) que descrevem que ha relagdo entre a carga viral, o
momento da coleta e a eficiéncia da técnica como método de diagnostico, visto que, se a
amostra coletada apresentar baixa carga viral, a PCR pode ndo detectar a presenca do virus,

corroborando com os resultados verificados neste experimento.

Porém, a analise molecular do DNA extraido das verrugas com primers genéricos,
para ampliacdo de qualquer tipo de papiloma, justifica-se pela necessidade de aumentar a
capacidade de detec¢do do genoma viral por PCR, uma vez que a inser¢do do DNA viral no
genoma da célula ocorre perda parcial de seqiiéncias dos genes da papilomatose, com perdas
das regioes de anelamento dos primers genéricos (KARLSEN et al., 1996; QU et al., 1997;
GRAVITT et al., 2000; KADO et al., 2001; SILVA et al., 2003). Trabalhos utilizando esses
mesmos primers para a deteccdo de BPV sdo menos freqiientes, porém a sua utilizagao tem

sido demonstrada (OGAWA et al., 2004).

Diferentes fatores influenciam na sensibilidade da PCR como: o método utilizado na
extracdo do DNA, o tamanho do fragmento amplificado, a qualidade do tecido de onde
ocorreu a extracdo, a quantidade e qualidade de DNA utilizada e as condi¢des da PCR
(GEBARA, 2004), assim sendo, a diferenca de sensibilidade entre os primers de detecgao
geral (FAP59/64, MY09/11), B-globina bovina e BPV-2 pode ser explicada pelo tamanho do
fragmento amplificado nessas amostras, que apresentavam DNA possivelmente degradado,
mas que foi possivel a amplificagdo de um fragmento pequeno de L1 a partir do primers

especificos para BPV-2 mesmo em amostras 3-globina negativas.

Optou-se por usar o primer especifico para o tipo 2, salvo que, a infecgdo pelo BPV 2
¢ precursora para o desenvolvimento de outras doengas. Como observado em amostras de
bexiga urindria de bovinos com hematuria enzootica cronica, em bexiga apresentando lesdes
neoplasicas ou ndo, no trato reprodutivo e gametas de vacas e em sangue periférico de
bovinos, podendo produzir abortos e infecgdes ocultas, sendo importante a sua investigacao.
Este achado corrobora com os de Campo (1999); Stocco et al. (1998); Borzachiello et al.
(2003); Freitas, (2003); Campo ( 2006) e Wosiacki et al. (2006).
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4 CONCLUSAO
De acordo com os resultados, pode-se concluir que a presenca da BPV no Estado de
Pernambuco, estd em concordancia com os achados mundiais, destacando-se a importancia da

genotipagem no controle da infeccado, e, conseqiientemente, adogao de terapia especifica.
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Médias dos parametros hematologicos e bioquimicos séricos dos bovinos com papilomatose
cutanea e tratados com Thuya occidentalis tintura mae (T.M.) a 30% e Thuya occidentalis

tintura mae (T.M.) a 30% com propolis.
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As figuras ilustram os parametros médios da hematologia de bovinos com papilomatose cutanea

em todos os grupos e momentos, no periodo de 63 dias.
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Médias dos parametros hematologicos e bioquimicos séricos dos bovinos com papilomatose

cutanea e tratados com Thuya occidentalis CH6.
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As figuras ilustram o perfil das médias dos pardmetros hematologicos de bovinos com

papilomatose em todos os grupos e momentos, no periodo de 63 dias.
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As figuras ilustram o perfil das médias dos pardmetros bioquimicos séricos de bovinos com

papilomatose cutdnea em todos os grupos e momentos, no periodo de 63 dias..
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