APRESENTACAO ORAL - CATEGORIA DOUTORADO
EFEITOS CRONICOS DO USO DE SEMENTES DE SENNA
OCCIDENTALIS SOBRE O TECIDO HEMATOPOIETICO DE
RATOS

TELES, AVFF1; FOCK, RA2; GORNIAK SL1

1Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria da
Universidade de Sao Paulo, Brasil

2Departamento de Quimica Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo, Brasil

Introducdo: S. occidentalis ¢ uma planta leguminosa nativa da América do
Sul, mas também pode ser encntrada em outras regioes tropicais e subtropicais
do mundo (Tokarnia et al., 2000), como por exemplo, na Europa, Australia,
sul e leste dos Estados Unidos, Africa Oriental e India. Todas as partes da
planta sdo toxicas, mas a maior toxicidade da planta é encontrada nas suas
sementes. Apesar da toxicidade, a S. occidentalis é amplamente utilizada para
fins terapéuticos em seres humanos. Embora alguns defendam que a utilizagao
de S. occidentalis é segura para os seres humanos (Bin-Hafeez et al., 2001),
a perda de fluidos, hipocalemia e diarreia estdo bem documentadas com o
uso desta planta (Spiller et al., 2003). Outros efeitos secundarios observados
em seres humanos incluem a hepatite e as reagdes alérgicas associadas com
0 uso excessivo de sementes de S. occidentalis (Beuers et al, 1991; Marks et
al,, 1991; Helin e Makinen-Kiljunen, 1996; Spiller et al, 2003; Seybold et al.,
2004; Vanderperren et al, 2005). Dor abdominal, atividade intestinal excessiva
e assaduras também foram relatadas (Spiller et al., 2003). Além disso, estudos
toxicologicos revelaram alguns efeitos prejudiciais potentes a partir do uso
de sementes de S. occidentalis em diferentes espécies animais, tais como
miotoxicidade (Haraguchi et al,, 1998;. Furlan et al., 2014), hepatotoxicidade
(Tasaka et al., 2000; Soyuncu et al., 2008) e neurotoxicidade (Barbosa-Ferreira
et al., 2005). Embora a toxicidade da S. occidentalis tenha sido bem descrita
em varios tecidos, nao h4 relatos de seu efeito sobre o sistema hematopoiético.
O tecido hematopoiético apresenta alta capacidade proliferativa e, por
conseguinte, pode ser alvo de agao toxica de vérias substincias, incluindo
a S. occidentalis. Objetivo: Investigar, pela primeira vez, os efeitos da
administragdo cronica de sementes S. occidentalis em érgados hematopoiéticos
de ratos, incluindo a medula éssea e bago. Métodos: Cingiienta ratos Wistar
machos foram divididos em cinco grupos de 10 animais: controle negativo, os
quais receberam apenas ragdo comercial; trés grupos experimentais, tratados,
respectivamente, com 0,5% (S00.5), 1% (So1) e 2% (So2) de sementes de S.
occidentalis na ragao por 9o dias. Além destes grupos, também foi incluido
o grupo Pair-fed (PF), em que os animais receberam a mesma quantidade de
ra¢ao consumida pelos animais tratados com 2% de S. occidentalis, porém,
isentas de sementes da planta. Para tanto, iniciou-se a administragdo ao grupo
So2 vinte e quatro horas antes do grupo PFE. Este procedimento permitiu o
calculo da média da quantidade de ragao consumida pelos animais do
grupo experimental Soz2; a quantidade obtida por intermédio deste calculo
foi administrada aos animais do grupo PE Foram utilizadas sementes de S.
occidentalis do Instituto Bioldgico de Sao Paulo. Apos a coleta, as sementes
foram alojadas em local seco até o momento de serem moidas e adicionadas
a racao. Devido a possibilidade de inativagdo dos principios ativos pelo
aquecimento e, consequentemente, perda da toxicidade das sementes quando
da tritura¢do em moinhos de facas, foi realizado o procedimento a frio. Assim,
as sementes de S. occidentalis foram separadas dos cotilédones, congeladas
em nitrogénio liquido, trituradas em liquidificador comercial e incorporadas
a ragdo. Foram adicionadas diferentes concentragdes de sementes (0,5%,
1% e 2%) a ragdo, sendo esta mistura homogeneizada em misturador e,
imediatamente, peletizada. Os ratos receberam, pela via oral, veiculadas na

ragdo, diferentes concentragoes de S. occidentalis e foram observados por 9o
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dias para deteccdo de possiveis alteragoes fisicas e ocorréncia de morte. O
grupo controle recebeu dgua e ragdo pela mesma via e periodo. Ao término
de 9o dias de administracdo das sementes de S.occidentalis, todos os animais
foram profundamente anestesiados com uma solugdo de cetamina (5omg/kg)
e xilazina (smg/kg) por injegdo intraperitoneal. Apos a anestesia e eutanasia,
a medula ssea e bago foram coletados para a determinagio da celularidade.
As células da medula 6ssea foram obtidas da cavidade femoral dos animais,
apos a lavagem da mesma com 5 mL de solugdo gelada de meio RPML. E,
os esplendcitos foram obtidos a partir de um fragmento do bago de peso
conhecido. A viabilidade e contagem global das células nucleadas foram
realizadas em hemocitometro, utilizando o corante Tripan Blue diluido
6x em PBS. A partir das amostras de suspensao total de células da medula
4ssea obtidas conforme descrito anteriormente, foram preparadas laminas de
citocentrifugado e coradas pelo método May-Griinwald-Giemsa modificado
para avaliagdo do mielograma. A classificagdo das células da linhagem
granulocitica foi baseada na relagao nicleo-citoplasma; na afinