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RESUMO

MARIANO-SOUZA, D. P. Efeitos téxicos da Senna occidentalis sobre o sistema linfo-
hematopoiético: avaliacido da exposicdo de ratos durante a fase de crescimento e pré-
natal. [Toxic effects of Senna occidentalis on lymphohematopoetic system: evaluation of
its exposure in rats during the growth and pre-natal period]. 2009. 227 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos toxicos da Senna occidentalis (So)
sobre o sistema linfo-hematopoiético em ratos recém-desmamados ou expostos pré-
natalmente. Avaliou-se nestes animais: 0 consumo de agua e ragéo, o ganho de peso;
parametros hematolégicos, padrdes histopatoldgicos, além da resposta imunoldgica
especifica e ndo especifica. Inicialmente, o estudo foi realizado em ratos recém-
desmamados, os quais foram expostos a diferentes concentragdes de sementes de So
na ragao a saber: 1% (So1), 2% (So02) e 4% (So4) durante 14 dias ou que receberam
So4 durante 28 dias. Os animais do grupo peer-feeding (PF) receberam a mesma
quantidade de racdo consumida pelos animais expostos a So4, porém isentas da
planta. Apos 14 dias de exposicao, os resultados obtidos mostraram uma diminuicédo
significante nos parametros de consumo de rag&o, de ganho de peso e da celularidade
da medula 6ssea e do peso relativo no timo nos grupos So2 e So4 e um aumento no
peso relativo do bago nos grupos So2 e So4. Entretanto, os animais dos grupos So4 e
PF também apresentaram diminuigdo da celularidade da medula éssea. Na avaliacao
da resposta imune n&o especifica todos grupos expostos as sementes da planta, bem
como o grupo PF, apresentaram redugao na porcentagem de fagocitose por neutroéfilos;
porém, apenas o grupo So4 mostrou redugao do burst basal por neutréfilos. O estudo
morfolégico do bago mostrou proliferagado hematopoiética extramedular e aumento de
megacariécitos multinucleados nos ratos do grupo So4. Apenas nos experimentos com
animais do grupo So4 expostos por 28 dias, verificou-se similaridade entre resultados
dos parametros acima descritos, além da ocorréncia de anemia microcitica e
hipocrébmica. Num segundo momento avaliou-se as proles de ratas que receberam
sementes de S. occidentalis a 4% na ragao, do 6° ao 20° dia de gestacdo, assim como
as proles das ratas do grupo peer-feeding (PF). Os filhotes provenientes de méaes do
grupo So4 e PF apresentaram um aumento do burst oxidativo e da fagocitose por
neutréfilos. Os animais da prole do grupo PF apresentaram hemograma indicativo de
anemia megaloblastica. Ja no estudo morfologico do bago verificou-se hematopoiese
extramedular nos filhotes das maes do grupo So4. Portanto, a presente pesquisa
mostrou que a S. occidentalis pode comprometer alguns parametros do sistema
imunoldgico de ratos expostos as sementes da planta durantes diferentes fases do
desenvolvimento. Além disso, verificou-se que as sementes desta planta também
promovem efeitos toxicos sobre eritrocitos. A inclusdo do grupo PF permitiu verificar
que os efeitos observados nédo sdo decorrentes de possiveis alteragdes nutricionais
promovidas pela reducdo do consumo de racdo, mas sim relacionados ao efeito toxico
direto da S. occidentalis.

Palavras-chaves: Ratos. Senna occidentalis. Plantas toxicas. Sistema linfo-
hematopoiético.



ABSTRACT

MARIANO-SOUZA, D. P. Toxic effects of Senna occidentalis on lymphohematopoetic
system: evaluation of its exposure in rats during the growth and pre-natal period [Efeitos
toéxicos da Senna occidentalis sobre o sistema linfo-hematopoiético: avaliacdo da
exposicao de ratos durante a fase de crescimento e pré-natal]. 2009. 227 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The aim of present study was to determinate the Senna occidentalis (So) toxic effects
on lymphohematopoetic system in rats during the growth and pre-natal period. The
effects were evaluated on the basis of food consumption, weight gain, hematological
and immunological parameters, as well as histopathology analysis. Initially, the study
was done in growing rats exposed to S. occidentalis seeds in different concentrations:
1% (So1), 2% (So2) and 4% (So4) in feed during 14 or 28 days. Peer feeding-group of
rats (PF) was also evaluated; this group received the same amount of feed of those
from So4-group, however, free of S. occidentalis seeds. S. occidentalis 14 days
exposure decreased food consumption, weight gain, thymus relative organ weight and
bone marrow cellularity and increased the spleen relative weight of rats from So2 and
So4-group. However, So4- and PF- groups also presented a decreased bone marrow
cellularity. All seed exposed-groups and also PF-group had a decrease on neutrophil
phagocytosis percentage; however, only rats from So4-group had a decreased
neutrophil basal burst. Spleen morphologic analysis indicated the presence of
extramedular hematopoietic proliferation and increased multinucleated megakariocytes
on So4-group. Similar results were found for all the parameters described after S.
occidentalis exposure during 28 days. Furthermore, the rats of So-4 group presented
microcytic and hypochromic anemia. On a second moment, rats offspring exposed to S.
occidentalis at 4% in feed during the 6™ to 20™ gestational day and rats offspring of PF
group were evaluated. The So4- and PF- rats offspring groups presented an increased
neutrophil oxidative burst and phagocytosis, however PF-rats offspring group also had
an altered complete blood count compatible with megaloblastic anemia. Moreover
spleen morphologic analysis indicated the presence of extramedular hematopoiesis on
So4 rats offspring group. Therefore, the present study showed that S. occidentalis can
compromise some immunological parameters in rats exposed to seeds during different
development periods. This exposure also promotes toxic effects on erythrocytes. The
PF group allowed us to verify that the observed effects are related to direct S.
occidentalis toxic effects and not due a possible nutritional alteration caused by the
reduced feed ingestion.

Key words: Rats. Senna occidentalis. Poisonous Plants. Animal Pathology.
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1 INTRODUGAO

1.1 SOBRE O USO DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

O uso de plantas para fins medicinais e no tratamento de doencgas remonta
aos primordios da humanidade (CRAGG; NEWMAN, 2001). Portanto, é fato que as
plantas medicinais possuem papel chave dentro da saude publica. A Organizagao
Mundial de Saude — OMS (2000) reconhece que 80% da populagdo em paises em
desenvolvimento, ainda recorrem ao uso de plantas medicinais, dentro do sistema
de atengao primaria da saude, devido a alguns fatores como a pobreza e a falta de
acesso a medicina tradicional.

No Brasil, a utilizacido de plantas com fins medicinais € uma pratica muito
difundida, enriquecida pelo costume comum proveniente dos indios, negros e
europeus. A miscigenacgao destas ragas e povos, associada a grande diversidade
vegetal do pais, conduziu o uso de uma medicina tradicional baseada em diferentes
plantas e métodos de tratamento (BRANDAO, 1996; BARRETO et al., 2006). Deve-
se ainda considerar que as plantas medicinais representam uma opc¢ao barata, por
nao requerer uma area muito grande nem depender de custos elevados para a sua
implantacao, tornando o cultivo destas uma pratica comum em quintais urbanos ou
em areas da zona rural (LIMA, 2000).

Além do uso de plantas medicinais, os fitoterapicos também vém sendo

amplamente empregados no nosso pais. Medicamento fitoterapico, segundo a
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definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2004) é aquele
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. Apresenta como caracteristicas o fato de se conhecer a eficacia e os riscos
de seu uso, assim como a reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua
eficacia e seguranga devem ser validadas por meio de levantamentos
etnofarmacolégicos de utilizacdo, documentagdes técnicas e cientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos de fase 3 que é a fase de ensaio piloto, na qual o
medicamento sera administrado a um grande numero de pacientes, para avaliar a
eficacia e seguranga do produto (FERREIRA, 2002).

Potencialmente, todas as partes da planta s&o utilizadas para fins
terapéuticos (raizes, rizomas, caule, casca, folhas, flores, frutos e sementes), por
meio de diferentes formas de preparo (chas e infusées, decocgdes, tinturas, xaropes,
Oleos, unguentos e pomadas, compressas, duchas, resinas, p6, goma e outros) e
administrados através de distintas vias de administragao (oral, inalatéria, dérmica,
vaginal e retal) (HALBERSTEIN, 2005).

De fato, varias plantas medicinais apresentam propriedades bioativas com
efeitos fisioldgicos, potencial terapéutico e de cura, confirmado por meio de repetidos
ensaios pré - clinicos de biodisponibilidade e analises laboratoriais. Neste contexto,
a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS) apresenta, até o momento, 71 plantas medicinais, com potencial para
gerar produtos de interesse ao Sistema Unico de Saude - SUS. A finalidade desta
lista € a de orientar estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboragao da
relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso da populagdo, com seguranga e
eficacia para o tratamento de determinada doenca. Assim, como exemplos, citam-se:

o cajueiro (Anacardium occidentale), o maracuja-doce (Passiflora alata), a caléndula
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(Calendula officinalis), a jurubeba-verdadeira (Solanum paniculatum), o gengibre
(Zingiber officinale), a hortela (Mentha piperita), a arruda (Ruta graveolens), dentre
outros (RENISUS, 2009).

Se, por um lado, o uso de plantas medicinais e fitoterapicos permite o acesso
ao tratamento das faixas mais carentes da populagao e, portanto, de certa maneira,
a inclusao social, a idéia de que estas substancias sdo seguras e livres de efeitos
colaterais é totalmente falsa. Neste sentido, € amplamente conhecido que um
grande numero de constituintes toxicos podera estar presente em plantas medicinais
ou utilizadas para a producdo do fitoterapico (CALIXTO, 2000; ENGLER et al.,
2009). De fato, a utilizagado e a aplicagao dos potenciais botanicos e os possiveis
efeitos colaterais das plantas medicinais, devem ser investigados de forma intensa,
por diferentes metodologias. Estas investigacbes abrangem desde dados
etnobotanicos, entrevistas com a populacdo, coleta do espécime, ensaios pré-
clinicos e clinicos duplo-cego, andlises bioquimicas e métodos mais especificos
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE ou HPLC (HALBERSTEIN,
2005).

Entretanto, o empenho da comunidade cientifica em assegurar a eficacia e o uso
segurodas plantas medicinais vaiao encontro do apelo que as mesmasexercemsobrea
populacédo, uma vez que o conhecimento e uso destas sdo baseados nos costumes e
tradicdes locais (ACCORSI, 2000; ARNOUS et al.,, 2005). Assim, por meio, do
levantamentode plantas medicinais utilizadas no MunicipiodelpénoRioGrandedo Sul,
Ritter et al. (2002), constataramque muitasdasplantasasquaisosmoradoresfazemuso
apresentam toxicidade estabelecida, porém tal fato ndo era de conhecimento dos

usuarios. Além disso, o controle da comercializagdo pelos 6rgaos oficiais em feiras
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livres, mercados publicos ou lojas de produtos naturais no Brasil ainda € incipiente
(ARNOUS et al., 2005).

Neste sentido, espécies vegetais, cujo uso pode ser atribuido ao modismo,
sdo frequentemente citadas em levantamentos realizados junto ao comércio de
raizeiros, principalmente aquelas utilizadas para emagrecimento, como: chapéu-de-
couro (Echinodorus macrophyllus), porangaba (Clavija nutans), carqueja (Baccharis
frimera) e as varias espécies de sena (Cassia occidentalis, C. auriculata,
C.angustifolia, C. caroliniana, C. ciliata, C. falcata, C. foetida, C. frutescens,
C. geminiflora, C. linearis, C. longisiliqua, C. obliquifolia, C. planisiliqua, C. sophera,
Ditremexa occidentalis) (NUNES et al., 2003; MARTINAZZO; MARTINS, 2006).

Particularmente no que se refere a sena, esta € a planta mais lembrada, nao
sO pelos “raizeiros” como pela populacédo, devido as suas propriedades laxantes e
emagrecedoras. No estudo conduzido por Martinazzo e Martins (2006), sobre as
principais plantas utilizadas pela populagcédo de Cascavel/ PR, foi verificado que 98%
dos entrevistados utilizam as folhas desta planta como laxante. De fato, os
antrandides presentes na planta sdo comumente empregados popularmente como
medicamento para constipacdo crénica (SEYBOLD et al. 2004; GERLACK;
MORRONE, 2006; SOYUNCU; CETE; NOKAY, 2008).

Além disso, outras finalidades terapéuticas sao atribuidas ao uso da
S. occidentalis, tais como expectorante, agente antibacteriano, antiinflamatério e
antiplaquetario, vermifugo e para o tratamento de doengas hepaticas (CHOPRA et
al., 1980; ADAM et al., 2001; NADAL et al., 2003; SOYUNCU; CETE; NOKAY,
2008).

Embora a S.occidentalis venha sendo amplamente utilizada pela populacéo,

que acredita que, por ser “natural” ndo promove efeitos adversos ou téxicos,
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trabalhos distintos, de diferentes autores, vém mostrando que o uso prolongado
desta planta no ser humano pode causar desconforto abdominal, perda de eletrélitos
e agua (SOYUNCU; CETE; NOKAY, 2008), paralisia do ileo (SOSSAI; NASONE;
CANTALAMESSA, 2007) e hepatotoxicidade (VASHISHTHA et al., 2007), além de
causar riscos para mulheres gravidas por estimular a motilidade uterina e provocar
aborto (VEIGA JR. et al., 2005), o que a torna, indubitavelmente, um problema de

saude publica.

1.2 SOBRE AS PLANTAS TOXICAS

Pode-se definir como planta toxica de interesse pecuario aquela que, quando

ingerida pelos animais domésticos, sob condi¢cdes naturais, causa danos a saude ou
mesmo a morte. Ainda, para que a planta seja considerada tdxica, esta devera ter
sua toxicidade comprovada experimentalmente (TOKARNIA et al., 2000).
Pode-se definir como planta toxica de interesse pecuario aquela que, quando
ingerida pelos animais domésticos, sob condi¢cdes naturais, causa danos a saude ou
mesmo a morte. Ainda, para que a planta seja considerada toxica, devera ter sua
toxicidade comprovada experimentalmente (TOKARNIA et al., 2000).

No Brasil, devido a caréncia de dados sobre a frequéncia das causas de
mortalidade regionais, é dificil estimar as perdas por morte dos animais ocasionadas
pelas plantas téxicas. Segundo Riet-Correa e Medeiros (2001), no Rio Grande do
Sul e Santa Catarina a mortalidade anual de bovinos é de 5% causada por plantas
téxicas. As perdas econOmicas ocasionadas pelas plantas toxicas podem ser diretas

e indiretas. Sao consideradas perdas diretas, aquelas caracterizadas pela queda nos
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indices reprodutivos, reducdo da produtividade nos animais sobreviventes,
alteracbes transitérias, enfermidades subclinicas e oObitos. Em relacdo as perdas
econdmicas indiretas, estas compreendem os custos gerados devido as medidas de
profilaxia, controle e tratamento dos animais. Além disso, a ocorréncia, freqiéncia e
distribuicdo geografica das plantas toxicas contribuem para a epidemiologia da
intoxicagdo animal, por diversos fatores como: palatabilidade, fome, sede,
desconhecimento, acesso a fonte de intoxicagao, dose toxica, periodo de ingestao e
variagbes da toxicidade (RIET-CORREA; MENDEZ; SCHILD, 1993; TOKARNIA et
al., 2000).

A Senna occidentalis (L) Link - S. occidentalis (Figura 1), sinbnimo Cassia
occidentalis, € uma planta herbacea, anual, pertencente a familia Leguminosae
Caesalpinoideae (TOKARNIA et al., 2000), amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais do mundo (ROGERS et al., 1979; MARTIN et al., 1981;
GRAZIANO et al., 1983; COLVIN et al., 1986; BARROS et al., 1990; RODRIGUES et
al., 1993; VASHISHTHA et al., 2007).

Apesar da ampla distribuicdo da S. occidentalis pelo Brasil, € na regidao Sul do
pais que esta planta tem causado problemas de intoxicacdo com maior frequéncia
(TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001). Este vegetal € muito
comum em pastagens, beira de estradas, terrenos baldios e culturas anuais como,
por exemplo, de milho, do sorgo e da soja (LORENZI, 1991; PERGO et al., 2008). A

” “*

S. occidentalis possui varios nomes vulgares, tais como “fedegoso”, “mata-pasto”,

” “* L4l 113 ” 13 ” “*

“verdadeiro”, “mamanga”, “sene”, “cigarreira”, “lava-pratos”, entre outros (HOEHNE,

1939; JOLY, 1977).
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Fonte: KISSMANN, K. G; GROTH, D. Plantas infestantes e nocivas, tomo II,

BASF, 1995

Figura 1 - Senna occidentalis

De acordo com Lorenzi (1991, p. 265),

[...] a S. occidentalis € uma planta perene, subarbustiva, lenhosa,
ramificada, medindo de 1-2 metros de altura, com reprodugao por
sementes. As folhas sdo alternadas, compostas parapinadas, com 4-
6 pares de foliolos glabros de 6-7 cm de comprimento. As
inflorescéncias sao axilares e terminais, em racemos com poucas
flores pediceladas e de coloragcdo amarelo ouro. Os frutos sao
formados dentro de vagens achatadas, mais ou menos retas, de
coloragdo marrom, com 10-14 cm de comprimento. Esta leguminosa
floresce no periodo de setembro a outubro e frutifica no periodo de
fevereiro a abril. Podera ser diferenciada das outras espécies de
Senna através das caracteristicas no direcionamento de crescimento
das vagens, ou seja, no caso da Senna occidentalis, este ocorre de
forma curva, com as pontas para cima; estas vagens, quando
imaturas, sdo verdes, com faixas transversais marrons, tornando-se
secas no outono, quando as sementes estdo maduras.
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A S. occidentalis cresce agregada a plantacbes de cereais e, além de
competir com nutrientes uteis a essas culturas, pode contamina-las com suas
sementes durante a coleta mecanica (DOLLAHITE; HENSON, 1965). Caso n&o haja
uma separagao adequada dos tipos de sementes, principalmente por meio de
peneiragem, separacao por densidade ou ambas, as sementes de S. occidentalis
poderao vir a compor parte do produto final destinado a alimentacdo humana ou
animal, levando a um desbalango nutricional e causando ainda o risco de se incluir
nesta dieta algum componente toxico (BARROS, 1991; AFONSO; POTT, 2002).
Contudo, foi somente com o desenvolvimento da pecuaria e a ocorréncia de
importantes surtos de intoxicacido em paises onde a prevaléncia desta planta é alta,
como no Sul dos Estados Unidos da América, Franga, Australia e Brasil (BAILEY,
1977), € que se iniciaram estudos mais aprofundados sobre os efeitos toxicos da
S. occidentalis (TASAKA, 2000; AFONSO; POTT, 2002).

As espécies animais mais acometidas pela S. occidentalis sdo os bovinos
(BARROS et al., 1999), suinos (TIMM; RIET-CORREA; 1997), eqlinos (BARROS et
al., 1990) e aves (NAKAGE et al., 2000), por serem animais frequentemente criados
de maneira extensiva.

Nas intoxicagcdes sejam elas naturais ou experimentais, os animais podem
apresentar sinais clinicos por vezes semelhantes, porém, a intensidade das
manifestagcdes clinicas pode variar entre as espécies estudadas (TASAKA, 2000;
WEG, 2001; BARBOSA-FERREIRA et al., 2005; HUEZA et al., 2007). Desta forma,
de maneira geral, os animais intoxicados com concentragcbes moderadas ou
elevadas (de 3% a 20%) de sementes de S. occidentalis apresentam abatimento,
diarréia, fraqueza muscular, incoordenacdo motora, tremores musculares, relutancia

em mover-se, periodos de decubito esternal, decubito lateral e morte
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(TOKARNIA et al., 2000). Por outro lado, em intoxicacdo prolongada, com baixas
concentragbes de sementes da planta (de 0,1 a 1%), pode se verificar como sinal
clinico apenas anorexia e queda no ganho de peso (CALORE et al.,, 1997;
HARAGUCHI et al., 1998).

Em relagcdo aos achados na necropsia e histopatologicos, nas diferentes
espécies animais, verificam-se como principais lesées as degeneragdes do musculo
esquelético e cardiaco (O'HARA; PIERCE, 1974a,b; HERBERT et al., 1983;
ROGERS et al.,, 1979; CAVALIERI et al.,, 1997). Pode-se também observar
alteragdes hepaticas (MERCER et al., 1967; TASAKA et al., 2000), renais (EL-
SAYED, 1993; BARROS et al., 1999). Ainda, um estudo recente, conduzido neste
laboratério (BARBOSA-FERREIRA et al., 2005), mostrou que a administragao
prolongada de baixas doses da S. occidentalis produz alteracbes no sistema
nervoso central.

Por outro lado, deve-se considerar que dependendo da espécie animal, a
gravidade e/ou localizagdo das lesdes pode variar. Desta maneira, a miopatia
degenerativa da musculatura esquelética e cardiaca prevalece na espécie bovina e
suina (MERCER et al., 1967; RODRIGUES et al., 1993), enquanto que em leporinos
foi observada lesdo mais severa na musculatura cardiaca (TASAKA et al., 2000).

O diagndstico das intoxicagdes por S. occidentalis deve ser baseado nos
dados clinicos e epidemioldgicos, nos achados de necropsia e na histopatologia. A
fonte da planta toxica, nas pastagens ou como sementes contaminando graos
usados na ragdo dos animais, deve ser pesquisada e confirmada (RIET-CORREA
et al., 1993).

O principio ativo téxico da S. occidentalis foi identificado como sendo uma

antraquinona, a diantrona (HARAGUCHI et al., 1996). No entanto, foram extraidas
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de varias espécies de Senna, inclusive da S. occidentalis, outras substancias
potencialmente tdoxicas como: flavondides, oxalato de calcio, albumina tdxica,
glicosideos esterdides, glicosideos saponinicos, glicosideos antraquindnicos,
senosideos A, B, C e D, emodina, aloe-emodina, reina e crisofanol e N-
metilmorfolina (KIM et al., 1971; BOTSARIS et al., 1995; MEDOUA; MBOFUNG,
2007; SOYUNCU; CETE; NOKAY, 2008).

Como proposto por Cavalieri et al. (1997), o mecanismo de agao toxico da S.
occidentalis estaria relacionado ao desacoplamento da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, produzido pela diantrona; assim estes autores teorizaram que esta

antraquinona agiria diretamente sobre o metabolismo desta organela.

1.3 SOBRE A ACAO DE XENOBIOTICOS SOBRE O SISTEMA HEMATOPOIETICO

E ORGAOS LINFOIDES

Métodos tradicionais para a avaliagao toxicoldgica, como exames histolégicos
revelam, ha muito tempo, que o sistema imune é alvo frequente de acometimento
por agentes ambientais, quimicos, drogas de abuso ou radiagdo, apds exposi¢cao
aguda ou subcronica (LUSTER et al., 1988). De fato, a complexidade do sistema
imune resulta em multiplos sitios alvos potenciais que dao origem aos efeitos
patolégicos imunotdxicos dos xenobidticos (DE JONG; VAN LOVEREN, 2007).
Desta forma, estudos que avaliam a acdo dos xenobidticos sobre o sistema imune
para determinar o risco € de grande importadncia (MOTYKIEWICZ et al., 1998;

DRELA, 2006; RIER, 2008). Com o objetivo de melhor se compreender os objetivos
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da presente pesquisa, sera realizada, a seguir, uma breve revisdo sobre a fisiologia
do sistema imune.

Segundo Lawrence e Kim (2000), a produgdo de células que participam da
defesa do organismo do hospedeiro, tanto de natureza inespecifica quanto
especifica, é rigorosamente controlada em dois niveis: o central, que compreende os
sitios hemato-linfopoéticos medulares e o periférico presente no baco, linfonodos e
nos tecidos linféides associados as mucosas.

Segundo Lawrence e Kim (2000), a produgdo de células que participam da
defesa do organismo do hospedeiro, tanto de natureza inespecifica quanto
especifica, é rigorosamente controlada em dois niveis: o central, que compreende os
sitios hemato-linfopoéticos medulares e o periférico presente no baco, linfonodos e
nos tecidos linféides associados as mucosas.

As células envolvidas nas respostas imunes encontram-se organizadas em
tecidos e 6rgaos, a fim de realizar suas fungbes de forma mais eficiente. Estas
estruturas séo, coletivamente, denominadas de sistema linféide. O sistema linféide é
composto por linfécitos, células acessoérias como os macréfagos e células
apresentadoras de antigenos e, em alguns tecidos, células epiteliais. O tecido
linféide distribui-se pelo organismo como 6rgaos discretamente encapsulados ou
como acumulo de tecidos linféide difuso (LYDYARD; GROSSI, 1999; WEST, 2002;
BATISTA; HARWOOQOD, 2009).

Os 6rgaos linféides primarios sao os principais sitios de desenvolvimento dos
linfécitos no organismo e sédo constituidos pelo timo e a medula 6ssea. Neles, os
linfocitos se diferenciam a partir de células-tronco linféides, proliferam-se e
amadurecem em células funcionais. Nos mamiferos, as células T amadurecem no

timo, e as células B no figado fetal e na medula éssea. As aves possuem um local
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especializado de geragao de célula B que é a bursa de Fabricius (LAWRENCE; KIM,
2000; DIETERT, 2009).

No que tange ao timo, seu microambiente é influenciado por diferentes fatores
intrinsecos e extrinsecos ao longo do desenvolvimento, incluindo: estados
fisiologicos, condicbes fisioldgicas, condigdes ambientais, doengas entre outros
(DOMINGUEZ-GERPE; REY-MENDEZ, 2003; DRELA, 2006; FANG et al., 2008).
Todas estas condi¢cdes especiais, tornam o timo um 6rgao alvo para a agao de
xenobidticos, que pode refletir na queda do desenvolvimento dos timdcitos devido a
exacerbacao da apoptose, retardo na maturagao dos timdcitos, geragao de células T
reativas e na inibicdo ou estimulacdo na producido de células recentes que irdo
migrar para periferia (DRELA, 2006; FANG et al., 2008; RIER, 2008).

Por sua vez, as respostas imunes de natureza celular e humoral ocorrem nos
tecidos linféides secundarios que é constituido pelo bacgo, os linfonodos e os tecidos
linféides associados as mucosas, incluindo as amidalas e as placas de Peyer no
ileo, onde também sao geradas as células efetoras de memoéria. O bago encarrega-
se, predominantemente, dos antigenos que tém disseminagédo via sanguinea; os
linfonodos elaboram respostas imunes contra antigenos circulantes na linfa, quer
tenham sido absorvidos pela pele ou pelas visceras internas. As tonsilas, as placas
de Peyer e outros tecidos associados as mucosas respondem a antigenos que
penetram as barreiras mucosas. As respostas imunes geradas nos érgéaos linfoides
secundarios requerem macréfagos fagocitos, células apresentadoras de antigenos e
células B e T maduras (KUBY, 1997; DESCOTES, 2005; FURZE; RANKIN, 2008).

Assim, pode-se supor que o comprometimento do sistema imune detectado
pela reducao da celularidade dos 6rgaos linfoides, alteragées nas subpopulagdes de

linfocitos, diminuicdo da resisténcia do hospedeiro e alteragcbes nas funcdes da
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resposta imune especifica e inespecifica, deve fazer parte daqueles protocolos de
avaliagao de toxicidade (BURNS-NASS et al., 2000; DESCOTES, 2005).

De fato, as areas relacionadas a atividade imunomodulatéria, no que tange ao
estudo com plantas téxicas, tém sido alvo recorrente de investigagdes devido ao seu
potencial de modificar a resposta imune inespecifica e especifica (AGARWAL et al.,
1999; DE JONG; VAN LOVEREN, 2007).

Particularmente no que se refere a toxicidade promovida pela S. occidentalis,
um estudo conduzido por Silva et al. (2003) mostrou redugdo nos diametros dos
foliculos e na densidade das regides cortical e medular da bursa de Fabricius e
reducao da polpa branca do bago, em aves tratadas com até um 1% de tegumento
externo (TE) da planta. Estes dados, avaliados em conjunto, sugerem um possivel
efeito da S. occidentalis sobre a resposta imunolégica ndo-especifica dos animais
tratados com esta planta.

Outro aspecto que deve ser considerado na interagao de xenobidticos com o
organismo diz respeito as linhagens celulares precursoras da medula 6ssea e as
células sanguineas circulantes, as quais participam de fungdes criticas na defesa do
hospedeiro (HARVEY, 1996; DRELA, 2006; CHURIN et al., 2008). Neste sentido, de
acordo com Guest e Uetrecht (2000), os xenobidticos que causam toxicidade na
medula 6ssea pertencem a um grupo heterogéneo de compostos que agem por
meio de varios mecanismos; entretanto, a etiologia destas acgdes toxicas € ainda
pouco compreendida. Uma busca na literatura mostra que a hematotoxicidade é
manifestada pela alteragcdo do numero de células maduras no sangue ou medula
Ossea, e pode ser expressa pela destruigdo excessiva ou supressiao da produgao

destas celulas (LANNING, 1998; SHEN et al., 2005; CHURIN et al., 2008).
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Dentre os xenobidticos que causam supressao de células do tecido
hematopoiético, destacam-se os agentes antineoplasicos como a ciclofosfamida e o
busulfan (HOAGLAND, 1982; GALE, 1988; DE JONG; VAN LOVEREN, 2007).
Entretanto, trabalhos tém demonstrado que alguns principios ativos toxicos de
plantas podem também atuar de maneira deletéria sobre o tecido sanguineo. Neste
sentido, Pan et al. (1993) verificaram que o metabdlito da monocrotalina, um
alcaldide pirrolizidinico presente nas espécies de Crotalaria spp, promove 0 aumento
de eritrécitos imaturos micronucleados na medula 6ssea e no sangue periférico de
camundongos (SANDERSON; CLARK, 1993).

Especificamente em relagdo a plantas do género Senna, estudos conduzidos
por Dugan e Gumbmann (1990) evidenciaram congestdo e deplegcdo na medula
Ossea de ratos tratados com 16% de Senna na ragao e diminuicdo de linfécitos e
neutréfilos circulantes. Em adicdo, Voss e Brennecke (1991) observaram, em
animais tratados com esta mesma planta, aplasia mieldide com leucocitose e
trombocitose periférica na medula o6ssea e anemia moderada seguida de
neutropenia. Estes mesmos autores observaram, também, hiperplasia e presencga de
histiécitos em linfonodos periféricos de ratos tratados com a planta, mostrando,
assim, a intrinseca relagao entre os compartimentos centrais e periféricos do sistema
linféide.

Todavia, a forma mais comum de interacdo entre os hematotoxicantes no
organismo ocorre, de maneira indireta, por interferéncias na farmacocinética e
farmacodinédmica (KRISHNAN; PELEKIS, 1995; RICH; HALL; 2005). Assim, muitos
sao os trabalhos que demonstram as perturbacdes causadas pelos xenobidticos em
orgaos e sistemas, evocando respostas compensatoérias do sistema hematopoiético.

Neste contexto, a administragdo do extrato metandlico de “olho de gato” (Caesalpinia
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bonducella) e de “unha de vaca” (Bauhinia racemosa), a camundongos tratados 2
vezes ao dia por 13 semanas, apontaram aumento na contagem de neutréfilos e a
diminuicdo de linfécitos, devido as alteragbes causadas na funcdo do sistema
hepatico e renal destes animais (KUMAR et al., 2005).

De maneira similar, o estudo conduzido por Konan et al. (2007), em ratas
tratadas por 30 dias, com 1000 mg/kg de extrato bruto de caju (Anacardium
occidentale), sugeriram que o aumento de neutréfilos circulantes, de modo dose-
dependente, ocorreu devido as administragdes constantes do extrato, como uma
resposta fisiolégica contra os componentes nao proprios do organismo.

Além disso, sao varios os estudos que relatam a interacéo entre fitoterapicos
e medicamentos no comprometimento de processos fisiolégicos dependentes de
células de origem hematopoiética (FUGH-BERMAN, 2000; HU et al., 2005). Neste
sentido, pacientes que foram submetidos ao tratamento prolongado com varfarina, e
que concomitantemente fizeram uso de fitoterapicos a base de salvia (Salvia
miltiorrhiza) e alho (Allium sativum), apresentaram aumento no tempo de coagulagao
e sangramento. Por sua vez, o ginko (Ginko biloba), quando associado a varfarina
ou acido acetilsalicilico, aumenta o tempo de sangramento, e quando associado a

diuréticos tiazidicos, leva ao aumento da pressao sanguinea (HU et al., 2005).

1.4 SOBRE OS DADOS OBTIDOS NA DISSERTAGAO DE MESTRADO

Com base em um estudo prévio realizado, neste mesmo laboratoério, no qual
Silva et al., (2003) verificaram os efeitos imunotoxicos da S. occidentalis em ave,

procurou-se, em nossa Dissertacdo de Mestrado, verificar se as sementes de
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S. occidentalis poderiam também produzir efeitos téxicos nos 6rgaos linféides de
mamiferos, utilizando, para tal, ratos como modelo experimental.

Assim, naquela Dissertacdo, as sementes de S. occidentalis foram
administradas, durante 14 dias, a ratos Wistar, machos, adultos em diferentes
concentracdes de sementes desta planta na ragdo: 1% (So1), 2% (So02) e 4%(So4).
Os animais do grupo peer-feeding (PF) receberam, diariamente, a mesma
quantidade de ragao consumida pelos animais tratados com So4, porém isentas da
planta. Foram avaliados os seguintes parametros: consumo de agua e ragao e
ganho de peso, avaliagdo hematoldgica e bioquimica; além da histopatologia,
morfometria e de ensaios preconizados para o estudo da resposta imunoldgica nao
especifica (MARIANO-SOUZA, 2005).

Todos os ratos pertencentes aos diferentes grupos experimentais
apresentaram diminuicdo no consumo de ragdo e agua e no ganho de peso. A
avaliacado hematolégica revelou anemia microcitica e hipocrdbmica nos animais que
receberam 4% da planta. Além disso, todos os animais dos grupos So2 e So4
apresentaram deplecao de células linfoides e redugao da polpa branca do bago. Os
ratos pertencentes ao grupo So4 apresentaram redugédo no peso relativo do timo e
diminuicao da regiado cortical e também no didmetro dos foliculos medulares deste
orgao. Estes mesmos animais apresentaram diminuicdo da produgcdo de agua
oxigenada e oxido nitrico. Em relagdo a resposta inflamatéria, todos os animais dos
grupos experimentais, apresentaram redugdo na evolugdo do edema inflamatério
agudo e crbnico. Assim, este estudo demonstrou que também em mamiferos, a
S. occidentalis pode comprometer o sistema imunolégico, haja vista as alteragbes
encontradas no timo e bago dos ratos expostos a planta. Além disso, verificou-se

que as sementes desta planta também promovem efeitos toxicos sobre eritrocitos e
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alteragdes na resposta inflamatodria. A inclusao do grupo PF permitiu verificar que os
efeitos encontrados ndo foram devido as possiveis alteragdes nutricionais
promovidas pela queda do consumo de alimento e sim relacionados ao efeito toxico
direto da S. occidentalis (MARIANO-SOUZA, 2005).

Portanto, a presente pesquisa tomou como ponto de partida os dados obtidos
na Dissertagdo de Mestrado e visa agora verticalizar este estudo, procurando-se
investigar os efeitos desta planta no sistema imune e hematopoiético de ratos em
outra idade (animais jovens, recém-desmamados), comparando-se com os dados
obtidos em animais adultos. E ainda objetivo desta tese, auxiliar no estabelecimento
de um protocolo de imunotoxicidade e hematotoxicidade, utilizando-se ratos como a

espécie animal de escolha para esses estudos.
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2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

Avaliar os possiveis efeitos toxicos produzidos pela administracdo de
sementes de Senna occidentalis incorporadas a ragao, em diferentes concentracoes
sobre os parametros imunologicos e hematopoiéticos, de ratos jovens e da prole de

fémeas tratadas durante a gestagao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os possiveis efeitos téxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragcdes, sobre o sistema imune e

hematopoético, de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragdes, sobre a celularidade do bago e medula

ossea de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragdes, sobre timo, baco, linfonodos, figado e

intestino de ratos em crescimento, por meio de estudos anatomopatoldgicos.
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- Avaliar os possiveis efeitos téxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentracdes, sobre o burst oxidativo por neutréfilos

por citometria de fluxo, de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentracdes, sobre a intensidade e porcentagem de

fagocitose por neutréfilos, por citometria de fluxo, de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentracdes, sobre a producéo das espécies reativas

de oxigénio de neutrdfilos, por citometria de fluxo, de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentracbes, sobre a resposta imune celular por

meio da reagao de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), de ratos em crescimento.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragcdes, sobre o sistema imune e

hematopoético de ratas durante o periodo de gestagao.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragdes, sobre o hemograma de ratas durante o

periodo de gestagao.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragdes, sobre a celularidade do bago e medula

Ossea de ratas durante o periodo de gestacéo.
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- Avaliar os possiveis efeitos téxicos da administracdo de sementes de
S. occidentalis em diferentes concentragdes, sobre timo, baco, linfonodos, figado e
intestino de ratas durante o periodo de gestacdo, por meio de estudos

anatomopatoldégicos.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentracdes de sementes de S. occidentalis, sobre o sistema imune e

hematopoético.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com

diferentes concentragbes de sementes de S. occidentalis, sobre 0 hemograma.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentragcdes de sementes de S. occidentalis, sobre a celularidade do

baco e medula dssea.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentracbes de sementes de S. occidentalis, sobre timo, baco,

linfonodos, figado e intestino, por meio de estudos anatomopatoldgicos.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentracdes de sementes de S. occidentalis, sobre o burst oxidativo e

da fagocitose por neutréfilos por citometria de fluxo.

- Avaliar os possiveis efeitos toxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentragcdes de sementes de S. occidentalis, sobre a producido das

espécies reativas de oxigénio por neutrofilos, por citometria de fluxo.
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- Avaliar os possiveis efeitos téxicos na prole, de ratas tratadas com
diferentes concentragcdes de sementes de S. occidentalis, sobre a resposta imune

celular por meio da reagao de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH).
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MATERIAL E METODOS

Para a execugdo desta tese foram utilizados os seguintes materiais e

métodos.

3.1 ANIMAIS

Para a execugcdo desta tese foram utilizados os seguintes sujeitos

experimentai.

3.1.1 Avaliagao do sistema imune e hematopoiético

Foram utilizados 50 ratos Wistar, machos, recém-desmamados com 21 dias
de idade e com peso inicial entre 65 a 70 g, provenientes do biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP). Os animais foram alojados em gaiolas de
polipropileno fosco com tampas metalicas, medindo 40x50x20 cm. Todas as gaiolas
foram mantidas em sala com temperatura ambiente aproximadamente constante
(21-24°C) e iluminagao artificial em ciclo de claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a
fase clara as 7:00 horas. Agua e racéo foram fornecidas ad libitum durante todo o
periodo de permanéncia dos animais no biotério. Estes animais foram utilizados em

conformidade com as normas e procedimentos relativos ao uso de animais de
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Laboratério do Departamento de Patologia da FMVZ/USP, os quais sao baseados
naqueles descritos pelo Committee on Care and Use of Laboratory Animal
Resources — National Research Council, EUA.

O protocolo para a realizagdo deste estudo foi submetido a Comissao de
Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - USP (protocolo n°

653/2005), sendo aprovado no dia 25 de Abril de 2005.

3.1.2 Estudo da toxicologia reprodutiva

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, virgens, pesando cerca de 220 g
no inicio dos experimentos, provenientes do biotério do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ/USP) e machos da mesma linhagem para o acasalamento. Os animais
receberam os mesmos cuidados, conforme os procedimentos descritos acima. Para
0 acasalamento machos e fémeas foram colocados em gaiolas, sempre no final da
tarde na proporcao de 1:2, respectivamente. Este procedimento foi repetido até que
o0 numero desejado de ratas prenhes fosse alcangado. Na amanhd seguinte ao
acasalamento, sempre no horario compreendido entre 7 e 9 horas, procedeu-se ao
lavado vaginal e, ao se confirmar a presenca de espermatozéides neste lavado, por
meio de analise microscopia, conforme técnica descrita por Vickery e Bennet (1970)
considerava-se, entdo, o dia zero da gestacdo. Constatada a prenhez, as fémeas
foram mantidas individualmente nestas mesmas gaiolas até o final de cada

experimento.
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3.2 PLANTA'

Foram utilizadas sementes de Senna occidentalis provenientes do Instituto

Biologico de Sao Paulo, coletadas entre fevereiro e margo de 2004 e 2007. Apds a

coleta, as sementes foram alojadas em local seco, até o momento de serem moidas

e adicionadas a racao.

3.3 REAGENTES E SOLUCOES

Adjuvante Completo de Freud — FCA (Sigma®);

Soro Albumina Bovina (BSA) — Fracao V (Sigma®);

Diacetato 2°7" Diclofluoresceina (DCFH-DA / Molecular Probes, Eugene. OR,
USA): foi dissolvido 26mM de DCFH em 1,0mL de etanol (Synth®). Este
reagente foi mantido em geladeira (-20°C), e protegido da luz. No momento
do uso 50uL da solugao mae foi adicionado em 4,1 mL de PBS;

Solugdo de PBS - solugao salina tamponada com fosfato. Solugcédo estoque:
foram dissolvidos 82,0g de cloreto de sédio (Synth®), 26,79g de fosfato de
sédio dibasico (Synth®) e 4,14g de fosfato de sédio monohidratado (Synth®)
em 1.000mL de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®. Esta solugao foi filtrada e
armazenada em frasco previamente identificado, sob refrigeragéo (2-8°C). No
momento do uso, esta solugao foi diluida na propor¢do de 1:10 de agua

filtrada em Filtro Milli-Q plus®, mantendo-se um pH em torno de 7,2 a 7,4;

' A Senna occidentalis foi depositada no herbario Maria Eneida Fidalgo no Instituto Botanico de Sdo Paulo na forma de
exsicata sobre o nimero SP-363817.
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Solucao de PBS glicosado — salina tamponada com fosfato e glicose.

- Solugdo A: foram dissolvidos 80,0g de cloreto de sédio (Synth®), 2,0g de
cloreto de potassio (Synth®), 2,0g de fosfato de potassio (Synth®) e 21,5g de
fosfato de sddio dibasico (Synth®) em 800,0mL de agua filtrada em Filtro Milli-
Q plus®. A solugdo resultante foi armazenada, em frasco previamente
identificado, sob refrigeracéo (2-8°C);

- Solugéo B: foi dissolvido 1,3g de cloreto de calcio (Synth®) em 100,0mL de
4gua filtrada em Filtro Milli-Q plus®. A solugéo resultante foi armazenada, em
frasco previamente identificado, sob refrigeragdo (2-8°C);

- Solugao C: foi dissolvido 2,1g de cloreto de magnésio (Synth®) em 100,0mL
de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®. A solugdo resultante foi armazenada
em frasco previamente identificado, sob refrigeragdo (2-8°C);

- Solucgéo de glicose a 10%: foi dissolvido 10,0g de glicose (Sigma®) em 100,0
mL de &gua filtrada em Filtro Milli-Q plus®. A solugdo resultante foi
armazenada em frasco previamente identificado, sob refrigeragdo (2-8°C);

- No momento do uso foram diluidos 8,0mL da solucéo A, 1,0mL da solucéo
B, 1,0mL da solugado C, 1,0mL da solucéo de glicose a 10%, completando-se
o volume para 100,0 mL com agua destilada mantendo-se o pH em torno de
72a74;

Solugdo aquosa de etilenodiamino-tetracético-dissédico (EDTA) a 10%: foi
dissolvido 10,0g de EDTA (Synth®) em 1000 mL de PBS. A solugéo resultante
foi armazenada em frasco previamente identificado. A proporcédo indicada
para uso foi de 0,1mL da solugédo para 1 mL de sangue;

Solugdo aquosa de etilenodiamino-tetracético-dissodico (EDTA) a 3mM: foi

dissolvido 1,12g de EDTA (Synth®) em 1,000mL de PBS, em seguida esta
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solucao foi colocada em um Becker e permaneceu no agitador magnético por
5 minutos. A solucdo foi armazenada em frasco previamente identificado
mantido sob refrigeracéo (2-8°C);

Solugédo de meio de cultura RPMI 1641 (Gibco®): foram diluidos em 1.000 mL
de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®, 10,39g de RPMI 1641 (Gibco®), 2,00g
de bicarbonato de sddio (Synth®), 292,0g de glutamina (Synth®), 5,20g de
hepes (Gibco®), 100,0mg de estreptomicina (Sigma®) e 60,0mg de penicilina
(Sigma®). Todo este procedimento foi realizado em fluxo laminar e a solugdo
resultante foi filtrada e armazenada em frasco previamente identificado e
mantida sob refrigeracéo (2—8°C). No momento do uso o pH desta solugao foi
ajustado para 7,8;

Solucdo estoque de Miristato acetato forbol (PMA) (ICN Biomedicals®): foram
dissolvidos 10,0mg de PMA em 1,0mL de dimetilsulféxido (DMSO) (Gibco®).
Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar. A solucdo resultante foi
armazenada em frasco previamente identificado e mantida sob refrigeragéao
(0°C) até o momento do uso;

Solucédo de metacarn para coleta dos orgaos linfoides: foram diluidos 60,0mL
de alcool metilico 96° GL (Dinamica®), 30,0mL de cloroférmio 99,5%
(Dinamica®) e 10,0mL de acido acético glacial 99,5% (Dinamica®). Apds esta
diluicdo a solugdo resultante foi armazenada em frasco previamente
identificado e mantida em temperatura ambiente até o0 momento do uso;
Solucéo de sulfeto de aménio a 25%: dissolveu-se 25,0g de sulfeto de amdnio
(grau PA) (Synth®) e completou-se para 100,0mL de agua destilada; em
seguida esta solugdo foi filtrada e armazenada em frasco previamente

identificado;



Material e Métodos 57

Solugao Salina a 0,9%: dissolveu-se 9,0g de cloreto de sddio (NaCl) (Synth®)
e completou-se para 1.000mL de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®, em
seguida esta solugao foi colocada em um Becker e permaneceu no agitador
magnético por 5 minutos. A solugdo foi armazenada em frasco previamente
identificado mantido sob refrigeracéo (2-8°C);

Solugdo Salina 0,2%: dissolveu-se 2,0g de cloreto de sédio (NaCl) (Synth®) e
completou-se para 1.000mL de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®, em
seguida esta solugao foi colocada em um Becker e permaneceu no agitador
magnético por 5 minutos. A solug¢ao foi armazenada em frasco previamente
identificado mantido sob refrigeragdo (2-8°C);

Solugdo Salina 1,6%: dissolveu-se 16.0g de cloreto de sddio (NaCl) (Synth®)
e completou-se para 1.000mL de agua filtrada em Filtro Milli-Q plus®, em
seguida esta solugao foi colocada em um Becker e permaneceu no agitador
magnético por 5 minutos. A solugdo foi armazenada em frasco previamente
identificado mantido sob refrigeragéo (2-8°C);

Solugdo Salina 0,85%: dissolveu-se 85,0g de cloreto de sdédio (NaCl)
(Synth®) e completou-se para 1.000mL de agua filtrada em Filtro Milli-Q
plus®, em seguida esta solugao foi colocada em um Becker e permaneceu no
agitador magnético por 5 minutos. A solugdo foi armazenada em frasco
previamente identificado mantido sob refrigeracéo (2-8°C);

Staphylococcus aureus (S. aureus) — Cepa ATCC 2593 (DIFCO®, DETROIT,
MI, USA) marcadas com o flurocromo lodeto de Propidio (PI);

- Selecdo das coldnias de S. aureus: amostras viaveis de S. aureus foram
cultivadas durante 48h em meio agar sangue, selecionadas em fluxo laminar

e armazenadas em tubos estéreis. As bactérias foram resuspensas em NaCl
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0,85%, centrifugadas por 10 minutos a 1200rpm e inativadas em banho=
maria a 60°C por 30 minutos. Foram lavadas por 3 vezes com NaCl 0,85% e
centrifugadas a cada lavagem, por 10 minutos a 1200rpm;

- Ajuste da concentracdo de S. aureus: foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 620nm, obtendo os valores de
absorbancia entre 2,4 e 2,7. Valores estes equivalentes a turbidez de n°8 na
escala de McFarland, ideais para a leitura no citbmetro de fluxo;

- Preparo da solugao do fluorocromo lodeto de Propidio (PI) (Sigma®, S, St
Louis, MO, USA) a 5%®): foram diluidos 50,0uL Pl em 1,0mL NaCl 0,9%.
Todo o procedimento foi realizado em fluxo laminar;

- Conjugacdo do S. aureus com o fluorocromo lodeto de Propidio (PI): as
bactérias foram resuspensas em NaCl 0,85% e centrifugadas por 10 minutos
a 1200rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 25.0uL da solugéo
de Pl 5%. Procedeu-se a incubagao no escuro por 30 minutos a temperatura
ambiente. As bactérias foram lavadas por 3 vezes com NaCl 0,85%,
centrifugadas a cada lavagem por 10 minutos a 1200rpm e resuspensas em
5,0mL de solugdo de PBS glicosado. A solugéo final foi aliquotada em tubos
para microcentrifuga de 2,0mL, protegidas da luz e congeladas (-80°C), até o
momento do uso;

Solucdo de Ketamina + Xilazina: foi associado 1,0mL de cloridrato de
ketamina 10% (Dopalen®), a 0,5mL de cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®)
em 8,5mL de NaCl 0,9%. A solugcdo foi armazenada em frasco estéril

previamente identificado e mantida sob refrigeragéo (2-8°C).
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3.3.1 Corantes celulares

= Solugdo de azul de trypan: foi adicionado 1,0mL de azul de trypan (Merck®)
em 5,0mL de PBS. Esta solugdo foi armazenada em frasco previamente
identificado e mantida em temperatura ambiente;

= Corante de May-Grunwald modificado por Rosenfeld: foi adicionado 0,97g de
Giemsa (Merck®), 0,53g de May-Grunwald (Merck®) em 1.000mL de Metanol
(PA) (Synth®). Esta suspensao foi homogeneizada e armazenada em frasco
ambar durante 1 més e filtrada toda vez antes de ser utilizada. A proporcao de
uso indicada para cada extensdo de sangue foi de 1,5mL de corante durante
5 minutos, acrescidas da mesma propor¢ao de agua durante 10 minutos. As

extensdes foram lavadas sob jato de agua corrente e seca ao ar.

3.3.2 Aparelhos

» Centrifuga Refrigerada (Eppendorf ®, modelo 5180R);

» Citbmetro de Fluxo — FACScalibur Becton Dickinson® Immunocytometry
System, San Jose, California, USA, conectado ao computador Mancintosh
Apple®, CA, USA;

= Contador Hematologico ABC™ VET ABX;

= Microscopio de Contraste de Fase Nikon®;

= Sistema de analise de imagens computadorizado BIOSCAN/OPTIMAS®, para

avaliagao morfométrica;
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3.4 PROCEDIMENTOS

Para execugdo dos diversos experimentos foram realizados os seguintes

procedimentos:

3.4.1 Preparo e administragao da ragao

Devido a possibilidade de inativacdo dos principios ativos pelo aquecimento e
consequentemente perda da toxicidade das sementes quando da trituracdo em
moinhos de facas, realizou-se o procedimento a frio, assim as sementes de Senna
occidentalis foram separadas dos cotilédones, congeladas em nitrogénio liquido,
trituradas em liquidificador comercial (Wallita®) e incorporadas & racdo comercial
(Nuvital®). Foram adicionadas diferentes concentragdes de sementes (1%, 2% e 4%)
a racdo, sendo esta mistura homogeneizada em misturador (Marconi® modelo 206) e

imediatamente peletizada.

3.4.1.2 Administracao de racao para ratos recém-desmamados

Ratos recém-desmamados foram separados em cinco diferentes grupos:
contole, os quais receberam apenas racdo comercial; e exeperimentais tratados com

1%, 2% e 4% de S. occidentalis na racdo durante 14 ou 28 dias. Existiu ainda um
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grupo de animais denominado peer-feeding, os quais receberam a mesma
quantidade de ragao consumida pelos animais tratados com So4, porém isentas de

sementes da planta.

3.4.1.3 Administracao de ragao ao grupo peer-feeding

O experimento no qual se realizou a administracdo denominada peer-feeding,
teve por objetivo fornecer a mesma quantidade de ragdo consumida pelos animais
tratados com 4% de sementes de S. occidentalis (So4). Para tanto, iniciou-se a
administracao do grupo experimental So4, 24 horas antes de se administrar a ragéao
comercial para os roedores do grupo peer-feeding; este procedimento permitiu o
célculo do consumo médio de ragao pelos animais do grupo experimental So4; a
quantidade obtida através da média consumida pelos animais do grupo experimental

So4 foi administrada para os animais pertencentes ao grupo peer-feeding.

3.4.1.4 Administracao de ragao para fémeas gestantes

Apos a constatagdo da prenhez, as fémeas foram mantidas individualmente
em gaiolas e receberam até o 5° dia de gestacao ragdao comercial ad libitum. Do 6°
ao 20° dia de gestagdo, procedeu-se a administragdo de sementes de

S. occidentalis, incorporadas a ragao nas concentragoes de 1%, 2% e 4%, Existiu
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ainda um grupo de animais denominado peer-feeding, os quais receberam a mesma
quantidade de ragao consumida pelos animais tratados com So4, porém isentas de

sementes da planta.

3.4.2 Avaliagao do consumo de ragao, ganho de peso e observagoes clinicas

Os animais foram pesados individualmente, logo antes do inicio da
administracdo das sementes de S. occidentalis misturadas na racdo. O
acompanhamento dos animais quanto ao ganho de peso e consumo de racéo, foi
realizado a cada 2 dias do tratamento. Para avaliar o consumo de ragéo e o ganho
de peso, os animais foram pesados em balanca semi-analitica (Marte®), no periodo
matutino entre 8 e 9 horas. As observacgdes clinicas foram realizadas a cada 2 dias e
0s seguintes sinais e sintomas eram avaliados: presengca de fezes amolecidas,

letargia, abatimento e pélos arrepiados.

3.4.3 Cesariana

A técnica cirurgica cesariana foi realizada apos 8h de jejum. As ratas prenhes
foram anestesiadas com a solugdo de ketamina + xilazina na dose 1 mL/kg, e em
seguida, procedeu-se a laparotomia exploratéria, com exposicdo dos cornos

uterinos, para a contagem de pontos de implantagdes, de reabsorgcdo e de fetos
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vivos e mortos. Os ovarios foram retirados e com o auxilio de uma lupa (16/12 x
1,25), procedeu-se a contagem do numero de corpos luteos para a avaliagéo da
quantidade de ovulos eliminados. Para melhor visualizagdo dos pontos de
implantagao, o utero foi mergulhado em solugéo de sulfeto de aménio a 25% por 10
minutos e em seguida lavado em agua corrente, tendo os pontos de implantagao
corados em preto. As perdas embrionarias no periodo de pds-implantagdo foram
calculadas por meio da seguinte proporgéao:

% perda pré-implantagéo = (CL — IM) x 100 / CL

% perda pés-implantagédo = (IM - FV) x 100/ IM
Considerando-se:

CL = Numero de corpos luteos

IM = Numero de implantacdes

FV = Numero de fetos vivos

3.4.4 Padronizagao da ninhada

No dia seguinte ao nascimento dos animais, procedeu-se com a padronizagao
de cada ninhada permanecendo 4 machos e 4 fémeas para cada progenitora e, caso
nao fosse possivel, foi realizada a troca de ninhada (cross fostering) para que esta
relacdo seja mantida. Durante a lactagao, o peso das ninhadas sera verificadas nos

dia1, 3,6,9, 12, 15, 18 e 21, deste periodo.



Material e Métodos 64

3.4.5 Avaliagcao do hemograma

O hemograma foi constituido pelo eritrograma e pelo leucograma. Ao final do
periodo de avaliagado, os animais foram anestesiados com a solugao de ketamina +
xilazina na dose de 1mL/kg. Imediatamente foi realizada a coleta de sangue, por
puncdo da veia hepatica, em seringas nédo heparinizadas. Estas coletas foram
realizadas no periodo matutino entre 8 e 9 horas da manha. Foram colhidos 5,00mL
de sangue, que foram transferidos para um frasco contendo 0,05ul de solugéo
aquosa de etilenodiamino-tetracético-dissédico (EDTA) a 10%, produzindo-se
adequada homogeneizagdo. O hemograma foi realizado segundo procedimento
recomendado por Birgel (1982) e com o auxilio do contador hematolégico ABC™
VET ABX, respectivamente. A contagem diferencial de leucocitos foi determinada
por meio da contagem global destas células em extensdo sanguinea coradas por

May-Grunwald modificado por Rosenfeld.

3.4.6 Avaliagdo do burst oxidativo e da fagocitose de neutréfilos e de

macroéfagos por citometria de fluxo

Para execugédo das técnicas do burst oxidativo e da fagocitose de neutrdfilos e
de macrofagos, por citometria de fluxo do sangue periférico de ratos Wistar, foram

realizados os protocolos abaixo descritos.
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Foi utilizado o método proposto por Hasui et al. (1989) para analise do burst
oxidativo desencadeado por diferentes estimulos. Apds, a morte por decapitacéo, o
sangue foi coletado. Uma bateria de 5 tubos numerados de “A” até “E”, foi
preparado; sendo que cada tubo, de acordo com a sua letra, recebeu uma

substancia diferente, obedecendo-se sempre a uma mesma ordem (Figura 2).

A = Células (Sangue)

B = Células + DCFH

C = Células + SAPI

D = Células + DCFH + SAPI
E = Células + DCFH + PMA

Figura 2 — Representacdo esquematica de sequéncias de reagentes utilizados nas
técnicas de burst oxidativo e fagocitose: Tubo A — PBS; Tubo B — DCFH;
Tubo C — SAPI; Tubo D — DCFH+SAPI, Tubo E — DCFH+PMA. Adaptado

de Costa, 2004
Desta forma, todos os tubos de “A” a “E” receberam aliquotas que
correspondem a 2 x 10° cél/100ul de sangue. Os tubos com as letras “B”, "D” e "E”
receberam 200,0ul da solugdo de 2,7- Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-
DA) 3mM cada. Os tubos de letra “C” e “D” receberam 100,0ul da solugdo de
Staphylococcus aureus marcado com iodeto de propideo (SAPI) (100,0ng). O tubo

de letra “E” recebeu 100,0ul de miristato-acetato de forbol (PMA) (100,0ng).
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Como as amostras devem apresentar um volume final de 1100ul, todos os
tubos foram completados com PBS 1x. Sendo assim, todos os tubos “A” receberam
1000,0ul de PBS, os tubos “B” 800ul, os “C”, 900,0ul e, finalmente, os tubos “D” e
“E” receberam 700pl.

Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria sob agitagio a 37°C,
por 30 minutos. Depois da incubagao, foram adicionados 2,0ml de EDTA 3mM para
interromper a reagao, sendo os tubos centrifugados posteriormente a 1200rpm, por
10 minutos.

Apds a centrifugagdo, desprezou-se o sobrenadante. As células foram
resuspensas por agitacdo manual, realizando-se a seguir a lise hipotdnica das
amostras com solugdes de NaCl a 0,2% e 1,6%. Primeiramente, foi colocado em
cada tubo 2,0ml de NaCl a 0,2%, durante 20 segundos. Imediatamente apos este
periodo, colocaram-se mais 2,0ml de NaCl a 1,6% para tornar a solugéo isotdnica
novamente.

Em sequéncia, os tubos foram centrifugados novamente, sendo desprezados
0s sobrenadantes obtidos. Foi, entédo, realizada uma nova lise hipotdnica (pela
segunda vez), seguindo todo o procedimento citado acima. Apds a segunda lise, os
tubos foram centrifugados pela ultima vez, sendo os sobrenadantes desprezados. As
células resultantes foram resuspensas em 200,0ul de PBS gelado.

Apods todo este procedimento, efetuou-se a leitura das amostras no citbmetro
de fluxo, sendo que o tubo “A” foi utilizado para a calibracdo do aparelho
(fluorescéncia basal das células), os tubos “C” e “D” foram utilizados para a
avaliagao da fagocitose, enquanto que o restante dos tubos foi utilizado na avaliagéo

do burst oxidativo.
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Cada amostra passou pelo citdmetro apenas uma vez e, de cada uma, foram
adquiridos 10000 eventos (células). Os valores referentes ao burst oxidativo das
amostras foram avaliados por meio da média geométrica da intensidade de
fluorescéncia emitida pela populagdo de células. Este valor, ou seja, a média
geométrica (geo mean) é dada pelo aparelho e foi esta unidade utilizada para se
avaliar a intensidade de fluorescéncia das células.

Com relacgao a atividade fagocitica, verificou-se a porcentagem de fagocitose,
ou seja, o numero de macrofagos que fagocitaram o SAPI e, consequentemente,
fluorescentes, dividido pelo numero total destas células, multiplicadas por 100.

Foi avaliada, também, a intensidade de fagocitose (quantidade de bactérias
fagocitadas). Os valores da intensidade de fagocitose também foram registrados por
meio da média geométrica da intensidade de fluorescéncia emitida pelas células.
Para a aquisicdo dos dados foi utilizado o software CellQuest Pro e para a analise

dos dados o Flowjo versao 7.2.5.

3.4.7 Avaliacao da resposta imune celular por meio da reagcao de
hipersensibilidade do tipo tardia — Delayed Type Hypersensitivity test

(DTH)

Para a sensibilizagdo imunoldgica dos ratos, foi injetado, por via subcutanea
(sc), na base da cauda de cada animal, 0,1ml de BSA — Fragao V (Bovine serum
albumin — fraction V) em (1,0mg/mL PBS) emulsificado em Adjuvante Completo de

Freud (FCA) na razao de 1:1.
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Sete dias apdés a sensibilizagdo, preparou-se o0 heat-aggregated BSA,
aquecendo-se o BSA (10,0mg/ml em salina) por 1 hora em banho-maria a 75°C.
Esta solugao foi centrifugada a 2000rpm, por 10 minutos, para remover 0 excesso de
salina; a seguir a solugao foi injetada (0,1mL/ por animal) no coxim plantar direito
dos animais e, na pata contra-lateral injetou-se 0 mesmo volume de solug¢éao salina.

Apods 24 horas de desafio com o heat-aggregated BSA, o edema resultante foi
mensurado com micrometro padronizado. A avaliacdo da resposta imune celular
(DTH) foi expressa a partir da subtragdo do valor obtido na mensuragédo do coxim
plantar da pata direita (BSA) 24 horas depois do desafio com aquele valor da

mensuracao antes do inéculo.

3.4.8 Avaliagao da celularidade do bago e medula 6ssea

A celularidade do bacgo foi determinada, apds o peso total do bago e corte da
extremidade do 6rgao, previamente pesado. Procedeu-se entdo, a dissociacdo do
fragmento em meio RPMI-1640 com auxilio de laminas para microscopia Perfecta®.

Estas células foram mantidas em banho de gelo, dentro de placas especiais
de plastico (Costar® n° 3424), até serem quantificadas em camara de Neubauer,
sendo a viabilidade celular das mesmas observadas pela coloracdo com azul de
trypan 6%, aceitando-se no minimo 95% de viabilidade.

Para determinar a celularidade da medula o6ssea, foi utilizado o fémur
esquerdo de cada animal. O conteudo da medula 6ssea foi lavado com 10,0mL de

meio RPMI-1640 e a suspensdo resultante foi acondicionada em tubos de
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polipropileno de 10,0mL, dentro de um banho de gelo. Imediatamente, as células da
medula dssea foram contadas, utilizando-se a técnica descrita por Raissuddin et al.

(1990).

3.4.9 Estudo Anatomo e Histopatolégico

Para execugcdo do estudo anatomo e histopatolégico foram realizados os

seguintes protocolos:

3.4.9.1 Microscopia 6ptica

Os animais foram anestesiados com a solucéo de ketamina + xilazina na dose
de 1mL/kg e procedeu-se a coleta de coleta de fragmentos representativos do baco,
timo, linfonodos figado e intestino. Estes fragmentos foram fixados em metacarn
durante 24 horas, apds este periodo, esta solugéo foi substituida por alcool a 70%;
posteriormente, o material foi incluido em parafina, cortado e corado com
hematoxilina-eosina (HE), para observacdo de possiveis alteracbes a microscopia

Optica.
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3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para realizacao dos diversos experimentos, estes foram delineados conforme

a seguinte descrigao:

3.5.1 Experimento 1: Avaliagcao do sistema imune e hematopoético, de ratos
recém-desmamados, tratados com diferentes concentragoes de

S. occidentalis na ragao.

Este experimento foi delineado conforme a seguinte descrigdo

3.5.1.1 Experimento 1.1: Avaliagdo hematoldgica

Foram utilizados 50 ratos separados em 5 grupos iguais, com
aproximadamente 21 dias de idade, conforme descrito no item 3.1.1. Os ratos dos
grupos experimentais receberam, diariamente, por um periodo de 14 ou 28 dias,
ragcao contendo 1%, 2% e 4% de S. occidentalis, conforme descrito no item 3.4.1.2
Os animais do grupo controle, assim como aqueles do grupo peer-feeding
receberam a ragcao sem adicdo das sementes da planta, durante todo o periodo

experimental. Apds este periodo, procedeu-se a anestesia dos animais, com a
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solugcdo de ketamina + xilazina na dose de 1mlL/kg para as avaliagdes
hematoldgicas, celulares, citolégicas conforme descritas nos itens 3.4.5 e 3.4.8,
respectivamente. Destes mesmos animais, foram escolhidos, ao acaso, 3 animais de
cada grupo dos quais foram coletadas amostras de tecidos para a realizagdo dos
exames anatomopatoldgicos e morfométricos, conforme descritos nos itens 3.4.9 e

3.4.9.1, respectivamente.

3.5.1.2 Experimento 1.2: Avaliagao do burst oxidativo e da fagocitose de neutrofilos
por citometria de fluxo, de ratos recém-desmamados, tratados com

diferentes concentracdes de S. occidentalis na racéo

Foram utilizados 50 ratos separados em 5 grupos iguais, com
aproximadamente 21 dias de idade, conforme descrito no item 3.1.1. Os ratos dos
grupos experimentais receberam, diariamente, por um periodo de 14 dias ou 28 dias,
ragcao contendo 1%, 2% e 4% de S. occidentalis, conforme descrito no item 3.4.1.2.
Apods este periodo os animais foram avaliados quanto a inducao do burst oxidativo e
da fagocitose de neutrofilos e de macrofagos por citometria de fluxo, conforme o item

3.4.6.
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3.5.1.3 Experimento 1.3: Avaliacdo da resposta imune celular por meio da reacédo de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), de ratos recém-desmamados, tratados

com diferentes concentracdes de S. occidentalis na racao.

Foram utilizados 50 ratos separados em 5 grupos iguais, com
aproximadamente 21 dias de idade, conforme descrito no item 3.1.1. Os ratos dos
grupos experimentais receberam, diariamente, por um periodo de 14 dias ou 28 dias,
ragcao contendo 1%, 2% e 4% de S. occidentalis, conforme descrito no item 3.4.1.2
Apos este periodo os animais foram avaliados quanto ao DTH, conforme o item

3.4.7.

3.5.2 Experimento 2: Efeitos da administracao prolongada das sementes de

S. occidentalis, em ratas durante o periodo de gestacao

Para a verificacdo dos efeitos da administracido de sementes de
S. occidentalis a ratas durante o periodo de prenhez e nos respectivos fetos, foram
utilizadas 50 ratas prenhes divididas em 5 grupos iguais, as quais receberam,
diariamente, do 6° ao 19° dia de prenhez ragdo contendo 1% (S01%), 2% (S02%) e
4% (So4) de S. occidentalis na racao conforme descrito no item 3.4.1.4 Aqueles
animais do grupo controle e peer-feeding receberam apenas a ragao comercial,
durante todo o periodo experimental. Durante este periodo, foi observado o estado

geral dos animais, bem como a ocorréncia de abortos. O consumo ragéo e ganho de
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peso foram verificados conforme descrito no item 3.4.2, nos periodos,
compreendidos entre o 6° ao 19° dia de gestacao.

No 19° dia de prenhez, a ragao foi retirada no periodo noturno, e no 20° dia,
pela manha, as maes foram anestesiadas e foi realizada a cesariana, conforme
descrito no item 3.4.3 e procedeu-se a coleta de sangue para determinagdo do
hemograma, como descrito no item 3.4.5. A seguir, estes animais foram submetidos
a eutanasia para analise celular, conforme descrito no iten 3.4.8, respectivamente.
Destes mesmos animais, foram escolhidos, ao acaso, 4 animais de cada grupo dos
quais foram coletadas amostras de tecidos para a realizacdo dos exames

anatomopatolégicos, conforme descrito no iten 3.4.9.

3.5.2.1 Experimento 2.1: Avaliacdo do sistema imune e hematopoético, na prole de
ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragéo e seu

grupo peer-feeding.

Foram utilizadas 50 ratas prenhes divididas em 3 grupos iguais, as quais
receberam, diariamente, do 6° ao 19° dia de prenhez ragéo contendo 4% (So4) de S.
occidentalis na ragao, conforme descrito no item 3.4.1.4. Aqueles animais do grupo
controle e peer-feeding receberam apenas a ragao. O consumo de ragédo e ganho de
peso foram verificados conforme descrito no item 3.4.2, nos periodos,
compreendidos entre o 6° ao 19° dia de gestacdo. No dia seguinte ao nascimento,
todas as proles foram homogeneizadas, foram escolhidos aleatoriamente, sempre

que possivel, 4 filhotes de cada sexo, para cada mae. Estes animais totalizaram 40
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fémeas e 40 machos e foram separados em dois subgrupos iguais, com 20 fémeas
e 20 machos, para a realizacdo dos protocolos experimentais, como descrito a

sequir:

3.5.2.1.1 Experimento 2.1.1: Avaliagdo hematolbgica

No 22° dia de lactacdo, foram utilizados 10 filhotes, fémeas e machos, de
cada grupo, os quais foram anestesiados com a solugéo de ketamina + xilazina na
dose de 1mL/kg para as avaliagdes hematoldgicas, celulares, citolégicas conforme
descritas nos itens 3.4.5 e 3.4.8, respectivamente. Destes mesmos animais, foram
escolhidos, ao acaso, 3 animais de cada grupo, dos quais foram coletadas amostras
de tecidos para a realizagdo dos exames anatomopatolégicos, conforme descrito nos

iten 3.4.9.

3.5.2.1.2 Experimento 2.1.2: Avaliagdo do burst oxidativo e da fagocitose de

neutrofilos e de macréfagos por citometria de fluxo

No 22° dia de lactacdo, foram utilizados 10 filhotes, fémeas e machos, de
cada grupo, os quais foram submetidos a morte por decaptagcdo para coleta de

sangue. Apos este periodo os animais foram avaliados quanto a indugao do burst
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oxidativo e da fagocitose de neutrdfilos e de macréfagos por citometria de fluxo,

conforme o item 3.4.6.

3.5.2.1.3 Experimento 2.1.3: Avaliagdo da resposta imune celular por meio da reagdo
de hipersensibilidade do tipo tardia — Delayed Type Hypersensitivity test

(DTH)

No 22° dia de lactacdo, foram utilizados 10 filhotes, fémeas e machos, de
cada grupo. ApoOs este periodo os animais foram avaliados quanto ao DTH,

conforme o item 3.4.7.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A avaliagdo da homocedasticidade dos dados, entre os diferentes grupos foi
realizada pelo teste de Bartlett, diferenciando os dados paramétricos daqueles nao
paramétricos (GAD; WEIL, 1989).

Para os dados paramétricos, empregou-se a analise de variancia ANOVA,
proposta por Snedecor (1946), seguido pelo teste de Dunnett para comparagao

entre os diversos grupos experimentais e o grupo controle.
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O teste “t” de Student foi empregado para a comparagao dos dados obtidos
entre os grupos de ratos que receberam 4% de sementes de S. occidentalis na
ragao (grupos experimentais) ou nao (grupos peer-feeding).

A probabilidade de p<0,05 foi considerada capaz de revelar diferengas
significantes entre os grupos. Para a analise estatistica, foi empregado o software
GraphPad Instat v 3.00 para Windows 95° (GRAPHPAD INSTAT, 1998). Os graficos
obtidos ap6s a andlise dos dados foram confeccionados por meio do programa
GraphPad Prisma v 3.00 para Windows 95° (GRAPHPAD PRISM, 1999).

Para a estatistica descritiva sdo apresentados as médias e os respectivos

desvios-padrdes para os dados paramétricos.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: AVALIAGAO DO SISTEMA IMUNE E HEMATOPOETICO,
DE RATOS EM RECEM-DESMAMADOS, TRATADOS COM DIFERENTES

CONCENTRAGOES DE S. occidentalis NA RACAO DURANTE 14 DIAS

A tabela 1 mostra e a figura 3 ilustra o consumo médio e total de ragéo pelos
ratos durante o experimento. Assim, a analise estatistica realizada revelou haver
diferencga significante entre os grupos nos 2°, 6°, 8°, 10° e 12° dias do experimento
(F2=3,434; Fs=15,47; Fg=9,204; F1,=27,50; F,=6,64; df=3/35, respectivamente,
p<0,05), bem como no periodo total (F=18,383 e df=3/35) do experimento, sendo
que o consumo de ragdo dos animais do grupo PF foi idéntico aquele dos ratos
submetidos a administragdo de ragao contendo 4% de sementes de S. occidentalis
(dados nao apresentados). A aplicagdo do teste de Dunnett apontou diminuigao
significante (p<0,05) no consumo de ragado dos animais tratados com So04% no 2°,
6°, 8°, 10° e 12° dias do experimento, quando comparado aos animais do grupo
controle. Na avaliagao do consumo total de ragao, o teste de Dunnett revelou haver
diminuicdo significante (p<0,05) neste parametro nos animais pertencentes aos
grupos experimentais S02% e So04%, quando comparado aos animais do grupo
controle.

Em relacdo ao peso médio destes animais (Tabela 2 e Figura 4), as analises

de variancia realizadas revelaram haver diferenga significante entre os grupos nos
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6°, 8° 10° 12° e 14° dias do experimento (Fe=4,252; Fs=14,53; F1,=29,12;
F12=32,39; F14=26,22; df=4/44, respectivamente, p<0,05), bem como no periodo total
(F=7,981 e df=4/44), quando comparado aos resultados obtidos dos animais
pertencentes ao grupo controle. A aplicagao do teste de Dunnett mostrou reducéao
significante (p<0,05) deste parametro no 12° e 14° dias de tratamento pelos animais
pertencentes ao grupo S02%, em relacdo aos animais do grupo controle. Este
mesmo teste apontou ainda, diminuicdo significante (p<0,05) no ganho de peso
daqueles ratos pertencentes ao grupo So4% no 6° 8° 10° 12° e 14° dias do
experimento, em relagdo aos animais do grupo controle.

Os ganhos de peso médios semanais e totais destes ratos sdo apresentados
na tabela 3 e ilustrados na figura 5. A analise de variancia realizada revelou haver
diferencga significante entre os grupos na 1° e 2° semanas (F1= 9,954; F,= 13,861;
df=4/45, respectivamente, p<0,05), bem como no periodo total (F= 24,18 e df=4/44)
do experimento. A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou diminuigdo significante
(p<0,05) no ganho de peso semanal dos animais tratados com S02% e So04% na
primeira semana de avaliacdo. Este mesmo teste apontou, ainda, redugao
significante (p<0,05) de peso na 2° semana de tratamento apenas nos animais
S04%. Na avaliagdo do ganho de peso total, apenas os animais pertencentes ao
grupo S02% e So04% apresentaram diminuigao deste pardmetro quando comparados
aos animais do grupo controle.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: letargia, abatimento, prostracéo, pélos arrepiados e fezes amolecidas, a
partir da segunda semana de tratamento em todos os animais pertencentes ao

grupo So04%.
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Os resultados dos efeitos da administracdo de ragcdo contendo diferentes
concentragdes de sementes de S. occidentalis sobre os parametros hematologicos
de ratos sao apresentados na tabela 4. O numero médio de eritrécitos (RBC) e
leucécitos (WBC) e os valores médios de hemoglobina (Hb), hematdécrito (HCT),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) sao apresentados. A
analise estatistica revelou ndo haver diminuicao significante (p>0,05) em nenhum
dos parametros avaliados, entre os animais tratados com a planta, em comparagao
aos animais pertencentes ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucdcitos
nenhuma alteragédo significante (p>0,05) foi observada entre os animais tratados
quando comparados aos ratos do grupo controle, como apresentado na tabela 5.

Os resultados obtidos na avaliacdo do peso relativo do bago e timo dos
animais tratados com as diferentes concentracdes de S. occidentalis na racdo sao
apresentados na tabela 6 e ilustrados na figura 6. A analise estatistica revelou haver
diferenga significante (p<0,05) no peso relativo do baco e timo (Fpage= 10,97; Fiimo=
15,88; df=4/44, respectivamente, p<0,05). A aplicagao do teste de Dunnett apontou
aumento significante (p<0,05), no peso relativo do bago dos animais pertencentes
aos grupos So02% e So04%, quando comparado aos animais do grupo controle. Por
outro lado, este mesmo teste revelou haver diminuicédo significante (p<0,05) no peso
relativo do timo dos animais pertencentes aos grupos So4% e PF, em relagdo aos
animais pertencentes ao grupo controle.

A tabela 7 mostra a celularidade do bago e medula éssea, e a figura 7 ilustra
a celularidade da medula 6ssea de ratos tratados com as diferentes concentracoes
de S. occidentalis na ragao. A analise estatistica apontou diferenga significante

(p<0,05), na celularidade da medula éssea (MO) (Fmo=2,518; df=4/44). A aplicagao
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do teste de Dunnett apontou diminuigdo significante (p<0,05) na celularidade da
medula éssea dos animais tratados com S02% e S04%, em relagdo aos animais
pertencentes ao grupo controle.

Em relagdo ao estudo histopatoléogico de fragmentos histolégicos
provenientes do timo, linfonodos, figado e de diferentes porgdes do intestino,
nenhuma alteragdo morfoldgica digna de nota foi observada em qualquer das
amostras colhidas, de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Por outro lado, a analise morfoldgica do bago dos animais tratados com 4%
de sementes de S. occidentalis na ragdo apresentou: desorganizagdo do
parénquima esplénico, proliferacdo hematopoiética extramedular caracterizada pela
incidéncia de progenitores eritrdides em diferentes estagios de maturagao,

siderdcitos e megacariécitos multinucleados (Figura 8).



Tabela 1 - Consumo médio e total de ragdo (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Dias de tratamento

0 1 2 4
20 26,0+36 23,6+5,0 246+32 20,6 + 3,2
4° 247 +31 270+ 4.1 236+ 2.1 239+4.4
6° 20.0+17 20.7+0.9 27.0+25 22,0+4,4°
ge 283+18 288+13 252+32 22,5+ 4,5
10° 30,0 £ 0,1 293+ 14 26.0 + 4.4 18,1 + 4,3
12° 289+43 295+ 2.1 266+25 240+3,0°
14° 201+45 28.4+24 270+48 256+29
Total 28.0+1.9 28,0+ 2.1 257+13°2 223+24°2

@ difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

28 SopD4|nsay
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*difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 3 - Consumo médio e total de ragdo (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao. Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 2 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentragdes (0%, 1%,

2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo.
Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Dias de tratamento

Senna occidentalis (%)

0 1 2 4 PF

2 900+ 162 922127 962148 93048 981166

4° 101,7 + 16,1 1098+ 4.4 103,54 9,0 100,6 + 5.8 107,84 6,2
b

6° 109.7 + 14.1 110,0 £ 3,0 109,0+ 4.4 1001+86° 1143452
b

8o 1221+ 124 1218+36 1148465 98,6 + 10,57 1202+ 4.4

10° 126.0+ 116 1277440 1187+75 950+ 9,6%° 1251442
b

120 1356 + 13,5 1348+ 6,7 124,9 +7,8° 97,3+8,9° 1300 + 4,7
b

140 1387+ 10,4 1359+49 125,5 + 16,07 98,0 +9,9° 1355+35

9 difere significantemente (p<0,05) em relag&o ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).

b gifere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).

8 Soppynsay
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" difere significantemente (p<0,05) em relacdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

# difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).
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Figura 4 - Peso médio (em @), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentracées (0%, 1%,
2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por

grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 3 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram
utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Semanas de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 PF
s1 9.6 +2,1 9,8+ 3,1 6,2+0,9° 31£37% 7328
b
S2 49+31 6,7+0,6 35+2,8 0,2 +3,0° 51+0,3
a ab
Total 7,3+3,5 82+28 48+23 1,4+£3,5 6,2+2,1

@ difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
b difere significantemente (p<0,05) em relagcéo ao PF (Teste “t” Student).

98 SOpD4|NSY
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" difere significantemente (p<0,05) em relagéo controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
# difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).

Figura 5 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentracdes
(0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragcéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10
animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrées

/8 SOpD4Nsay



Tabela 4 - Nimero médio de eritrécitos (x10%/mm?) e leucdcitos (x10°/mm?) e os valores médios do hematdcrito - HCT (%) e

hemoglobina - Hb (g/dL), volume corpuscular médio - VCM (1), hemoglobina corpuscular média - HCM (upg) e concentragéo
de hemoglobina corpuscular média - CHCM (%), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com
diferentes concentracdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding
(PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrées

Parametros Hematoldgicos

Eritrocitos Leucoécitos HCT Hb VCM HCM CHCM
Grupos
(x10°/mm?) (x10°/mm?) (%) (g/dL) () (npg) (%)
5,0+ 0,63 48+14 418+25 13,4 +2,3 61,3+235 26,7 £5,3 395+7,9
Controle
So1% 49+0,94 45+16 416+8,9 14,4 +0,7 60,2 + 24,7 299+54 432+8,9
S02% 4,8 +0,80 43+1,2 43,6 + 6,0 14,1+1,8 73,4+ 14,4 297+54 41,3+6,9
So04% 5,1+1,00 3,9+1,1 448+ 34 14,1+1,3 69,2 + 14,6 28,6 +£6,3 41,3+6,0
PF 4,7 +1,00 48+1,4 422 +34 14,4+1,0 71,7 +10,2 30,5+5,3 422+29

88 SOpD4|Nsay



Tabela 5 - Média do numero de linfécitos (em %), neutréfilos segmentados (em%), eosindfilos (em %), bastonete (em %) e

mondocitos (em %), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentracdes (0%, 1%, 2% e 4%) de
sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Parametros Hematolégicos

Grupos Linfécitos (%) Neutréfilos (%) Eosinéfilos (%) Bastonetes (%) Monécitos (%)
68,0+0,9 25,0+0,6 1,0+0,1 2,0+£0,2 40+0,5
Controle
o 69,0+ 1,0 25,0+£0,6 1,0+ 0,1 20+04 3,0+04
So01%
S02% 70,0+1,0 24,0+0,8 1,0+ 0,1 2,0+0,6 3,0£04
Sod% 68,0+ 0,5 25,0+0,5 1,0+ 0,1 3,0£0,7 3,0+£0,3
PE 67,0+1,0 26,0+0,7 1,0+ 0,1 2,0+0,5 40+1,0

68 SOpD4|NS3Y



Tabela 6 - Peso relativo do bago e timo (g/ 100g pv), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados
10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

6rgaos

0 1 2 4 PF
b
bago 0,250 + 0,028 0,269 + 0,050 0,318 + 0,048 0,337 + 0,044 ° 0,224 + 0,046
timo 0,311 + 0,063 0,276 + 0,026 0,291 + 0,047 0,174 + 0,044 ° 0,207 +0,042°

@ difere significantemente (p<0,05) em relagao ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
 difere significantemente (p<0,05) em relagao ao PF (Teste “t” Student).

06 SOpD4[NS?Y
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*difere significantemente (p<0,05) em relagéo controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
# difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 6 - Peso relativo do bago e do timo (g/ 100g pv), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com
diferentes concentragbes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo
peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as médias e os respectivos
desvios padroes

16 SOpDNSDY



Tabela 7 - Celularidade do bago e da medula dssea (x 10%cel), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com
diferentes concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF).
Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Orgdo
0 1 2 4 PF
bago 20+12 33+17 40+16 31+09 37+11
b
medula 6ssea 27410 20+04 1,9+ 0,6 19+04° 22405

9 difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
b difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao PF (Teste “t” Student).

26 SOpD4|NSY
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*difere significantemente (p<0,05) em relagéo controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
#difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 7 - Celularidade da medula dssea (x 10%cel), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF).
Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

£6 SOPD4NSY
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Figura 8 - Fotomicrografia do bago de ratos recém-desmamados tratados durante

14 dias com sementes de S. occidentalis na ragao. A. Integridade do
parénquima esplénico com linfonodos bem delimitados, animal controle.
B. Aumento do tamanho dos foliculos linféides e presenca de
megacariocitos (M), nos ratos do grupo So4% (seta). C. Megacariocitos
(M) visiveis com nucleo multilobulado e nucléolos proeminentes (seta),
nos ratos do grupo So4%. D. Progenitores eritrdides em diferentes

estagios de maturagao (seta) nos ratos do grupo So4%. (H.E. 40x)
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4.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO BURST OXIDATIVO E DA FAGOCITOSE
DE NEUTROFILOS POR CITOMETRIA DE FLUXO, DE RATOS RECEM-
DESMAMADOS TRATADOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE

S. occidentalis NA RACAO

A tabela 8 mostra o consumo médio e total de racdo pelos ratos durante o
experimento. Assim, a analise estatistica realizada mostrou ndo haver nenhuma
diferenca significante entre o consumo médio e total de ragdo, pelos animais
tratados com a planta, quando comparado aos ratos do grupo controle. Sendo que o
consumo de ragao dos animais do grupo PF foi idéntico aquele dos ratos submetidos
a administragao de racao contendo 4% de sementes de S. occidentalis (dados nao
apresentados).

Em relagcdo ao peso médio destes animais (Tabela 9 e Figura 9), as analises
de variancia realizadas revelaram haver diferenca significante entre os grupos nos
12° e 14° dias do experimento (F12=2,280; F14=4,348; df=4/44, respectivamente,
p<0,05), quando comparado aos resultados obtidos dos animais pertencentes ao
grupo controle. A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou reducao significante
(p<0,05) deste parametro no 12° dia de tratamento pelos animais pertencentes ao
grupo So4%, em relagao aos animais do grupo controle. Este mesmo teste apontou
ainda, diminuicdo significante (p<0,05) no ganho de peso, daqueles ratos
pertencentes aos grupos S02%, So4% e PF no 14° dia do experimento, em relagao
aos animais do grupo controle.

Os ganhos de peso médios semanais e totais destes ratos sdo apresentados

na tabela 10 e ilustrados na figura 10. A analise de variancia realizada revelou haver
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diferenga significante entre os grupos na 1° e 2° semanas (F4= 5,884; F,= 2,491;
df=4/45, respectivamente, p<0,05), bem como, no periodo total (F= 2,675; df=4/45,
respectivamente, p<0,05) do experimento. A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou
diminuicao significante (p<0,05) no ganho de peso semanal dos animais tratados
com So01%, S02% e S04% na primeira semana de avaliagdo. Este mesmo teste
apontou, ainda, redugao significante (p<0,05) de peso na 2° semana de tratamento
apenas nos animais S04%. Na avaliagdo do ganho de peso total, apenas os animais
pertencentes ao grupo So4% apresentaram diminuicdo deste parametro quando
comparados aos animais do grupo controle.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: letargia, abatimento, prostracéo, pélos arrepiados e fezes amolecidas, a
partir da segunda semana de tratamento em todos os animais pertencentes ao
grupo So04%.

A tabela 11 mostra e a figura 11, a avaliagdo do burst oxidativo e da
fagocitose de neutrdéfilos, por citometria de fluxo, de ratos recém-desmamados
tratados com diferentes concentracdes de S. occidentalis na ragao. A analise de
variancia realizada revelou haver diferenca significante (p<0,05) entre os grupos, no
burst basal (F=4,033; df= 4/41) e na porcentagem de fagocitose de neutrdfilos
(F=4,054; df= 4/44). A aplicacdo do teste de Dunnett mostrou haver redugao
significante (p<0,05) no burst oxidativo basal de neutréfilos, naqueles animais
pertencentes ao grupo So4%, em relagdo aos ratos pertencentes ao grupo controle.
Este mesmo teste apontou ainda, diminuigdo significante (p<0,05) na porcentagem
de fagocitose, nos animais pertencentes aos grupos So01%, S02%, So4% e PF,

quando comparados aos animais pertencentes ao grupo controle.



Tabela 8 - Consumo médio e total de racdo (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes

Dias de tratamento

Senna occidentalis (%)

0 1 2 4
2° 30,0+9,7 30,1+ 9,1 29,0+£5,0 26,8+8,8
4° 19,9+£6,5 22,9+6,2 22,1+£39 19,3£5,8
6° 26,4+34 246 +4,1 28,8+2,5 26,9+6,7
8° 20,5+4)9 21650 23,5+6,0 23,0+ 10,5
10° 38,3£6,8 36,7£6,3 35374 36,7 £9,1
12° 26,4 +21 26,8+4,3 25,7+3,9 25571
14° 20,2+£25 20,3+£2,2 21,7+43 219+73
Total 27,3+8,2 28,2+6,8 28,8+71 26479
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Tabela 9 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentra¢des (0%,
1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Dias de tratamento

0 1 2 4 PF
2° 96,8 + 12,6 101,0 + 12,1 84,4+ 13,9 88,5+ 14,7 93,0 + 19,2
4° 105,9 + 13,9 106,4 + 12,4 91,2+ 13,9 95,2 + 15,5 101,9 + 20,6
6° 115,2 + 14,9 112,6 + 12,8 97,2+ 13,9 105,3 + 15,0 110,5 + 22,2
8° 124,6 + 15,2 121,0 + 11,0 107,5 + 13,2 114,1 £17,3 119,1 + 20,8
10° 127,9 + 22,5 1354 + 16,1 119,0 + 11,2 123,7 +21,8 133,1 + 15,1
12° 1454 + 15,3 140,2 + 15,7 131,7+ 11,9 1275+6,8° 133,2 £ 21,6
14° 158,6 + 16,1 144,3 + 16,8 133,5+5,8° 136,8 + 11,37 136,6 £ 21,6 °

9 difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).
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" difere significantemente (p<0,05) em relagéo (0%) - (ANOVA , seguida de Dunnett).

Figura 9 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentra¢des (0%, 1%,
2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 10 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentracgdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram
utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Semanas de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 4 PF
s1 9.2+0,15 6,3+1,4° 6,6+27° 6,5+2,6° 87+0,23
s2 10,0 + 3,3 79+47 90+33 51+31° 81+51
Total 96+17 71+30 82+30 58+238° 84+26

@ difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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" difere significantemente (p<0,05) em relacdo ao controle (0%) — (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 10 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentragcbes
(0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragédo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10
animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrées
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Tabela 11 - Avaliagédo do burst oxidativo e da fagocitose de neutrdfilos, de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias
com diferentes concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-
feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e o0s respectivos desvios

padroes
Senna occidentalis (%)
Paramet
arametros 0 p 2 4 PE

Burst basal 727+ 241 7281132 767178 419+ 258° 558+ 24.9
Burst SAPI 895+ 84 92,3+ 18,9 864+ 12,6 923+4.4 90,6 +7,2
Burst PMA 4565 + 143 4 372.2 + 169,3 400,0 + 1116 4293 + 1245 4546 + 140.3
Burst DCFH 886+ 6.4 7814193 767178 831+ 11,8 88.5+8,7

% Fagocitose ©' 508+ 21,9 418 +132° 37.4+157° 27.0+14.9° 34.6+292°
Intensidade 723+ 23,8 654+ 17,5 615+ 13,7 66.4 + 12,0 674+ 16,9

fagocitose

Os dados representam a intensidade média de fluorescéncia (médias e os respectivos desvios padrdes), correspondentes ao gate da populagao de
neutroéfilos sanglineos.

9 difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).
el porcentagem de neutrdfilos que fagocitaram particulas de SAPI.

c2 quantidade de bactérias, que foram fagocitadas pela populagédo de neutréfilos. Expressas pela média geométrica da intensidade de fluorescéncia da
populagao de neutrofilos.
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PF

—0%

/3 So01%
== S02%
N S04%

C—PF

Figura 11 - Avaliagcao do burst oxidativo e da fagocitose de neutrdfilos, de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com
diferentes concentracdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF).
Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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4.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DA HIPERSENSIBILIDADE DO TIPO
TARDIA A SORO ALBUMINA BOVINA (BSA), DE RATOS RECEM-
DESMAMADOS TRATADOS COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE

SEMENTES DE Senna occidentalis NA RACAO DURANTE 14 DIAS

A tabela 12 mostra e a figura 12 ilustra o consumo médio e total de racao
pelos ratos tratados com diferentes concentracbes de S. occidentalis na ragao.
Assim, a andlise estatistica realizada revelou haver diferenga significante entre os
grupos apenas no 14° dia do experimento (F14=4,491; df= 3/39, respectivamente,
p<0,05), bem como no periodo total (F=2,552 e df=3/39), quando comparado aos
resultados obtidos dos animais pertencentes ao grupo controle, sendo que o
consumo dos animais do grupo peer-feeding (PF) foi idéntico aquele dos ratos
submetidos a administragdo de ragcao contendo 4% de sementes de S. occidentalis
(dados nao apresentados). A aplicagdo do teste de Dunnett apontou diminuigao
significante (p<0,05) no consumo de ragdo daqueles animais pertencentes ao grupo
S04% apenas no 14° dia de experimento quando comparados aos animais do grupo
controle. Na avaliagao do consumo total de ragao, o teste de Dunnett revelou haver
diminuicao significante (p<0,05) neste parametro apenas nos animais pertencentes
ao grupo So04%, quando comparado aos animais do grupo controle.

Em relagdo ao peso médio destes animais, as analises de variancia

realizadas revelaram haver diferenga significante entre os grupos apenas no 14° dia
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do experimento (F14=2,285; df=4/45, respectivamente p<0,05), dados apresentados
na tabela 13 e ilustrados pela figura 13.

O ganho de peso médio semanal e total destes ratos é apresentado na tabela
14 e ilustrado pela figura 14. Assim, a analise de variancia realizada revelou haver
diferenca significante (p<0,05) entre os grupos na 2° semana (F»=2,377; df=4/45), do
experimento. A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou diminuigdo significante
(p<0,05) no ganho de peso semanal dos animais tratados com So04%, em relagao
aos animais do grupo controle.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: letargia, abatimento, prostracéo, pélos arrepiados e fezes amolecidas, a
partir da segunda semana de tratamento em todos os animais pertencentes ao
grupo So4%.

A resposta celular adaptativa em ratos recém-desmamados tratados durante
14 dias com sementes de S. occidentalis na racao, foi avaliada por meio do teste de
hipersensibilidade tipo tardia (DTH), frente ao desafio com a Soro Albumina Bovina
(BSA). A analise estatistica revelou ndo haver diferenga significante (p>0,05) na
evolucdo do edema induzido pela inoculacdo de 0,1 mL de BSA no coxim plantar
dos ratos tratados com as diferentes concentracées da planta, quando comparados
aos animais pertencentes ao grupo controle, nos tempos 0, 4 e 24 horas de

avaliagao (Tabela 15).



Tabela 12 - Consumo médio e total de racao (g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%,1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Dias de tratamento

0 1 2 4
2° 339+9,0 30,8 +3,4 30,9 + 4,1 33,0+26
4° 37,8+8,2 38,1+ 3,2 36,1+5,2 339+18
6° 30,0 +9,2 31,0+9,6 22,5+ 11,1 38,2 +6,2
8° 352+5,7 37,5+4,7 31,4 +7,1 34,5+45
10° 38,8 + 4,0 31,6 +8,6 31,3+93 342 +37
12° 37,2437 33,7+7,3 31,3475 31,0 +4,0
14° 39,4+7,6 31,6 +5,9 333+6,8 28,6166

Total 32,2 +4,1 30,4 + 3,2 29,6 +3,4 27,6 +4,1°

9 difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle — (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

90T SOpD4|NSaY



40

G —|_ *
8 30- L
£ 20
o
£
S 10
0
0% 1% 2% 4%
50 — Tratamentos
0%
o I — 1 %
,8 40 — I ]: I I I (]
S I I * = 2%
3 30 I [ WA
._g
=
o 20 —
S
=)
)
5
O 10 -
0
2 4 6 8 10 12 14

Dias de tratamento

" difere significantemente (p<0,05) em relacao ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 12 - Consumo médio e total de racao (g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por
grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 13 - Peso médio (g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentrag¢des (0%,1%,
2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10
animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Dias de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 4 PF
2° 94,7 +4,7 96,0 £ 17,6 89,4 +12,3 94,5+9,3 90,5+5,3
4° 103,8£6,3 105,4 + 16,6 99,0 + 13,8 101,1+9,8 100,3+£6,0
6° 116,5 + 6,1 119,2 £ 14,7 112,7 £ 13,6 113,8 £ 10,2 113,8 £6,9
8° 122,2+6,0 123,4+9,8 117,5+12,6 118,5+£ 6,1 121,5+9,4
10° 1295+7,5 131,21+ 14,8 123,3+ 13,6 128,0+9,7 126,9+ 8,7
12° 146,4+7,9 1447+ 8,8 140,7 + 16,6 136,4+7,7 143,2+9,3
14° 165,5 £ 8,2 163,7 £ 9,1 159,1 £ 19,0 150,7 £ 11,6ab 165,2 + 13,9

¢ difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

b difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student.).
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* difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 13 - Peso médio (g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentracdes (0%,
1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10
animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrées
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Tabela 14 - Peso semanal e total (g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes
concentracdes (0%,1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragcao e seu grupo peer-feeding
(PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios

padrbes
Semanas de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 4 PF
S1 45+1,7 50+1,6 46122 3,8+1,7 51+1,4
S2 7,2+3,1 57+25 55+29 4.1 iO,Qa 50+1,5
Total 59+2,6 54+1,9 51+1,3 39+1,2 51+1,3

4 difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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* difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 14 - Peso semanal e total (g), de ratos recém-desmamados tratados durante 14 dias com diferentes concentragdes
(0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados
10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos erros padrdes
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Tabela 15 - Medida do edema induzido pela inoculagao de 0,1 ml de BSA no coxim plantar de ratos recém-desmamados
durante 14 dias com diferentes concentragdes (0, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis na ragao e
seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e o0s
respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Tempos (horas)

0 1 2 4 PF

0 0,16 + 0,08 0,19 +0,07 0,19 0,07 0,21+0,07 0,20 + 0,06
4 0,33+0,2 0,28 +0,7 0,43+0,2 1,31+3,1 0,37 +0,2

24 0,18 £0,10 0,17 +0,04 0,20 + 0,06 0,30 +0,18 0,18 + 0,06

211 SOpD4|NS2Y
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4.4 EXPERIMENTO 4: AVALIACAO DO SISTEMA IMUNE E
HEMATOPOIETICO, DE RATOS RECEM-DESMAMADOS, TRATADOS
COM 0 E 4% DE SEMENTES DE S. occidentalis NA RAGAO

DURANTE 28 DIAS E SEU GRUPO PEER-FEEDING.

A tabela 16 mostra o consumo médio e total de ragao pelos ratos durante o
experimento. Assim, a analise estatistica realizada revelou haver diferenca
significante (p<0,05) entre os grupos no 14°, 16°, 18° e 28° dias do experimento.
Sendo que o consumo de ragcdo dos animais do grupo PF foi idéntico aquele dos
ratos submetidos a administragdo de racdo contendo 4% de sementes de
S. occidentalis (dados nao apresentados). A aplicagdo do teste “t” Student apontou
diminuicao significante (p<0,05) no consumo de ragdo dos animais tratados com
S04%, quando comparado aos animais do grupo controle (Figura 15). Este mesmo
teste apontou haver diferenga (p<0,05) no consumo total de ragdo dos animais
tratados com a planta em relagao aos ratos pertencentes ao grupo controle.

Em relacdo ao peso médio destes animais (Tabela 17 e Figura 16), as
analises de variancia realizadas revelaram haver diferenga significante entre os
grupos no 10°, 12°, 14°, 16°, 18°, 20°, 22°, 24°, 26° e 28° dias do experimento (Fqo=
3,283; F1= 5,837; F14= 9,277; F16= 15,21; F1g= 18,88; Fz0= 25,43; F2= 30,18; F24=
29,34; Foe= 27,00; Fos= 24,22; df=2/27, respectivamente, p<0,05), quando
comparado aos resultados obtidos dos animais pertencentes ao grupo controle. A
aplicacdo do teste de Dunnett mostrou redugdo significante (p<0,05) deste
parametro no 10°, 12°, 14°, 16°, 18°, 20°, 22°, 24°, 26° e 28° dias de tratamento pelos

animais pertencentes ao grupo So4% em relagao aos ratos do grupo controle.
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Os ganhos de peso médios semanais e totais destes ratos sdo apresentados
na tabela 18 e ilustrados na figura 17. A analise de variancia realizada revelou haver
diferencga significante entre os grupos na 1° e 2° semanas de tratamento (F1=21,47;
F.=24,45; df=2/27, respectivamente, p<0,05), bem como no periodo total (F=13,17 e
df=2/27) do experimento. A aplicacédo do teste de Dunnett mostrou diminuicéo
significante (p<0,05) no ganho de peso semanal dos animais tratados com So4% na
primeira e na segunda semana de avaliacdo. Na avaliagdo do ganho de peso total,
0s animais pertencentes ao grupo So04% apresentaram reducado deste parametro
quando comparados aos animais do grupo controle.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: letargia, abatimento, prostracéo, pélos arrepiados e fezes amolecidas, a
partir da segunda semana de tratamento em todos os animais pertencentes ao
grupo So4%.

Os resultados dos efeitos da administracdo de ragcdo contendo 4% de
sementes de S. occidentalis sobre os parametros hematoldgicos de ratos séo
apresentados na tabela 19 e ilustrados na figura 18. O niumero médio de eritrocitos
(RBC) e leucdcitos (WBC); e os valores médios de hemoglobina (Hb), hematdcrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) sao apresentados. A
analise estatistica revelou haver diminuigdo significante nos seguintes parametros
avaliados HCT, Hb, VCM, HCM e WBC (Fuct= 3,257; Fup= 3,309; Fycu= 16,48;
Fuem=5,571; Fwec= 6,271; df=2/27; p<0,05). A aplicagao do teste estatistico apontou
reducao significante (p<0,05) do HCT, HGB, VCM e HCM nos ratos pertencentes ao
S04%, quando comparado aos animais do grupo controle. Este mesmo teste,

apontou redugado estatisticamente significante (p<0,05) nos valores de WBC
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(F=0,6695; df=2/27) nos animais pertencentes ao grupo PF, quando comparados
aos ratos do grupo controle. Os valores médios hematolégicos do leucograma séo
apresentados na tabela 20. A leitura das extensdes sanglineas apontou hemacias
microciticas e hipocrdmicas, bem como, diminuicdo do numero de neutrofilos
circulantes (F=9,488; df=2/27, p<0,05 respectivamente), em todos os ratos
pertencentes ao grupo So4%, em relagdo aos animais do grupo controle.

Os resultados obtidos na avaliacdo do peso relativo do bago e timo dos
animais tratados com 4% de sementes de S. occidentalis na ragdo sao apresentados
na tabela 21. A analise estatistica revelou haver diferenga significante (p<0,05) no
peso relativo do bago (F=4,098; df=2/27), dos animais tratados, em relagdo aos
animais pertencentes ao grupo controle (Figura 19).

A tabela 22 mostra a celularidade do baco e medula 6ssea dos ratos tratados
com So04% na ragdo e seus respectivos grupos controle. A andlise estatistica
demonstrou haver diferenga significante na celularidade da medula 6&ssea
(F= 0,0737; df=2/27; p<0,05), como ilustrado na figura 20. A aplicagao do teste de
Dunnett mostrou diminui¢ao significante (p<0,05) deste pardmetro nos animais
pertencentes ao grupo So04%, quando comparados aos animais do grupo controle.

Em relagdo ao estudo histopatolégico de fragmentos histolégicos
provenientes do bago, timo, linfonodos, figado e de diferentes por¢gdes do intestino,
nenhuma alteragdo morfolégica digna de nota foi observada em qualquer das
amostras colhidas, de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.
Em relagdo ao estudo histopatolégico de fragmentos histolégicos provenientes do
timo, linfonodos, figado e de diferentes por¢des do intestino, nenhuma alteragéo
morfolégica digna de nota foi observada em qualquer das amostras colhidas, de

animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.
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Por outro lado, a analise morfoldgica do bago dos animais tratados com 4%
de sementes de S. occidentalis na ragdo apresentou: desorganizagdo do
parénquima esplénico, proliferacdo hematopoiética extramedular caracterizada pela
incidéncia de progenitores eritroides em diferentes estagios de maturagado, e

megacariécitos multinucleados (Figura 21)
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Figura 21 - Fotomicrografia do bago de ratos recém-desmamados tratados

durante 14 dias com sementes de S. occidentalis na ragao. A.
Integridade do parénquima esplénico com linfonodos bem
delimitados, animal controle. B. Aumento do tamanho dos
foliculos linféides e presenca de megacariocitos (M), nos ratos do
grupo So4% (seta). C. Megacariocitos (M) visiveis com nucleo
multilobulado e nucléolos proeminentes (seta), nos ratos do grupo
So04%. D. Progenitores eritréides em diferentes estagios de

maturacgéao (seta) nos ratos do grupo So04%. (H.E. 40x)



Tabela 16 - Consumo médio e total de racdo (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as médias e os

respectivos erros padroes

Dias de tratamento

Senna occidentalis (%)

0 4
2° 284+89 29,8+ 14,9
4° 34179 31,5+5,8
6° 56,8 + 15,6 52,7+12,9
8° 23,56+18,2 245+14.3
10° 39,9+£10,3 39,7+5,5
12° 41,0+ 10,5 33,4+12,4
14° 39,1+10,2 24,8 +7,0°
16° 40,6 + 11,2 26,5+ 10,8°
18° 43,1 £10,7 26,3+9,6°
20° 40,9 + 20,2 27,3£9,5
22° 36,4 +£9,2 289119
24° 41,9+11,6 30,6 +6,1
26° 36,6 £ 15,4 30,0+6,4
28° 38,8+9,9 25,1+5,7°
Total 36,3 4,1 29,1+25°

? difere significantemente (p<0,05) em relag&o ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

LTT SOPD4|NS2Y



75 —

0%
s II E=——=So04%
,§ 50 —
U I IIIII*LI* II[I*
2 25—
0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Dias de tratamentos

“difere significantemente (p<0,05) em relacdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 15 - Consumo médio de ragéo (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e 0s
respectivos erros padrdes
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Tabela 17 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e
0s respectivos desvios padroes

. Senna occidentalis (%)
Dias de tratamento

0 4 PF
2° 123,9£ 15,6 1242+ 11,4 126,2 £ 14,1
4° 136,2+ 17,4 132,3+12,2 134,9+ 15,8
6° 151,1 £13,2 141,2+12,2 149,0 + 15,6
8° 173,2 £ 16,2 157,8 £+ 11,6 1716 £+ 14,4
10° 177,6 £ 15,5 162,9 + 12,2% 175,8 + 13,9
12° 192,0+£ 17,5 169,8 + 11,9% 184,2 + 14,3
14° 206,3 + 20,1 175,6 + 11,2%° 201,11+ 18,4
16° 219,9+ 18,6 183,0 + 21,5% 217,7+£19,0
18° 232,8 + 20,3 189,6 +12,1% 226,0+ 17,2
20° 2479+ 18,0 199,6 + 16,6™ 2376 +12,6
22° 262,9+ 18,6 2147 + 12,5 250,4 + 13,4
24° 2741+ 20,9 2244 +11,3%° 2634 +114
26° 284,1 +22,3 233,1+ 11,9 275,1+13,5
28° 2972+ 21,7 2429+ 12,7 283,9+ 18,6

4 difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).

® difere significantemente (p<0,05) em relagao ao PF (Teste “t” Student).
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: difere significantemente (p<0,05) em relagao ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 16 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sé&o
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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Tabela 18 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados
as medias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Semanas de tratamento

0 4 PF
s1 12,8447 80+34° 122457
s2 127+17 10,0 + 2,520 115+17
b
Total 13,4 + 0,79 9,2+0,81% 12,7 1.1

@ difere significantemente (p<0,05) em relagao ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
® difere significantemente (p<0,05) em relagao ao PF (Teste “t” Student).
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" difere significantemente (p<0,05) em relacéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 17 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
sementes de S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Séo
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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Tabela 19 - Numero médio de eritrécitos (x108/mm?®) e leucdcitos (x108/mm?) e os valores médios do hematdcrito - HCT (%) e
hemoglobina - Hb (g/dL), volume corpuscular médio - VCM (u®), hemoglobina corpuscular média - HCM (upg) e
concentragéo de hemoglobina corpuscular média - CHCM (%), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias
com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por
grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Parametros Hematolégicos

Eritrécitos Leucécitos HCT Hb VCM HCM CHCM
Grupos
(x10%/mm’) (x10°/mm?) (%) (g/dL) () (ung) (%)
6,1+0,32 79+272 39,8+1,8 13,6 £ 0,57 65,0 + 0,94 22,2 +0,57 34,1 £ 0,64
Controle
S04% 5,7+0,78 73+27 36,0 + 5,2° 12,3 £ 1,7ab 62,8 +1,1 ab 21,6 +0,25% 34,3+ 0,67
PF 59+0,24 10,9+1,9° 38,4+1,3 13,0 £ 0,36 64,8 + 0,64 22,1+0,33 34,0+0,34

@ difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
® difere significantemente (p<0,05) em relagao ao PF (Teste “t” Student).
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*difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
#difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 18 — Valor médio do hematdcrito — HCT (%), concentragao de hemoglobina — HGB (g/dL), do volume corpuscular médio —
VCM (.*), hemoglobina corpuscular média - HCM (uug) e de leucécitos (x10°%mm®) de ratos recém-desmamados tratados
durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados
10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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Tabela 20 - Média do numero de linfocitos (em %), neutrofilos segmentados (em%), eosindfilos (em %), bastonete (em %) e
mondcitos (em %), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis,
na ragado e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os
respectivos desvios padrdes

Parametros Hematologicos

Grupos

Linfécitos (%) Neutroéfilos (%) Eosinéfilos (%) Bastonetes (%) Monécitos (%)
70,4 + 26,9 24,4+6,3 1,1+0,3 2,3+0,8 1,8+1,0
Controle
ab
Sod% 791+7,7 154,+7,3 1,2+04 2,3+0,5 20+0,5
PF 71,0+ 25,8 23,4+49 1,0+0,3 24+0,5 22+04

2 difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
® difere significantemente (p<0,05) em relacdo ao PF (Teste “t” Student).
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Tabela 21 - Peso relativo do bago e timo (g/ 100g pv), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis, na ragédo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as
medias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Orgao
0 4 PF
baco 0,302 + 0,048 0,358 + 0,046 2 0,313 £ 0,045
timo 0,206 + 0,032 0,189 + 0,036 0,199 + 0,041

2 difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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* difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 19 - Peso relativo do bago (g/ 100g pv), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes
de S. occidentalis, na racédo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao
apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 22 - Celularidade do baco e da medula dssea (x 10%cel), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e

4% de sementes de S. occidentalis, na racdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Séo
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Senna occidentalis (%)

Orgdo
0 4 PF
baco 0,991 £ 0,35 0,903 + 0,32 1,09 +£0,22
medula éssea 0,251 + 0,04 0,206 + 0,03% 0,225 + 0,04

9 difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
b difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao PF (Teste “t” Student).
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* difere significantemente (p<0,05) em relacéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
# difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 20 - Celularidade da medula dssea (x 10%cel), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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4.5 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DO BURST OXIDATIVO E DA FAGOCITOSE
DE NEUTROFILOS POR CITOMETRIA DE FLUXO, DE RATOS RECEM-
DESMAMADOS, TRATADOS COM 0 E 4% DE SEMENTES DE
S. occidentalis NA RACAO DURANTE 28 DIAS E SEU GRUPO PEER-

FEEDING.

A tabela 23 mostra o consumo médio e total de racao pelos ratos durante o
experimento. Assim, a analise estatistica realizada revelou ndo haver diferenca
significante (p>0,05) entre os grupos, sendo que o consumo de ragdo dos animais
do grupo PF foi idéntico aquele dos ratos submetidos a administragdo de racgéo
contendo 4% de sementes de S. occidentalis (dados ndo apresentados).

Em relacdo ao peso médio destes animais (Tabela 24 e Figura 22), as
analises de variancia realizadas revelaram haver diferenga significante entre os
grupos no 10°, 12°, 14°, 16°, 18°, 20°, 22°, 24°, 26° e 28° dias do experimento (Fqo=
5,911; F12= 9,490; F14= 19,99; F16= 36,40; F1g= 34,61; Foo= 31,41; F= 28,01; Fo4=
23,91; Fux= 26,05; Fos= 41,61; df=2/27, respectivamente, p<0,05), quando
comparado aos resultados obtidos dos animais pertencentes ao grupo controle. A
aplicacdo do teste de Dunnett mostrou redugdo significante (p<0,05) deste
parametro no 10°, 12°, 14°, 16°, 18°, 20°, 22°, 24°, 26° e 28° dias de tratamento pelos
animais pertencentes ao grupo So4% em relagao aos ratos do grupo controle. Este
mesmo teste apontou diminui¢do significante (p<0,05) no ganho de peso, pelos
animais pertencentes ao grupo PF no 24°, 26° e 28° dias de tratamento, quando

comparados aos ratos do grupo controle.
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Os ganhos de peso médios semanais e totais destes ratos sdo apresentados
na tabela 25 e ilustrados na figura 23. A analise de variancia realizada revelou haver
diferenca significante entre os grupos na 1° semana de tratamento (F=7,487;
df=2/27, respectivamente, p<0,05). A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou
diminuicao significante (p<0,05) no ganho de peso semanal dos animais tratados
com So04% na primeira semana de avaliagdo. Este mesmo teste mostrou ndo haver
diferenca significante (p>0,05) entre os grupos de animais tratados, quando
comparados aos seus respectivos controle, quanto ao ganho de peso total.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: letargia, abatimento, prostracéo, pélos arrepiados e fezes amolecidas, a
partir na segunda semana de tratamento em todos os animais pertencentes ao
grupo So04%.

A tabela 26 mostra avaliacdo do burst oxidativo e da fagocitose de
neutrofilos, por citometria de fluxo, de ratos recém-desmamados, tratados com
diferentes concentragdes de S. occidentalis na ragdo. A analise de variancia
realizada revelou haver diferenca significante (p<0,05) entre os grupos, na
fluorescéncia do burst basal (F=4,144; df= 2/27), no burst induzido por SAPI (F=
5,133; 2/27), no burst induzido por PMA (F= 4,973; df= 2/27) e na intensidade (F=
26,00; df= 2/27), bem como, na porcentagem de fagocitose (F= 6,294; df= 2/27) de
neutréfilos. A aplicagdo do teste de Dunnett mostrou haver reducéo significante
(p<0,05), na fluorescéncia do burst basal, no burst induzido por SAPI, no burst
induzido por PMA; e na intensidade e na porcentagem de fagocitose, nos animais
pertencentes ao grupo So4, em relagéo aos animais do grupo controle. Este mesmo
teste apontou ainda, diminuigdo significante (p<0,05), na florescéncia do burst

oxidativo induzido por SAPI, na intensidade de fluorescéncia da fagocitose, bem
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como, na porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI, naqueles
animais pertencentes ao grupo PF, quando comparados aos ratos do grupo controle

(figura 24).



Tabela 23 - Consumo médio e total de ragao (em g) pelos ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis, na ragéo. Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os
respectivos desvios padroes

Dias de tratamento

0 4
2° 15,1 +£4,7 18,5+3,6
4° 221+51 28,8+6,9
6° 34,1+£12,3 35,2+£6,9
8° 204 +45 32,3£8,9
10° 29,8+8)9 34671
12° 34,8 +5,1 33,5+£8,8
14° 41,3+8,2 54,4 +£17,3
16° 43,4+£16,3 53,4+ 16,0
18° 41,6 £10,3 40,2+19,7
20° 359+78 34,2+10,5
22° 29,7+6,0 33,9+5,6
24° 334+75 31,6 £3,7
26° 384+7,2 32,2+55
28° 324+59 32,5+6,2
Total 329+76 35,3+9,1
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Tabela 24 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias

e 0s respectivos desvios padroes

Dias de tratamento

Senna occidentalis (%)

0 4 PF
2° 61,8 +4,8 63,1+7,6 63,6 + 11,6
4° 71,3+4,5 68,7 £ 6,0 69,1+6,6
6° 82,8+5,7 79,0475 81,7477
8° 96,6 + 6,3 8,8+79 96,2 + 8,0
10° 108,9 +7,2 953+9,6% 105,0 £ 9,5
12° 120,3+7,9 102,5 + 10,8% 114,3+9,0
14° 143,3 + 18,4 106,3 + 10,7% 129,9 + 8,3
16° 149,0 + 9,2 114,1 £ 11,1% 1454 + 9,7
18° 165,3 + 13,0 122,3+10,3%° 155,8 + 12,4
20° 182,5+ 18,3 130,6 + 12,1% 162,9 + 13,1
22° 188,4 + 12,3 143,3 + 13,4% 175,0 + 14,7
24° 205,3 + 25,1 152,7 + 13,4%° 187,0 + 8,82
26° 233,9+238 174,7 £17,0® 208,2 +12,5°
28° 244.1+20,7 178,3 + 15,9%° 218,4+10,5°

4 difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).

b difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).
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" difere significantemente (p<0,05) em relacdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 22 - Peso médio (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados

as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 25 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes
de S. occidentalis, na ragédo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as

meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Semanas de tratamento

0 4 PF

b
s1 10,9 + 2.1 69+20° 10,0+3,6
s2 13,6+ 4.4 113+4,6 12.2+39
Total 123436 91+4.1 116+37

a

b difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).

difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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* difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 23 - Peso semanal e total (em g), de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias com 0 e 4% de sementes de
sementes de S. occidentalis, na ragado e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sédo
apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes ‘
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com 0 e 4% de sementes de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10

Tabela 26 - Avaliagao do burst oxidativo e da fagocitose de neutréfilos, de ratos recém-desmamados tratados durante 28£ias
animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Senna occidentalis (%)

Parametros 0 4 PF
Burst basal 69,7 £18,5 51,3 +6,1° 67,1+18,3
Burst SAPI 2751+£73,4 197,2 +76,9° 186,5+31,6°
Burst PMA 394,7 £ 51,2 274,8 +104,3% 327,1£62,2
Burst DCFH 874+ 8,2 82,1+10,5 85,8+7,6
% Fagocitose °' 81,4+75 68,5+ 9,3° 69,1+9,1°
Intensidade fagocitose 60,7 +£3,3 42,3+6,7° 39,8+6,9°

Os dados representam a intensidade média de fluorescéncia (médias e os respectivos desvios padrdes), correspondentes ao gate da populagéo de
neutrdéfilos sanglineos.

9 difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).

b difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).
ot porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI.

ez quantidade de bactérias, que foram fagocitadas pela populagdo de neutrofilos. Expressas pela média geométrica da intensidade de fluorescéncia
da populagao de neutrdfilos.
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" difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 24 - Avaliagdo do burst oxidativo e da fagocitose de neutrdéfilos, de ratos recém-desmamados tratados durante 28 dias
com 0 e 4% de sementes de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados
10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

6ET SOPD4[NSY



Resultados 140

4.6 EXPERIMENTO 6: EFEITOS DA ADMINISTRAGAO DAS DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE SEMENTES DE S. occidentalis NA RACAO DE

RATAS TRATADAS DO 6° AO 20° DIA DE GESTAGAO

A tabela 27 mostra e a figura 25 ilustra, o consumo médio e total de ragao
pelas ratas tratadas a partir do 6° dias ate o 20° dia de gestagdo com diferentes
concentracdes de S. occidentalis na ragdo. Assim, a analise estatistica realizada
revelou haver diferenca significante (F= 9,923; df=3/36; respectivamente p<0,05)
entre 0s grupos no periodo total do experimento sendo que o consumo dos animais
do grupo peer-feeding (PF) foi idéntico aquele das ratas submetidos a administragcéao
de racéo contendo 4% de sementes de S. occidentalis (dados nédo apresentados).
Na avaliacdo do consumo total de racdao, o teste de Dunnett revelou haver
diminuicao significante (p<0,05) neste parametro nas ratas gestantes pertencentes
aos grupos experimentais So2 e So4, quando comparadas aquelas do grupo
controle.

Em relagdo ao peso médio destes animais (Tabela 28), a analise de variancia
realizada revelou ndo haver diferenga significante (p>0,05) entre as ratas gestantes
dos grupos experimentais quando comparadas aquelas pertencentes ao grupo
controle.

O ganho de peso médio semanal e total destas ratas é apresentado na tabela
29. Assim, a analise de variancia realizada revelou nao haver diferenga significante

(p>0,05) entre os grupos tratados em relagao aos animais do grupo controle.
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Em relacdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: pélos arrepiados e fezes amolecidas, a partir do 18° dias de gestacéao
em todas as ratas gestantes pertencentes ao grupo So4.

A tabela 30 mostra o desempenho reprodutivo de ratas gestantes que
receberam diferentes concentracdes de sementes de S. occidentalis do 6° ao 20° dia
de gestacédo e de seus respectivos grupos controle que receberam apenas ragao
comercial durante o mesmo periodo. A analise de variancia revelou nao haver
diferencas significantes (p>0,05) entre os diversos grupos experimentais
comparados ao grupo controle.

Os resultados dos efeitos da administragdo de racdo contendo diferentes
concentracdes de sementes de S. occidentalis sobre o numero médio de eritrécitos
(RBC) e leucdcitos (WBC) destes animais sdo apresentados na tabela 31. A andlise
estatistica revelou ndo haver diminuig¢ao significante (p>0,05), neste parametro entre
os valores obtidos dos animais pertencentes aos grupos experimentais em relagao
aqueles obtidos dos animais do grupo controle. De maneira semelhante, na
contagem diferencial de leucdcitos (Tabela 32) nenhuma alteragao significante
(p>0,05) foi observada entre os animais tratados quando comparados aos controles.

Os resultados obtidos na avaliagao do peso relativo do baco de ratas tratadas
com as diferentes concentragdes de S. occidentalis na racdo sdo apresentados na
tabela 33 e ilustrados na figura 26. A analise estatistica revelou haver diferenca
significante  (p<0,05) no peso relativo do bagco (Fpace=1,936; df=4/35,
respectivamente, p<0,05). A aplicagdo do teste de Dunnett apontou aumento
significante (p<0,05) no peso relativo deste érgéo nas ratas pertencentes ao grupo

S04%, quando comparadas aos animais do grupo controle.
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A tabela 34 mostra a celularidade do bagco e medula 6ssea de ratas tratadas
com as diferentes concentragdes de S. occidentalis na ragao durante a gestacéo. A
analise estatistica apontou ndo haver diferenca significante (p>0,05) na celularidade
da medula 6ssea de ratas tratadas com a planta durante a gestagdo, quando
comparadas aquelas pertencentes ao grupo controle. Em relagéo a celularidade do
baco, ilustrada na figura 27, a aplicagdo do teste de Dunnett apontou diminuigao
significante (F= 3,342; df=4/35, respectivamente, p<0,05) deste parametro em todos
0s animais dos grupos tratados, em relagcdo aos animais pertencentes ao grupo
controle.

Em relagédo ao estudo histopatolégico de fragmentos histolégicos provenientes
do baco, timo, linfonodos, figado e de diferentes por¢gées do intestino, nenhuma
alteracdo morfolégica digna de nota foi observada em qualquer das amostras

colhidas, de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.



Tabela 27 - Consumo médio e total de ragao (g) pelas ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagao com diferentes
concentragdes (0%,1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 8 animais por
grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Dias de tratamento

0 1 2 4
6° 148,7 £ 25,5 157,9£29,5 175,9£27,0 141,8 £34,7
9° 157,9£29,5 175,9+ 27,0 141,8 £ 34,7 127,4 £ 28,7
12° 173,4 £ 37,6 158,6 + 12,4 159,1 + 26,6 150,8 £ 26,7
18° 164,9+£8,5 157,8 £29,6 154,1 + 39,4 148,1 £ 20,1
15° 133,3+£10,2 141,4 £30,7 130,5+ 29,9 135,9+£25,5
20° 172,9£ 24,0 163,4 £27,7 155,8 + 22,4 160,56+ 22,8
Total 167,3+7,3 163,9+£8,3 152,7 £ 7,Sa 146,7 + 13,9a

¢ difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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) difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 25 - Consumo médio e total de racao (g) pelas ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagcao com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo. Foram utilizados 8 animais por
grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 28 - Peso médio (g), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagdo com diferentes concentra¢des (0%,1%, 2% e
4%) de sementes de S. occidentalis, na ragado e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 8 animais por
grupo. S&o apresentados as meédias e os respectivos desvios padroes

Dias de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 4 PF
6° 2449 + 39,7 231,6 + 33,8 2359+ 31,5 226,1+ 16,8 238,0 + 20,8
9° 264,9 + 37,6 2428 + 35,8 251,9+ 30,2 236,1+ 17,7 251,0+ 14,9
12° 268,8 + 36,6 261,4 + 39,9 265,1+ 28,0 243,4 + 15,2 273,4+21,8
15° 283,4+424 272,8 + 35,8 2745+ 28,9 253,6 + 20,0 289,6 + 23,4
18° 2954 + 38,2 293,4 + 39,1 298,3 + 32,0 260,3 + 23,6 321,3+33,7
20° 311,0+£ 30,4 308,3+ 35,5 316,0 + 26,9 285,1+ 15,3 342,9 + 39,2
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Tabela 29 - Peso semanal e total (g), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagcao com diferentes concentragdes
(0%,1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram
utilizados 8 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Semanas de Senna occidentalis (%)
tratamento 0 1 2 4 PF
S1 11,9+2,8 13,1+£2,2 125+1,5 95+24 12,1+£21
S2 11,4+£3,5 13,8 +2,1 145+14 10,8 £ 3,1 11,5+2,3
Total 11,6+2,9 13,5+2,0 13,5+1,7 10,2+2,7 11,8+ 2,0
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Tabela 30 - Desempenho reprodutivo de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagdo com diferentes concentragbes (0%,
1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 8

animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrées

Parametros 0 1 2 4 PF

Peso médio materno (g) no 20° dia de

B 255,6 + 36,6 230,7 £ 32,6 235,8 + 26,2 243,3 £ 19,2 2735 + 16.5
gestacao ’ ’
Peso médio do utero gravidico (g) 22,5+3,2 18,8 +4,8 22,0+3,5 21,543 225+6,3
Peso médio materno sem o utero (g) 264,2 +21,4 243,7+ 40,1 250,6 + 28,8 2246 £12,7* 2546 +298
Peso médio da placenta (g) 2,24 + 0,31 2,23+0,15 2,29+0,18 2,27 £0,14 224 +0,17
Peso médio fetal 3,92+0,74 3,36 £ 0,76 4,02 £ 1,02 3,86 £ 1,27 43+1,06
Peso médio da ninhada (g) 50,9+6,78 40,0 £4,96 45,9 + 4,68 42,7 £ 4,82 35,8 + 5,89
N° de fetos vivos 11,0+2,9 10,0+ 1,5 11,0+1,8 10,0+ 1,6 12,0 + 3,1
N° fetos mortos 1,0+ 0,75 0,50 £ 0,75 0,62 £ 0,74 0,62 £+ 0,51 0,25 + 0,46
N° fetos machos 56+27 4,33+1,0 475+16 514 +1,3 500+1,7
N° fetos fémeas 6,6 +1,9 6,16 + 1,6 6,75+1,7 5,42 + 1,51 6,00 +2.8
Comprimento dos fetos (cm) 4,23 + 0,61 4,42 +0,64 4,44 +0,93 3,90+0,73 4,33+ 0,91
N° de corpos luteos 12,1+24 11,0+1,6 1,7+1,0 11,7+1,7 11,3+3,7
N° de implantagdes 12,4 £ 1,07 11,8 £ 0,37 12,0 £ 0,46 11,1 £ 0,40 12,3+1,35
N° de reabsorcgoes 0+£0,0 0,4+£0,0 0,62 +0,26 1+0,5 0,33 + 0,21
% perda pos-implantagao 8,5+ 6,2 13,0+ 11,6 6,5+9,3 11,5+11,7 35+6,6

LT SOpD4|NSY



Tabela 31 - Numero médio de eritrocitos (x108/mm?) e leucdcitos (x10%/mm?) de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagao
com diferentes concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-
feeding (PF). Foram utilizados 8 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios

padroes
Parametros Hematologicos Grupos
0 1 2 4 PF
Eritrocitos (x10%/mm?) 5,9+ 0,56 6,5+1,6 6,3+1,5 6,3+0,48 54+1,9
Leucécitos (x10°/mm?) 6,3+2,2 6,0 £ 3,1 8,3+2,3 12,5+3,7 10,7+34
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Tabela 32 - Média do numero de linfécitos (em %), neutréfilos segmentados (em%), eosindfilos (em %), bastonete (em %) e
mondcitos (em %), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagdo com diferentes concentragdes (0%, 1%, 2%
e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 8 animais por
grupo. S&o apresentados as medias e os respectivos desvios padroes

Parametros Hematolégicos

Grupos Linfécitos (%) Neutroéfilos (%) Eosinéfilos (%) Bastonetes (%) Monécitos (%)
68,0+0,9 25,0+£0,6 1,0+ 0,1 2,0+0,2 40+0,5
Controle
So1% 70,0+1,0 24,0+0,6 1,0+ 0,1 20+04 3,0+04
S02% 73,0+1,0 22,0+0,8 1,0+ 0,1 2,0+0,6 3,0£04
Sod% 71,0+0,5 22,0+0,5 1,0+ 0,1 3,0£0,7 3,0£0,3
PE 69,0+ 1,0 23,0+0,7 1,0+ 0,1 2,0+0,5 40+1,0
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Tabela 33 - Peso relativo do bago (g/ 100g pv), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF).
Foram utilizados 8 animais por grupo. S&o apresentados as médias e o0s respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

orgaos 0 1 2 4 PF

baco 0,208 + 0,033 0,231 +0,033 0,238 £ 0,021 0,255 +0,035° 0,227 + 0,045

2 difere significantemente (p<0,05) em relagédo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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*difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (ANOVA, seguida de Dunnett).

Figura 26 - Peso relativo do bago (g/ 100g pv), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding.
Foram utilizados 8 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 34 - Celularidade do baco e da medula dssea (x 10%/cel), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com
diferentes concentragbes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragdo e seu grupo peer-
feeding (PF). Foram utilizados 8 animais por grupo. Sado apresentados as médias e os respectivos desvios

padrdes
L Senna occidentalis (%)
Orgao
0 1 2 4 PF
bago 21411 0,75+ 0,38 ° 0,61+0,21° 0,77 +0,48 % 1,9+1,0
medula dssea 0,98 + 0,28 1,3+0,71 1,3+0,30 1,5+0,57 1,3+0,39

9 difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).

bdifere significantemente (p<0,05) em relagédo ao PF (Teste “t” Student).
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*difere significantemente (p<0,05) em relagdo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
#difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 27 - Celularidade do baco (x 10%cel), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com diferentes
concentragdes (0%, 1%, 2% e 4%) de sementes de S. occidentalis, na ragao e seu grupo peer-feeding (PF).
Foram utilizados 8 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
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4.7 EXPERIMENTO 7: AVALIAGAO DO SISTEMA IMUNE E HEMATOPOETICO,
NA PROLE DE RATAS TRATADAS COM 0 E 4% DE SEMENTES DE

S. occidentalis NA RACAO E SEU GRUPO PEER-FEEDING

A tabela 35 mostra, o consumo médio e total de racao pelas ratas tratadas a
partir do 6° dias ate o 20° dia de gestagdo com 4% de sementes de S. occidentalis
na ragao e seu grupo peer-feeding. Assim, a analise estatistica realizada revelou
nao haver diferenga significante entre os grupos durante os dias de tratamento, bem
como, no periodo total do experimento, sendo que o consumo de racao dos animais
do grupo PF foi idéntico aquele dos ratos submetidos a administragdo de ragéo
contendo 4% de sementes de S. occidentalis (dados ndo apresentados).

Em relagdo ao peso médio destes animais (Tabela 36), a analise de variancia
realizada revelou ndo haver diferenga significante (p>0,05) entre as ratas gestantes
do grupo So4, quando comparadas aquelas pertencentes ao grupo controle.

O ganho de peso médio semanal e total destas ratas é apresentado na tabela
37. Assim, a analise de variancia realizada revelou nao haver diferenga significante
(p>0,05) entre os grupos tratados em relagao aos animais do grupo controle.

Em relagdo as observagdes clinicas, os seguintes sinais e sintomas, foram
observados: pélos arrepiados e fezes amolecidas, a partir do 12° dias de gestacgéao
em todas as ratas gestantes pertencentes ao grupo So04%.

No dia seguinte ao nascimento, procedeu-se entdo com a avaliagdo do
numero de filhotes nascidos e a razdo sexual. dos filhotes de cada “prole. como
demonstrado na tabela 38. Assim, a analise de variancia realizada revelou n&o haver

diferencga significante (p>0,05) entre os grupos tratados em relagdo aos animais do
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grupo controle. Apds o procedimento descrito acima, todas as proles foram
homogeneizadas e escolhidos aleatoriamente, sempre que possivel 4 filhotes de
cada sexo, para cada mae. Estes animais totalizaram 40 fémeas e 40 machos. No
22° dia de vida estes animais foram separados em dois subgrupos iguais, com 20
fémeas e 20 machos, para a realizagao dos protocolos experimentais,como descrito

nos resultados 4.7.1, 4.7.2 e 4.7.3, respectivamente.



Tabela 35 - Consumo médio e total de racéo (em g) pelas ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestagdo com 0 e 4% de sementes

de S. occidentalis na ragdo. Foram utilizados 10 animais por grupo. S&do apresentados as médias e os respectivos
desvios padroes

Senna occidentalis (%
Dias de tratamento I is (%)

0 4

6° 148,7 + 23,5 147,9 + 28,5

9° 147,9+ 23,4 145,9 £ 23,0

12° 163,4+ 17,6 158,6 + 11,4

18° 1749+7,5 177,8£9,6

15° 153,3£8,2 151,477

20° 162,9£4,0 1654 £7,7
Total 167,3+7,3 163,9+8,3
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Tabela 36 - Peso médio (em @), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na
racao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sado apresentados as médias e o0s

respectivos desvios padrdes

Senna occidentalis (%)

Dias de tratamento

0 4 PF
6° 220,5 + 33,4 2249+228 216,3+31,5
9° 2471+ 23,6 247,3 + 24,0 251,9 + 30,2
12° 253,4 + 21,6 259,9 + 17,9 2453 + 28,0
15° 274,44+ 20,4 267,5+ 25,8 273,8 +28,9
18° 284,8 + 28,2 282,4 + 30,1 285,3 +31,0
20° 292,5 + 20,1 290,6 + 22,5 295,8 + 13,9
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Tabela 37 - Peso semanal e total (em @), de ratas tratadas do 6° ao 20° dias de gestacdo com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis na ragéo e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as
meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Semanas de tratamento

0 4 PF
s1 102 +4,7 9.1+ 4,1 10,5+ 2,9
s2 11,9+93 10,7+7,8 12,5+ 4,6
Total 10,3+7,5 8,4+38 11,0453
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Tabela 38 - Parametros reprodutivos de ratas que consumiram 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragao do 6° ao 20° dia de
gestacéo, e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sado apresentados as médias e os
respectivos desvios padrbes

Senna occidentalis (%)

Parédmetros 0 4 PF
Numero de ratas prenhes 10/10 10/10 10/10
Filhotes vivos 11 12 11
Filhotes mortos 0 0 0
Numero de machos 6 (80,00) 6 (50,00) 6 (80,00)
Nudmero de fémeas 5 (20,00) 6 (50,00) 5 (20,00)
Mortalidade dos filhotes pés-parto 0 0 0

6GT SOPD4|NSY
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4.7.1 Experimento 7.1: Avaliagdo na prole de ratas tratadas com 0 e 4% de

sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding

Em relacdo ao peso médio destes animais (Tabela 39), as analises de
variancia realizadas revelaram nao haver diferenga significante entre os grupos, bem
como entre machos e fémeas, quando comparado aos resultados obtidos dos
animais pertencentes ao grupo controle.

Os ganhos de peso médios semanais e totais destes ratos sdo apresentados
na tabela 40. A analise de variancia realizada revelou ndo haver diferenca
significante entre os grupos na 1° e 2° semanas de vida, bem como, no periodo
ganho de peso total. Além disso, néo foi observada nenhuma alteragao clinica, entre
a prole de maes que receberam a planta, quando comparados aos filhotes
pertencentes aos grupos controle.

Os resultados dos efeitos da administracdo de ragcdo contendo 4% de
sementes de S. occidentalis sobre os parametros hematoldgicos da prole de ratas
gestantes sédo apresentados na tabela 41 e ilustrados na figura 28. O numero médio
de eritrocitos (RBC) e leucdcitos (WBC) e os valores médios de hemoglobina (Hb),
hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) sao
apresentados. A analise estatistica revelou haver diferenga significante (p<0,05), nos
seguintes parametros, entre machos e fémeas: no VCM (Fuacros= 44,76; Fremeas=
60,49; df=2/27), na HCM (FuacHos= 12,79 ; Fremeas= 5,924, df=2/27) e na CHCM

(FmacHos=20,50; Fremeas=9,516, df=2/27) A aplicagdo do teste de Dunnett apontou
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aumento significante (p<0,05), no VCM e diminuigdo na HCM e na CHCM, nos
animais pertencentes ao grupo PF, quando comparados aos animais pertencentes
ao grupo controle. Na contagem diferencial de leucécitos (tabela 42) nenhuma
alteracao significante (p>0,05) foi observada no numero de células, entretanto, as
hemacias da prole do grupo PF, estavam macrociticas e hipocrémicas, em
comparagao com as leituras realizadas nas laminas da prole do grupo controle.

Os resultados obtidos na avaliacdo do peso relativo do baco e timo das proles
de maes tratadas com sementes de So4 na racido sao apresentados na tabela 43. A
analise estatistica apontou n&o haver diferenga significante (p>0,05), na avaliagéo
destes parametros, entre as proles tratadas e seus respectivos grupos controle.

A tabela 44 mostra a celularidade do baco e medula éssea, da prole de ratas
tratadas com 4% de sementes de S. occidentalis na ragdo. Assim, a analise
estatistica apontou nao haver diferencga significante (p>0,05), entre os grupos.

Em relagdo ao estudo histopatoléogico de fragmentos histolégicos
provenientes do bago, timo, linfonodos, figado e de diferentes por¢gdes do intestino,
nenhuma alteragdo morfologica digna de nota foi observada em qualquer das
amostras colhidas, de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Em relagdo ao estudo histopatoléogico de fragmentos histolégicos
provenientes do timo, linfonodos, figado e de diferentes porgdes do intestino,
nenhuma alteragdo morfolégica digna de nota foi observada em qualquer das
amostras colhidas, de animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

Por outro lado, a analise morfologica do bago dos animais tratados com 4%
de sementes de S. occidentalis na ragdo apresentou: desorganizagdo do

parénquima esplénico, proliferacdo hematopoiética extramedular caracterizada pela
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incidéncia de progenitores eritroides em diferentes estagios de maturagdo e

megacariécitos multinucleados (Figura 29).



Tabela 39 - Peso médio (em g), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo
peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as médias e os respectivos desvios

padroes
Dias pés - Senna occidentalis (%)
nascimento 0 4 PF
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas

2° 10,4 +1,2 94+1,5 10,1+1,4 8,8+1,6 9,6+1,5 9,7+1,7
4° 14,2+ 1,6 12,7+1,2 14,0+ 1,7 12,1+1,6 14,3+1,6 13,2+1,7
6 17,7+£2,0 16,1+ 1,3 176+15 154+15 17,8+1,8 16,0+ 1,8
8 243 +1,7 19,0+1,2 240+1,7 18,0+ 1,6 245+29 18,0+ 1,8
10 271+24 21,3+1,4 26,2+1,3 21,2+1,7 26,8 + 3,1 21,7+1,8
12 30,5+2,5 247+21 29,2+272 248+1,8 291+34 26,8 +2,2
14 33,3+24 30,2+1,7 326+21 304+21 31,7+3,6 30,6 +1,0
16 36,4+1,6 351+20 36,1+2,5 35628 35,5+3,3 36,2+2,2
18° 41,0+£2,3 40,5+2,3 39,6 +£2,5 40,6 £2,3 40,5+ 3,2 40,7 £2,3
20° 54,3+4,0 46,4 + 3,3 52,5+ 3,1 48,3 +1,7 52,9+ 3,6 46,5+ 3,0
21° 774+13 72,2+4,5 75,1+3,2 741+25 76,9+ 3,0 71,5+£25
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Tabela 40 - Peso semanal e total (em g), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragéo e

seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sdo apresentados as meédias e os
respectivos desvios padrdes

Dias pos - Senna occidentalis (%)
nascimento 0 4 PF
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Semana 1 46+19 32+11 46+2,0 37+14 49+17 47+1,6
Semana 2 3,1£1,3 46+1,2 32+1,6 48+1,6 39+15 48+17
Semana 3 18,2+2,0 15,8+ 1,3 17,7+1,5 16,7+ 1,5 18,2+1,8 15,4 +1,8
Total 74+17 6,8+1,2 74+17 7,1+1,6 75+29 6,7+1,8
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Tabela 41 - Nimero médio de eritrocitos (x10%/mm?) e leucécitos (x10°/mm?) e os valores médios do hematdcrito - HCT (%) e
hemoglobina - Hb (g/dL), volume corpuscular médio - VCM (1*), hemoglobina corpuscular média - HCM (upg) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média - CHCM (%), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao
apresentados as médias e os respectivos desvios padrées

Senna occidentalis (%)

Grupos 0 4 PE
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Parametros
Eritrocitos (x10°/mm?®) 5,0 + 0,46 4,9+0,25 4,9+0,36 46+1,1 4,8+0,36 4,7+0,30
Leucécitos (x1 OGImm3) 2,1+0,40 20+1,3 2,2+0,44 2,1+0,83 2,0+0,27 2,0+0,22
HCT (%) 30,6 £3,0 29,2+14 30,8+2,7 27,3+3,7 31,1+£2,5 28,6+29
Hb (g/dL) 10,1+ 0,68 9,9+0,37 9,9+0,60 9,2+2,0 10,0 £ 0,31 10,1+ 0,60
VCM (us) 60,6 +1,8 60,2+1,4 62,0+1,8 61,5+1,7 68,2 +1,0° 67,3 £ 2,0°
HCM (upg) 20,1 +£0,54 20,6 £ 0,38 20,1+0,83 20,1+1,6 18,0+ 1,7° 18,2+1,7°
CHCM (%) 33,2+0,97 33,6 £0,43 32,3+0,77 325+1,2 27,5+ 3,6° 27,6 £2,7°

@ difere significantemente (p<0,05) em relagao ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
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Figura 28 - Valor do volume corpuscular médio — VCM (1%), hemoglobina corpuscular média - HCM (uug) e concentragéo de

hemoglobina corpuscular média - CHCM (%), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados

as medias e os respectivos desvios padroes
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Tabela 42 - Média do numero de linfécitos (em %), neutrofilos segmentados (em%), eosindfilos (em %), bastonete (em %) e
monaocitos (em %), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragéo e seu grupo peer-

feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes
Senna occidentalis (%)

Grupos 0 4 PE
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Parametros

Linfocitos (%) 68,0+£0,9 69,0+1,0 68,0+£1,0 68,0+ 0,5 67,0£1,0 67,0+0,9
Neutrofilos (%) 26,0+ 0,1 250+0/4 28,0+£0,3 26,0+0,2 27,0+ 04 28,0+0,5
Eosinofilos (%) 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1 1,0+ 0,1 1,0+£0,1 1,0£0,1
Bastonetes (%) 20+0,2 2,0+£0.1 1,0+0,2 20+0,3 2,0+0,4 2,0+0,3
Monécitos (%)) 3,0+04 3,0+£04 20104 3,0+0,4 3,0£04 20+04
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Tabela 43 - Peso relativo do bago e timo (g/ 100g pv), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis
na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. S&o apresentados as médias e
os respectivos desvios padrdes

Senna occidentalis (%)

Grupos 0 4 PE
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Orgaos
baco 0,435+ 0,17 0,553 +0,04 0,551 £ 0,06 0,551 + 0,07 0,464 + 0,26 0,497 + 0,27
timo 0,347+ 0,47 0,333 +0,42 0,423 £ 0,11 0,310+ 0,13 0,311+ 002 0,288 + 0,02
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Tabela 44 - Celularidade do baco e da medula 6ssea (x 10%cel), da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S.
occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as
meédias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis (%)

Grupos 0 4 PE
Género da prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Orgaos
bago 1,19 + 0,27 0,993 + 0,19 0,764 + 0,42 0,812 +0,17 0,854 + 0,51 0,820 + 0,53
timo 0,808 + 0,16 1,062 + 0,20 0,775+ 0,15 1,180 + 0,48 0,920 + 04 1,470 + 0,09
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4.7.2 Experimento 7.2: avaliagao do burst oxidativo e da fagocitose de
neutréfilos por citometria de fluxo na prole de ratas tratadas com 0 e 4%

de sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding

A tabela 45 mostra avaliagdo do burst oxidativo e da fagocitose de neutrofilos,
por citometria de fluxo, da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding. A andlise de variancia realizada
revelou haver diferenga significante (p<0.05) entre os grupos, na fluorescéncia do
burst basal (Fmacros= 5,648; Fremeas= 8,141; df= 2/27), no burst induzido por SAPI
(FmacHos= 5,972; Fremeas= 4,834; 2/27), no burst induzido por DCFH (Fuachos=
3,846; Fremeas= 8,141; df= 2/27), bem como, na porcentagem de fagocitose
(Fmachos= 0,576; Fremeas= 2,074; df= 2/27) de neutrdfilos. A aplicagdo do teste de
Dunnett mostrou haver aumento significante (p<0,05), na fluorescéncia do burst
basal, no burst induzido por SAPI e no burst induzido por DCFH; e diminuicdo na
porcentagem de fagocitose, na prole de maes tratadas com So4, em relagdo aos
animais do grupo controle. Este mesmo teste apontou ainda, aumento significante
(p<0,05), na florescéncia do burst induzido por SAPI e diminuigdo na porcentagem
de neutrdfilos que fagocitaram particulas de SAPI, naqueles animais pertencentes
ao grupo PF, quando comparados aos ratos do grupo controle nos animais, (figura

30 e 31).



Figura 29 - Fotomicrografia do bago de ratos recém-desmamados tratados

durante 14 dias com sementes de S. occidentalis na ragao. A.
Integridade do parénquima esplénico com linfonodos bem
delimitados, animal controle. B. Aumento do tamanho dos
foliculos linféides e presenca de megacariocitos (M), nos ratos do
grupo So4% (seta). C. Megacariocitos (M) visiveis com nucleo
multilobulado e nucléolos proeminentes (seta), nos ratos do grupo
S04%. D. Progenitores eritroides em diferentes estagios de

maturacgéao (seta) nos ratos do grupo So04%. (H.E. 40x)



Tabela 45 - Avaliagao do burst oxidativo e da fagocitose de neutrdéfilos, da prole de ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de
S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados
as medias e os respectivos desvios padroes

Senna occidentalis

Grupos 0 4 PF
Género da Prole Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Parametros
56,4 + 22,3 53,9+225 86,3+18,0° 86,9+17,5¢ 80,8+19,0° 80,9+17,8¢
Burst basal
Burst SAPI 91,5+23,9 99,5+214 117,3+£24,5* 119,5 £ 25,3« 82,2+14,2 82,9+12,9
Burst PMA 408,7 +175,0 327,2 +202,2 461,6 +£ 0,92 452.4 + 85,3 309,1 + 27,5 315,9+ 30,1
Burst DCFH 57,7+21,9 53,9+225 82,6 + 19,4 86,9+ 17,2 71,1+ 18,1 80,9+ 17,8
% Fagocitose °' 36,4 + 24,7 25,3 + 6,2 18,1+3,5° 17,1+£2,3° 18,2+3,5° 17,7+£2,7°
Intensidade
23,0+3,4 225+3,4 229+22 225+25 255+23 259+18

fagocitose®

Os dados representam a intensidade média de fluorescéncia (médias e os respectivos desvios padrdes), correspondentes ao gate da populagédo de
neutroéfilos sanglineos.

9 difere significantemente (p<0,05) em relago ao controle (0%) - (ANOVA seguida de Dunnett).

b difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao PF (Teste “t” Student).

ot porcentagem de neutréfilos que fagocitaram particulas de SAPI.

ez quantidade de bactérias, que foram fagocitadas pela populagdo de neutréfilos. Expressas pela média geométrica da intensidade de fluorescéncia da
populacao de neutrofilos.
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® difere significantemente (p<0,05) em relacéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 30 - Avaliagdo do burst oxidativo e da fagocitose de neutréfilos, de ratos machos, da prole de ratas tratadas com 0 e 4%
de sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo.

Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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* difere significantemente (p<0,05) em relagéo ao controle (0%) - (ANOVA, seguida de Dunnett).
* difere significantemente (p<0,05) do grupo PF (Teste “t” Student).

Figura 31 - Avaliagao do burst oxidativo e da fagocitose de neutréfilos, de ratas fémeas, da prole de ratas tratadas com 0 e 4%
de sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding (PF). Foram utilizados 10 animais por grupo.
Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes
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4.7.3 Experimento 7.3: Avaliacao da hipersensibilidade do tipo tardia a soro
albumina bovina (BSA), na prole de ratas tratadas com 0 e 4% de

sementes de s. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding

A resposta celular adaptativa sobre a prole de ratas tratadas com 0 e 4% de
sementes de S. occidentalis na ragao e seu grupo peer-feeding, foi avaliada por
meio do teste de hipersensibilidade tipo tardia (DTH), frente ao desafio com a Soro
Albumina Bovina (BSA). A analise estatistica revelou ndo haver diferenca
significante (p>0,05) na evolugdo do edema induzido pela inoculagao de 0,1 mL de
BSA no coxim plantar na prole de ratas gestantes tratadas com a planta, quando
comparados aos animais pertencentes ao grupo controle e peer-feeding, nos tempos

0, 4 e 24 horas de avaliagao (Tabela 46).



Tabela 46 - Medida do edema induzido pela inoculacdo de 0,1 ml de BSA no coxim plantar de ratas fémeas, da prole de
ratas tratadas com 0 e 4% de sementes de S. occidentalis na ragado e seu grupo peer-feeding (PF). Foram
utilizados 10 animais por grupo. Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padrdes

Senna occidentalis

0 4 PF
Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Tempo em horas
0 2,0+£0,05 1,9+0,03 2,0+0,02 1,9+0,02 2,1+0,06 2,0+0,05
4 43+0,2 40+0,7 44+0,8 4,3+0,1 45+0,8 43+0,6
24 2,8+0,15 2,5+0,18 2,7 +£0,06 2,3+0,11 2,6 £0,07 2,4+0,04
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Uma perda consideravel do rebanho brasileiro tem suas causas na dificuldade
de erradicagdo de plantas que podem causar intoxicagdo. Embora nao haja
estatisticas nacionais, especialistas da Embrapa Gado de Corte dizem ser
significativo o percentual de mortes de bovinos no pais causadas por sementes,
folnas ou raizes com concentragdo elevada de elementos quimicos que geram
prejuizos a saude dos animais (AFONSO; POTT, 2004). De fato, um levantamento
isolado, ocorrido no Estado do Rio Grande do Sul, no ano de 2001 aponta que entre
as causas de obito de ruminantes, cerca de 10% sao ocasionadas pela ingestdo de
plantas toxicas, provocando a morte de aproximadamente 70 mil bovinos ao ano

somente naquele Estado (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001).

Foi Steyn, em 1934, quem primeiro conceituou plantas téxicas do ponto de
vista agropecuario. Este pesquisador, em seu livro intitulado The toxicology of plants
in South Africa propbs a seguinte definigdo “Uma planta toxica ao animal é aquela
que, quando ingerida naturalmente, por um periodo curto ou prolongado, causa
efeitos nocivos a sua saude ou mesmo a sua morte”. Além disso, as debilidades
fisicas causadas pelos efeitos imunotdxicos de plantas podem deixa-los mais
suscetiveis a outras doencas (RIET-CORREA et al., 1993; CHEEKE, 1998). Neste
sentido, alguns autores citam como perdas econdmicas significantes na criagéo
animal aquelas advindas da imunodeficiéncia promovida pelas plantas tdxicas
(RIET-CORREA et al., 1993; CHEEKE, 1998; TOKARNIA; DOBEREINER;
PEIXOTO, 2002; BOTHA; PENRITH, 2008). De fato, varias desordens no sistema

imune estéo relacionadas a toxicidade promovida pelas espécies vegetais, tanto em
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estudos realizados em condigdes naturais em animais de criagao (IIZUKA et al.,
2005; BOTHA; PENRITH, 2008; LEE et al., 2008), como aqueles experimentais, em
animais de laboratério (HUEZA et al., 2005; DU, 2008; HUANG et al., 2008; FAKEYE

et al., 2009).

Deve-se ainda considerar que o ser humano também pode estar exposto aos
efeitos imunotoxicos de plantas, haja vista a utilizacdo de plantas medicinais e
preparacdes fitoterapicas que vem ocorrendo de forma indiscriminada e sem
restricdes. Neste sentido, uma busca na literatura cientifica mostra varios relatos de
efeitos imunotéxicos no homem promovidos pelas fitotoxinas (CLOUATRE, 2004

OLIVEIRA; GONCALVES, 2006).

Particularmente, em relacédo as intoxicagbes promovidas pela S. occidentalis,
a literatura aponta que as perdas econdmicas sdo bastante expressivas, uma vez
que os animais intoxicados por esta planta desenvolvem anorexia, queda no ganho
de peso e podem até mesmo vir a 6bito, em casos de intoxicagdo aguda (SIMPSON

et al.,, 1971; GRAZIANO et al., 1983; HERBERT et al., 1983).

De fato, tanto as intoxicacbes naturais, quanto as experimentais, vém
mostrando que animais de diferentes espécies, tais como suinos (TIMM; RIET-
CORREA; 1997), equinos (BARROS et al., 1990), ovinos (DOLLAHITE; HENSON,
1965), caprinos (BARBOSA-FERREIRA et al., 2008), leporinos (TASAKA et al.,
2000), aves (HARAGUCHI et al., 1998) e ratos (WEG, 2001; BARBOSA-FERREIRA

et al., 2005) apresentam alteragcbes quando expostos a esta planta.

Além dos achados ja descritos, como lesdo hepatica (IRIGOYEN et al., 1991),
muscular (WEG, 2001) e cardiaca (BARROS, 1990), estudos realizados com frangos

de corte, aos quais foram administradas baixas concentragcdes de sementes de S.
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occidentalis, sugerem que esta planta compromete a sua resposta imune especifica

e inespecifica (SILVA et al., 2003; HUEZA et al., 2007).

Corroborando as pesquisas anteriores realizados em aves por Silva et al.,
(2003), verificou-se no estudo realizado em nossa Dissertacdo de Mestrado,
utilizando-se ratos como sujeitos experimentais, que a S. occidentalis foi também
capaz de promover efeitos imunotdéxicos em mamiferos, sendo observadas
alteragdes no timo, no bago e nos eritrécitos destes animais adultos tratados com as
maiores concentracbes de sementes da planta (2% e 4%) (MARIANO-SOUZA,

2005).

Portanto, o presente estudo complementa o trabalho anterior em ratos,
analisando-se agora as alteracbes promovidas pela S. occidentalis na fungao de
orgaos linféides primarios e secundarios de animais recém-desmamados. Assim,
como objetivo maior, propde-se, por meio de ambas as pesquisas (aquela realizada
no Mestrado e a presente), estabelecer um protocolo de avaliagdo do sistema imune
em nosso laboratorio, procurando, desta maneira, contribuir com o protocolo de
imunotoxicidade que vem sendo preconizado pelas principais agéncias
regulamentadoras internacionais, como: Organizantion For Economic Co-Operation
and Development - OECD (2001), Food and Drug Administration - FDA (1999),
Environmental Protection Agency - EPA (1996), European Medicine Agencie - EMEA

(2008).

Inicialmente, o delineamento experimental estabelecido foi o de 14 dias de
administracdo da planta aos animais recém-desmamados, utilizando as
concentragcdes de 0%, 1%, 2% e 4%, de sementes de S. occidentalis (So) na ragao,
de acordo com aquele estudo conduzido anteriormente na Dissertacao de Mestrado,

no qual foram utilizados ratos adultos, bem como em trabalho conduzido por
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Barbosa-Ferreira et al. (2005), também utilizando esta espécie animal (e faixa etaria)

como sujeito experimental.

Entretanto, nesta pesquisa também foram realizados experimentos com 28
dias de administragdo de sementes de S. occidentalis, ja que no transcorrer deste
trabalho, os dados obtidos apontaram que a administracdo desta planta por um
periodo maior, permitiria melhor evidenciar as alteracbes que esta promove no
sistema imune. Reforcaram também esta decisdo os achados encontrados na
literatura, mostrando que a administracdo de toxicantes por periodos maiores de
tempo, mesmo em concentracdes baixas, permitiria detectar os efeitos deletérios
nos orgaos linfo-hematopoiéticos de animais jovens (BARROW; RAVEL, 2005;
LADICS et al., 2005; ROTH et al., 2006; DIETERT; HOLSAPPLE, 2007; DIETERT,
2009). Desta forma, optou-se por aplicar o protocolo de administragdo durante os 28
dias naqueles animais jovens, tratados com a maior concentracdo da planta (4%),
pois foram nos animais deste grupo que as manifestagbes toxicas mais relevantes

foram observadas nos estudos precedentes.

Nestes experimentos utilizou-se também o grupo de animais peer-feeding
(PF), pois embora a avaliacdo nos diferentes protocolos experimentais, de ratos
provenientes do grupo So4, nao tivesse revelado alteragdes significantes, seria
necessario agora verificar se a restricdo ao consumo de ragado imposta aos animais

do grupo PF por mais duas semanas, nao provocaria efeito deletério.

Um dos fatores que pode interferir no ganho de peso dos animais expostos a
S. occidentalis seria o fato desta planta ndo ser palatavel, como ja descrito por
Mercer et al. (1967) e corroborado em trabalhos subsequentes (CALORE et al.,
1998; TASAKA et al.,, 2000, TOKARNIA et al.,, 2002). Assim, devido a esta

caracteristica da planta, os animais ingeririam menor quantidade de alimento, o que
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levaria, consequentemente, a queda do peso. Por outro lado, o estudo conduzido
por Barbosa-Ferreira et al. (2005) em ratos que receberam ragado comercial e
experimental com palatabilizante, permitiu sugerir que menor aceitagdo da planta
pelos animais nao seria a unica responsavel pela queda do consumo de racdo, mas
principalmente devido aos efeitos toxicos da S. occidentalis per se, uma vez que
aqueles ratos tratados com o palatabilizante associado a planta apresentaram queda

significante no ganho de peso somente na 22 semana de exposic¢ao.

Da mesma maneira, verificou-se no presente estudo que a reducdo no
consumo de ragao foi mais evidente a partir da segunda semana de administragéo
da S. occidentalis, o que sustenta a hipétese de que esta promova, de fato,
anorexia. Além disso, tanto a intoxicagcdo espontanea em animais domésticos
(BARROS et al., 1990), quanto a intoxicagdo experimental em diferentes espécies
animais (TASAKA et al., 2000; NADAL et al., 2003), confirmam que a anorexia &€ um
achado comum na intoxicagao pela S. occidentalis. Reforgam ainda esta conjectura,
aqueles resultados obtidos com os animais do grupo PF no presente estudo, os

quais apresentaram maior ganho de peso do que os animais tratados com So4.

Ainda, deve-se considerar que estudos conduzidos em humanos que
utilizaram as espécies de Senna como laxante, objetivando a perda de peso,
revelaram que a anorexia esta associada ao consumo abusivo deste vegetal
(STICKEL; SCHUPPAN, 2007; LIM; HOOKE; KERR, 2008; SOYUNCU, CETE;

NOKAY, 2008).

Outra hipétese que poderia ser aventada em relacdo a perda de peso
verificada naqueles animais tratados com as maiores concentragdes de sementes de
S. occidentalis, seria a producdo de lesdo intestinal causada pela planta,

promovendo assim, a deficiéncia na absor¢do de nutrientes, como sugerida por
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Nadal et al. (2003) e observado nos estudos subsequentes de Sossai, Nasone e
Cantalamessa (2007). Contudo, o estudo histopatolégico da mucosa intestinal
daqueles animais que receberam as diferentes concentracdes de S. occidentalis nao
mostrou quaisquer alteragdes sugestivas de injuria no epitélio gastrintestinal. Estes
dados corroboram aqueles encontrados por Brusick e Menges (1997), que
administraram a ratos a planta in natura e as fracbes dos derivados antrandides e
nao encontraram lesdes no trato digestivo dos animais submetidos a ambos os

tratamentos.

Outro fator relacionado a toxicidade da S. occidentalis e que poderia contribuir
para a queda do ganho de peso é o seu efeito laxante, ja que foram observadas
fezes de consisténcia amolecida nos animais do grupo So4 a partir da segunda
semana de tratamento no protocolo de 14 dias, bem como no décimo segundo dia
de exposicao nos estudos conduzidos por 28 dias. De fato, € amplamente conhecido
que os antrandides, constituintes naturais da S. occidentalis, sdo agentes laxantes
potentes (DE WITTE, 1993; JOO, 1998; FUKUDA et al., 2009), sendo esta a
principal finalidade fitoterapica pela qual a planta vem sendo largamente utilizada
(LENG-PESCHLOW, 1993; HEATON; CRIPPS, 1993; XING; SOFFER, 2001;
SOYUNCU, CETE; NOKAY, 2008). Desta maneira, apds os antrandides serem
ingeridos, estes sdo biotransformados a custa do metabolismo bacteriano que libera
dois metabdlitos ativos, os quais apresentam mecanismos de ag&o independentes: a
inducdo do aumento da motilidade intestinal e a alteragdo da absorgédo e secrecao
intestinal (VAN DER OHE et al., 1993; XING; SOFFER, 2001; SOSSAI; NASONE;

CANTALAMESSA, 2007).

A lesdo hepatica produzida pela S. occidentalis € bem relatada em

intoxicagoes espontaneas em bovinos (BARROS et al., 1990). De modo similar,
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intoxicacoes experimentais em diferentes espécies animais, como coelhos (TASAKA
et al., 2000), cabras (SULIMAN; SHOMMEIN, 1986), frangos de corte (HARAGUCHI
et al., 1998) e ratos (BARBOSA-FERREIRA et al., 2005), indicam que a
hepatotoxicidade &€ um dos efeitos toxicos associados a administracdo da S.
occidentalis. Neste contexto, Beuers et al. (1991) sugerem que as antraquinonas

presentes na planta seriam as responsaveis pela indugao da hepatotoxicidade.

Como ha estreita relagdo entre perda de peso e hepatotoxicidade (JACOBS;
HIRSCH, 2000; STICKEL et al., 2000; CUI et al., 2008) e sabendo-se que a S.
occidentalis promove efeito hepatotdxico, pode-se inferir que, associada as demais
causas anteriormente apontadas, a perda de peso dos animais constatada neste

trabalho também esteja relacionada a este efeito toxico no figado.

Varios estudos, particularmente em organismos jovens, tanto em humanos
(DE ONIS, 2000; BAE; PESTKA, 2009), quanto em animais (BOTHA; PENRITH,
2008; ORTIZ et al., 2008) vém demonstrando que as agbes tdxicas promovidas
pelos xenobidticos durante as fases de proliferagdo e diferenciagcdo de células

imunocompetentes, comprometem o funcionamento do sistema imune.

De fato, o sistema imune é um alvo potencial para os efeitos nocivos dos
xenobiédticos devido a sua dispersdo em diferentes 6rgaos e tecidos (DE JONG; VAN
LOVEREN, 2007). No que diz respeito ao desenvolvimento do sistema
hematopoiético, a produgao constante de células progenitoras, responsaveis pelas
linhagens efetoras do sistema imune, ocorre na medula ssea e sdo dependentes do
microambiente hematopoiético (REBAR, 1993. BORELLI et al., 2004; ELMORE,
2006). Neste contexto, as desordens sistémicas que envolvem um tecido ou érgéo
particular, geralmente refletem as manifestacbes anormais do tecido sanguineo,

incluindo supressdo ou estimulagdo da fungcdo da medula Ossea, aumento,
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destruicdo ou sequestro das células sanguineas, bem como hemodiluicdo e

sangramentos (SPIVAK, 2000).

A presente pesquisa revelou diminuicdo na contagem global de células da
medula éssea em ratos recém-desmamados provenientes dos grupos So2 e So4 e
expostos a planta durante 14 dias. Por outro lado, os dados obtidos na Dissertagao
de Mestrado, utilizando-se este mesmo protocolo experimental em animais adultos,
nao revelaram toxicidade (MARIANO-SOUZA, 2005). Portanto, os resultados obtidos
e aqui apresentados permitem sugerir que ha maior vulnerabilidade do tecido
hematopoiético aos efeitos tdéxicos da planta nos ratos jovens. A atual investigagao
também mostrou haver alteracbes nos animais recém-desmamados, tratados
durante 28 dias com So4, mas ndo em ratos adultos tratados pelo mesmo periodo

de tempo (dados nao publicados).

Embora a literatura ndo elucide completamente esta maior sensibilidade do
sistema hematopoiético de organismos jovens as injurias téxicas, uma possivel
hipotese para explica-la € o fato de que as fases de colonizagdo, maturagao e
estabelecimento da medula 6éssea como microambiente exclusivo para a produgao
de células mieloides e linféides ocorrem durante os primeiros trinta dias de vida pos-

natal (LANDRETH, 2002).

Ainda, no que se refere ao sistema hematopoiético, sabe-se que perturbacdes
hemostaticas que interfiram nos mecanismos de transporte, ligagéo, incorporagao do
ferro, bem como em seus estoques, além de estados de inflamacédo, infecgao,
sangramentos e exposicao a drogas e toxinas, levam a quadros de anemias
hipoproliferativas (SPIVAK, 2000). A anemia hipoproliferativa, caracterizada pela
reducdo dos valores de hemoglobina (Hb), da Hemoglobina Corpuscular Média

(HCM), do Volume Corpuscular Médio (VCM) e da Concentracédo de Hemoglobina
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Corpuscular Média (CHCM) é denominada de anemia microcitica e hipocrémica

(SANTOS; MONTEIRO, 2008; PILNY, 2008).

A andlise conjunta destes indices hematimétricos € util para determinar a
causa da anemia hipoproliferativa em questdo. Neste sentido, o diagndstico de
hipocromia € determinado com base na reducdo dos parametros de HCM e CHCM
(SANTOS; MONTEIRO, 2008). Também, a redugdo da HCM é sugestiva de deficit
de oxigénio em todos os érgéos, sendo que os mais afetados nesta condi¢do sédo o
sistema nervoso central, o coracdo e os musculos, devido a alta demanda de
oxigénio requerida por esses sistemas (AKBAS et al, 2005; PETTERINO;
ARGENTINO-STORINO, 2006). Por outro lado, as alteragdes relacionadas ao VCM
sdo sugestivas de falhas na maturagdo e na divisdo das células progenitoras dos

eritrocitos (KEIL et al., 2004; SANTOS; MONTEIRO, 2008).

A ocorréncia de anemia microcitica e hipocrémica foi comum, tanto nos dados
provenientes da Dissertacdo de Mestrado, quanto nos aqui encontrados, seja nos
animais recém-desmamados e tratados durante 14 dias com So4, seja naqueles que
receberam a S. occidentalis por 28 dias. Esses dados relativos a ocorréncia de
anemia coincidem com aqueles observados em aves (NAKAGE et al. 2000), bem
como em ratos tratados com diferentes concentragcdes de sementes de S.

occidentalis (ADAM et al., 2001; AL-YAHYA; AL-FARHAN; ADAM, 2002).

Varios sao os estudos que, utilizando a microscopia eletrénica, relatam os
danos mitocondriais em fibras musculares promovidos pela administragcao de S.
occidentalis (GRAZIANO et al., 1983; CALORE et al.,1997; HARAGUCHI et al.,
1998; TASAKA et al., 2000). Deste modo, estes autores sugeriram que a miopatia
seria uma causa secundaria relacionada aos efeitos téxicos promovidos pela planta

na fungdo das mitocondrias. Posteriormente, Hueza et al. (2007) propuseram que 0s
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principios ativos da S. occidentalis induziriam a ativacdo das caspases pela via
mitocondrial, levando a liberagdo da citocromo c, desencadeando assim, uma série

de reagdes que iniciam a apoptose.

Dentre esses principios ativos, a diantrona, uma antraquinona presente na S.
occidentalis, poderia interferir negativamente no metabolismo das mitocéndrias dos
precursores eritroides presentes na medula o6ssea, acarretando desordens na
linhagem eritropoiética, induzindo a anemia microcitica e hipocromica aqui verificada
naqueles ratos do grupo So4. Neste sentido, sabe-se que durante a fase inicial da
eritropoiese as células eritréides sao nucleadas, sintetizam proteinas e suas reacoes
oxidativas sdo dependentes das mitocondrias; ao migrarem da medula 6ssea para
os tecidos, e quando fisiologicamente maduras, estes anexos celulares tornam-se
inexistentes (CIMEN, 2008). Desta maneira, uma teoria que poderia ser levantada
para justificar este achado seria de que a alteragdo mitocondrial produzida pela
antraquinona levaria ao quadro de anemia verificada nos animais expostos a S.

occidentalis.

Por outro lado, os dados hematoldgicos obtidos no presente estudo permitem
sugerir que a causa principal da diminuigao da celularidade da medula 6ssea, seria a
toxicidade indireta produzida pela S. occidentalis no sistema hematopoiético. Desta
maneira, a anemia encontrada pode ser considerada uma resposta inicial as injurias
promovidas pela S. occidentalis sobre as células deste sistema. De fato, sabe-se
que as desordens promovidas pelos xenobidticos na medula pertencem a
classificagdes que seguem padroes distintos (KRISHNAN; PELEKIS, 1995;
ABATAN; LATEEF; TAIWO, 2006; CHURIN et al., 2008). Se a alteracdo produzida
pela S. occidentalis fosse devida a toxicidade direta do principio ativo toxico contido

na mesma, as manifestagcdes nas células do sangue periférico dos animais tratados
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seriam caracterizadas por pancitopenia e desvio a esquerda (presenca de formas
imaturas na circulagdo). Contrariamente, na toxicidade indireta, como aquela aqui
sugerida, geralmente observa-se anemia ou desordens associadas as disfung¢des
nas células dos o6rgaos linféides primarios e secundarios (ABATAN; LATEEF;

TAIWO, 2006; CHURIN et al., 2008).

Deve-se considerar ainda que as manifestacdes toxicas sobre as células do
sistema hematopoiético, especialmente nas linhagens eritréides, levam a mudangas
criticas no citoesqueleto e, quando estes eritrocitos estdo circulantes, estas
mudangas favorecem o aumento do sequestro destas células pelo bago (PAULUHN,
2004). Em relagao a este 6rgado, sabe-se que em algumas espécies como o rato, o
baco possui a capacidade de remover, de maneira efetiva, células degeneradas,
eritrécitos senis, bem como materiais particulados e bactérias circulantes da corrente
sanguinea. Estes atributos tornam o bago um 6rgao-alvo para toxicidade direta e
indireta (SUTTIE, 2006). Deste modo, parametros gerais, como o peso relativo deste
orgao, possuem papel importante como indicador primario da ocorréncia de

imunotoxicidade direta (DE JONG; VAN LOVEREN, 2007).

No presente estudo, verificou-se aumento do peso relativo do bago de ratos
recém-desmamados dos grupos So2 e So4, expostos durante 14 e 28 dias,
respectivamente. Entretanto, estes achados nao foram observados nos animais
adultos tratados por 14 dias. Uma hipdtese que poderia justificar esta alteracao
naqueles animais recém-desmamados seria a ocorréncia de proliferagao
hematopoiética extramedular. Assim, sabe-se que em condi¢gdes normais o bago de
roedores contribui em 10% para a hematopoiese esplénica; entretanto, quando

exposto a hematotoxicantes este 6rgdo passa a responder por 80% da produgao
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total de eritrocitos, sendo esta producéo e divisdo seis vezes superior a produgao

promovida pela medula 6ssea (PAULUHN, 2004).

De acordo com Tenedini et al. (2004), a proliferacdo hematopoiética
extramedular nas desordens neoplasicas mieloproliferativas € caracterizada pela
predominancia da hipercelularidade de progenitores mieldides indiferenciados e
aumento de megacariocitos. Os achados morfolégicos aqui obtidos sugerem que a
toxicidade promovida pela S. occidentalis tenha induzido mudangas compativeis com
as desordens mieloproliferativas. De fato, estudos conduzidos com diferentes
xenobiodticos, como o vanadio (GONZALEZ-VILLALVA et al., 2006), acrilamida (HAO
et al.,2006) e anilina (FORTOUL et al., 2008), apontam que a incidéncia de
esplenomegalia, plaquetas gigantes e a ocorréncia de hematopoiese extramedular,
sao compativeis as desordens mieloproliferativas. Estas desordens estao
relacionadas com o comprometimento da enzima mitocondrial heme-oxigenase,
responsavel pelo controle das espécies reativas de oxigénio (ROS) na biosintese de
heme (RYTER; TYRRELL, 2000). Assim, o aumento ou diminuigdo das ROS durante
esta sintese, podem interferir no numero de receptores e nos genes que coordenam
as etapas de sinalizagdo, mitose e transcricdo, contribuindo para a maturacao e

producao ineficiente dos eritrocitos e megacariocitos.

Portanto, uma hipétese que poderia justificar esta alteracdo nos ratos recém-
desmamados seria a de que o aumento deste 6rgao seja uma resposta a injuria
indireta da S. occidentalis sobre o tecido hematopoiético, em particular sobre os
eritrocitos. Assim, estas células seriam removidas da circulacdo e destruidas no
baco, refletindo no aumento da atividade do 6rgao e, consequentemente, no
aumento do seu tamanho. Considerando o exposto sobre este 6rgao, sabe-se que a

integridade do citoesqueleto e o tamanho da hemacia sao fatores relevantes para o
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resgate desta célula pelo sistema reticulo endotelial do bagco (FORTOUL et al.,
2008). No estudo morfologico deste 6érgdo em ratos recém-desmamados e tratados
com So4, que apresentaram anemia, verificou-se a presenca de siderdcitos. Os
siderdécitos sao células caracterizadas pela substituicdo da proteina heme pelo ferro,
e estao relacionados ao aumento da eritroclasia e do catabolismo da heme no baco,

devido a disturbios na sintese desta proteina (PAULUHN, 2004).

Seguindo-se esta linha de raciocinio, seria de se esperar que os resultados
aqui obtidos revelassem a reducao de eritrocitos circulantes, pelo menos naqueles
animais recém-desmamados, que apresentaram alteragcdo no peso relativo do baco;
no entanto, tal achado nao foi encontrado. Por outro lado, deve-se considerar que os
eritrocitos possuem meia-vida longa na circulagao - cerca de 60 dias (PILNY, 2008);
como o tratamento com a S. occidentalis nesta pesquisa se estendeu por até no
maximo um més, pode-se sugerir que aqueles animais pertencentes aos grupos que
receberam a planta ndo manifestaram tal alteracdo porque n&o houve tempo habil

para que este efeito ocorresse.

As células do timo sao parte integrante do sistema imune primario e séo
provenientes de células progenitoras linféides, as quais tém sua origem na medula
Ossea. Além disso, estas células progenitoras sdo aquelas responsaveis pela
manutencado do tamanho e da celularidade do 6rgao (GILL et al., 2003; PELAYO et
al., 2005; DRELA, 2006). Portanto, levando em consideragao a toxicidade promovida
pela administracdo de sementes de S. occidentalis na medula 6ssea dos animais
recém-desmamados tratados com So2 e So4, é factivel supor que desordens desta
natureza comprometeriam a integridade das células do timo nestes animais. Esta
constatagao ja foi observada anteriormente em nossa Dissertacdo de Mestrado, em

ratos adultos, tratados com as maiores concentragées de sementes da planta (2% e
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4%), os quais apresentaram reducgao, tanto no peso relativo, como no tamanho do
timo. Além disso, sabendo-se que a regido cortical e medular do timo estédo
relacionadas, respectivamente, a proliferacédo e maturagao de células T e a geragao
e selecao de células T competentes (DRELA, 2006; DI ROSA, 2009) e que os dados
provenientes de nossa Dissertacdo de Mestrado mostraram, por meio da analise
histomorfométrica do 6rgdo, deplegcdo de ambas regides do timo (MARIANO-
SOUZA, 2005), pode-se teorizar que a intoxicagao produzida pela S. occidentalis

poderia acarretar em comprometimento da resposta imune especifica.

Na presente investigagéo, avaliou-se ainda a resposta imune celular do tipo
tardia, mediada por linfécitos T-helper 1 (Th1). No estudo precedente, a avaliagéo da
evolucdo do edema inflamatorio agudo as 4 horas, utilizando-se como agente
flogistico a carragenina, essa resposta foi comprometida em ratos adultos tratados
com a S. occidentalis (MARIANO-SOUZA, 2005). Porém, ao contrario do verificado
anteriormente, ndo foram observadas alteragdes na evolucdo do edema inflamatério
agudo e na resposta imune celular do tipo tardia, em nenhum dos animais dos
diferentes grupos avaliados. Assim, os dados obtidos na presente pesquisa sugerem

haver o comprometimento destas células efetoras da resposta imune inata.

De acordo com Carvalho (2004), embora os fagocitos sejam as principais
células efetoras da resposta imune inata, no processo inflamatério agudo, a plena
atividade destas células é dependente da ativagao pelo Interferon Gama (IFN-y),
produzido pelas células Th1. Portanto, reunindo-se os resultados obtidos em ambas
as pesquisas (isto é, na Dissertacdo de Mestrado e na presente), em relagdo a
avaliacdo dos orgéos linfoides primarios e secundarios, tanto nos ratos adultos,

quanto nos jovens, é possivel sugerir que a toxicidade promovida pela S.
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occidentalis sobre as células progenitoras da medula Ossea, seja a principal

responsavel pelo acometimento destes 6rgaos.

Um fator fundamental e que deve ser sempre considerado quando se estuda
imunotoxicidade, € o relevante impacto que a ma nutricdo pode produzir no tamanho
dos o6rgaos linfoides, particularmente do timo (PRENTICE, 1999; SAVINO, 2002;
DRELA, 2006). De acordo com a pesquisa realizada por Silva et al. (2003), em aves,
as alteracbes encontradas na Bursa de Fabricius e no timo, estariam associadas a
deficiéncia nutricional e ndo aos efeitos toxicos promovidos pela S. occidentalis. De
fato, foi observada reducdo no consumo de ragao por aqueles ratos tratados com as
sementes da planta. Assim, para avaliar o impacto deste fator nos 6rgaos linféides
destes animais, acrescentou-se o grupo PF, o qual foi composto por animais que
ingeriram a mesma quantidade de ragdo que aqueles tratados com So4. No entanto,
de todas as avalia¢gdes realizadas nestes animais PF, encontrou-se como alteragao

apenas a diminuigao no peso relativo do timo.

Portanto, ao contrario do que observado em aves, parece que a provavel
desnutricdo, devido ao menor consumo de ragao, nao foi um fator preponderante
para justificar as alteragdes produzidas pela S. occidentalis. Portanto, pode-se inferir
que, se ha alguma alteragdo no sistema imune produzido pelo menor consumo de
racao, esta se deve a acao conjunta do efeito produzido pela(s) toxina(s) da planta

per se.

Nos estudos de imunotoxicidade também s&o avaliadas as células envolvidas
diretamente na resposta imune inata, como os macréfagos, ja que sao varias as
pesquisas que evidenciam claramente a agao de imunotéxicos sobre o metabolismo
destas células, levando a perturbacdes nos mecanismos primarios de defesa, como

por exemplo, na produgdo das espécies reativas de oxigénio (SAKURAI; OHTA,;
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FUJIWARA, 2005; KOVACIC; THURN, 2005; HUEZA et al., 2007; KOVACIC;

SOMANATHAN, 2008).

O processo de fagocitose compreende: aderéncia tecidual, quimiotaxia,
ingestdo ou fagocitose de particulas estranhas e destruicdo do patégeno pela
producao intracelular de radicais livres como o anion superdoxido e outras ROS,
localizadas nos fagossomos destas células. Além disso, durante este processo as
ROS podem ser langadas para o meio extracelular, gerando danos concomitantes a

estrutura dos fagocitos, bem como aos tecidos adjacentes (SAKER, 2006).

Estudos conduzidos neste laboratério por Hueza et al. (2007), em frangos de
corte tratados com baixas concentra¢des de S. occidentalis na ragao (0,25%, 0,50%
e 0,75%), apontaram alteragdes na fagocitose de macréfagos peritoneais e no
metabolismo oxidativo induzidos pela planta. De modo similar, utilizando-se ratos
adultos tratados com 1%, 2% e 4% de sementes da planta na ragao, durante nossa
Dissertacdo de Mestrado, foram observadas diminuicdo no metabolismo oxidativo

nos animais tratados com So4 (MARIANO-SOUZA, 2005).

Na presente pesquisa também foram encontradas alteracées neste parametro
nos ratos expostos a So4, tanto por 14 dias, quanto por 28 dias, os quais
apresentaram diminuicdo do burst oxidativo basal, bem como na fagocitose de
neutrofilos. Porém, estas alteragdbes ndo foram detectadas naqueles animais
pertencentes ao grupo PF. Assim, ao reunir estes achados: redugao do burst
oxidativo, diminuicdo da intensidade e da porcentagem da fagocitose e menor
numero de neutrofilos circulantes, observados na leitura diferencial, pode-se reforgar
a hipétese de que os efeitos toxicos produzidos pela planta induzem supressao da
resposta imune inata nestes animais, como ja demonstrada em estudos precedentes

conduzidos com a S. occidentalis (SILVA et al.,2003; HUEZA et al., 2007).
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As avaliagdes dos 6rgaos linféides no presente estudo sugerem claramente o
efeito imunossupressor produzido pela S. occidentalis em ratos recém-desmamados.
Paradoxalmente, uma pesquisa conduzida por Bin-Hafeez et al. (2001),
administrando o extrato aquoso desta mesma planta a camundongos, por duas
semanas consecutivas, propés que a S. occidentalis tenha um potente efeito

imunoprotetor.

Deve-se considerar que, embora alguns constituintes quimicos presentes nas
espécies de Senna, como o0s senosideos, apresentem propriedades hidrofilicas,
outros componentes, como os flavondides, glicosideos esterdides e alguns
glicosideos antraquinénicos (O-glicosideos e geninas) sédo hidrofébicos (KIM et al.,
1971; MEDOUA; MBOFUNG, 2007). Além disso, estudos demonstram que tanto os
efeitos toxicos, quanto os terapéuticos induzidos pela S. occidentalis sao
dependentes de uma complexa interagcdo sinérgica entre os agentes fitoquimicos
que estado distribuidos em concentragdes distintas, nas varias partes da planta (DE
WITTE 1993; BRUSICK; MENGS, 1997; SILVA et al.,, 2008). Deste modo, é
plausivel supor que a discrepancia encontrada entre os resultados aqui obtidos e
aqueles encontrados por Bin-Hafeez et al. (2002), deve-se ao fato de que naquele
trabalho anterior os pesquisadores trabalharam com o extrato aquoso obtido a partir
de folhas da planta; dessa maneira, provavelmente os principio(s) ativo(s) toxico(s)
nao se encontravam neste tipo de extragdo. Além disto, deve-se considerar que
embora todas as partes da S. occidentalis sejam toxicas, € na semente onde estéo
contidas maiores concentragdes de principios ativos téxicos (HENSON et al., 1965;
MERCER et al.,, 1967). Como aqueles autores utilizaram somente as folhas, é
factivel supor que ndo havia naquele extrato alguma toxina, como a antraquinona,

que pudesse acarretar injuria no sistema imune do animal, como aqui observado.
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Esta pesquisa procurou abordar, ainda, a exposicao a S. occidentalis em
fémeas gestantes, bem como na prole de fémeas tratadas com a planta, como
recomendado pelas agéncias regulamentadoras (OECD, 2001; FDA, 1999; EPA,

2002; EMEA, 2006) em estudos pré-clinicos com xenobiéticos.

Em relacdo a avaliagdo perinatal da administragdo de S. occidentalis, um
estudo conduzido por Tasaka et al. (2004), administrando sementes desta planta a
coelhas gestantes, revelou que as proles de maes tratadas apresentavam nos
hepatécitos, dilatacdo mitocondrial com destruicdo das cristas internas, lesdo esta
muito semelhante aquela verificada em coelhos adultos. Este fato permitiu sugerir
que a diantrona tivesse passagem transplacentaria, promovendo assim, este efeito
direto no feto. Subsequentemente, um estudo conduzido por Barbosa-Ferreira
(2008), ao administrar sementes de S. occidentalis a cabras gestantes, verificou que
os filhotes destas méaes, embora ndo manifestassem alteracbes morfoldgicas,
apresentaram deficit de aprendizado, ao serem avaliados por testes

neurocomportamentais.

A presente pesquisa visou avaliar o possivel impacto da(s) toxina(s)
presente(s) na S. occidentalis, na prole de fémeas tratadas com a planta durante a

gestacao; no entanto, avaliando-se o sistema imune e hematopoiético.

A imunotoxicologia do desenvolvimento (DIT) €& uma subarea da
imunotoxicologia, que visa avaliar as manifestagcbes toxicas, decorrentes da
exposicao aos xenobidticos durante qualquer periodo de vida do organismo em
formagédo (LADICS et al.,, 2005; BELLINGER, 2005; KUSHIMA et al., 2007;
DIETERT, 2009). Os estudos mais incisivos relatando a maior sensibilidade do
organismo imaturo aos efeitos toxicos causados pelos xenobidticos, em comparagao

com o organismo adulto, surgiram na metade da década de 1970 (CHAPMAN;
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ROBERTS, 1984). Nesta direcao, varias pesquisas subsequentes demonstraram de
maneira consistente o acometimento do sistema imune de animais jovens (recém-
nascidos, recém-desmamados, pré-puberes e puberes), utilizando diferentes
xenobidticos como o diazepam (DESCOTES; TEDONE; EVREUX, 1982), aciclovir
(STAHLMANN et al., 1992), ciclofosfamida (HESSEL et al., 1994), dexametasona
(BAKKER et al., 2000), dietilbestrol (PIERSMA et al.,2001), extrato de carqueja

(Baccharis trimera) (GRANCE et al., 2008), entre outros.

De acordo com Landreth (2002), a exposicdo a xenobidticos durante a
gestacdo determina uma resposta sistémica de estresse oxidativo materno, que
compromete a estabilizagcdo da resposta imune inata do concepto, aumentando a

suscetibilidade dos mesmos a infecgdes.

E sabido que o oxigénio é essencial para a vida dos organismos aerdbios,
assim como a geracado das ROS é necessaria para a manutengado de importantes
processos fisioldgicos, como a reparagao do DNA durante a fase de replicagao deste
acido nucléico; é fato que uma fungao orgéanica 6tima seja baseada no equilibrio nos
niveis das ROS (KOVACIC; SOMANATHAN, 2008). Portanto, toda vez que a
formagdo das ROS excede a protecdo oxidante ou nao € responsiva, deve-se
considerar a ocorréncia de desordens genéticas, bem como metabdlicas de ordem
téxicas, que incidiam em danos celulares devido a injuria mitocondrial (KOVACIC et

al., 2005).

Na presente pesquisa, aqueles filhotes de maes tratadas com So4
apresentaram exacerbacdo do burst oxidativo; paradoxalmente a intensidade de
fagocitose dos neutrofilos desta prole estava diminuida. Portanto, pode-se supor que
estas alteragdes estejam relacionadas a desordens de origem mitocondrial e

fagocitose ineficiente pelos neutrdfilos, possivelmente de ordem congénita inerentes
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aos efeitos toxicos promovidos pela S. occidentalis nas mitocéndrias. No entanto,
deve-se considerar que os filhotes de maes do grupo PF também apresentaram
alteracdo neste parametro. Assim, neste momento ainda nao & possivel imputar os
efeitos verificados no burst oxidativo, exclusivamente ao efeito tdéxico produzido pela

planta.

Além disto, verificou-se que a prole de maes tratadas com a planta
apresentou manifestagdes hematoldgicas. No entanto, foram observadas estas
mesmas alteragdes naqueles filhotes provenientes de ratas do grupo PF. Portanto,
da mesma maneira que o concluido em relacdo aos dados relativos ao burst
oxidativo, seria precoce, neste momento, atribuir este achado a agdo de algum
principio toxico presente na planta. Assim, estudos posteriores devem ser

realizados, com o objetivo de melhor esclarecer estes achados.

O presente trabalho revelou que, em relagédo a toxicidade promovida pela S.
occidentalis, os ratos recém-desmamados foram aqueles que apresentaram as
manifestacdes toxicas mais sutis, pois 0s mesmos ndo demonstravam debilidades
fisicas de forma evidente, como observada em ratos adultos; entretanto, somente
com a analise dos parametros do sistema imune é que se verificou a maior

suscetibilidade dos mesmos.

Contudo, existe uma estreita correlagdo entre o sistema imune inato dos
animais recém-desmamados e adultos, e os toxicantes presentes na S. occidentalis.
Estes, indubitavelmente geram danos mitocondriais, especialmente nos érgédos com
maior demanda de oxigénio (CALORE et al.,1997; HARAGUCHI et al., 1998;

TASAKA et al., 2000).

Portanto, o tropismo dos principios ativos toxicos sobre as células da medula

0ssea em animais recém-desmamados, no presente trabalho, justifica o
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aparecimento de anemia em ratos adultos, anteriormente observada em nossa
Dissertacao de Mestrado. Consequentemente, o aumento no tamanho do bago aqui
descrito, em ratos recém-desmamados, estaria relacionado ao aumento da
proliferacdo hematopoiética extramedular compensatoria aos efeitos toxicos

produzidos nas mitocdndrias dos progenitores eritroides.

Concluindo, o presente estudo gerou um conjunto de dados substanciais em
relagdo aos efeitos toxicos promovidos pela S. occidentalis sobre o sistema imune
de animais jovens, bem como na prole de méaes expostas a ragdo contendo a planta.
A implementagdo do protocolo de 28 dias de tratamento possibilitou um maior
esclarecimento a respeito da toxicidade indireta da planta sobre a medula dssea,
associada ao aumento do bago verificado tanto nos animais desta pesquisa, quanto
naqueles de estudos precedentes. A presente investigacdo demonstrou também que
a inclusdo de um grupo de animais PF neste tipo de protocolo experimental contribui
de forma evidente para diferenciar as desordens nutricionais daquelas promovidas
por toxicantes, em estudos desta natureza. Assim sendo, uma importante sugestao,
oriunda desta pesquisa, é a inclusdo de um grupo PF naqueles protocolos de
imunotoxicidade propostos pelas principais agéncias regulamentadoras de avaliagao

de risco.
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6 CONCLUSOES



Conclusdes 199

6. CONCLUSOES

z

e E provavel que a queda no consumo de ragcdo por aqueles ratos recem-
desmamados, provenientes dos diferentes grupos expostos a S. occidentalis,
esteja diretamente relacionada aos efeitos toxicos da planta e ndo com sua

baixa palatabilidade;

e A diminuicdo no ganho de peso dos ratos recém-desmamados, tratados com
as maiores concentracbes de S. occidentalis, nao estaria exclusivamente
relacionada ao menor consumo de ragdo, mas também em fung¢ao da acéo
do(s) principio(s) ativo(s) toxico(s) desta planta, que provavelmente deve(m)

interferir negativamente no metabolismo animal;

e A acdo da S. occidentalis foi capaz de alterar o funcionamento normal do
sistema hematolégico dos ratos recém-desmamados, tratados com a maior
concentracdo de sementes da planta, induzindo a anemia microcitica e

hipocrémica;

e A diminuigdo da celularidade da medula 6ssea dos ratos recém-desmamados,
tratados com as maiores concentragdes de sementes da planta, seria devida

a toxicidade indireta no sistema hematopoiético;

e Aintoxicagao por S. occidentalis foi capaz de promover altera¢gdes nos 6rgaos
linféides de ratos tratados com as maiores concentragdes, acarretando

reducao no peso relativo do timo (So2 e So4) e no bago (So4);
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A S. occidentalis induziu a proliferacdo hematopoiética extra-medular e ao
aumento de megacariocitos multinucleados no bago de ratos recém-

desmamados tratados com a maior concentragao de sementes;

A S. occidentalis interferiu na resposta imune inata dos ratos recém-
desmamados, tratados com a maior concentracdo de sementes da planta,

devido a diminuicdo do burst oxidativo e da fagocitose de neutrofilos;

A S. occidentalis produziu toxicidade no bagco da prole de maes tratadas,
induzindo proliferacdo hematopoiética extra-medular, com presenca de

megacarioécitos multinucleados;

O aumento do burst oxidativo na prole de maes tratadas com a S. occidentalis
durante a gestagdo provavelmente esta relacionado aos efeitos tdxicos desta

planta;

A presenga de um grupo peer-feeding mostrou ser fundamental para melhor
avaliar a influéncia do estado nutricional sobre todos os parametros de

imunotoxicidade aqui avaliados.
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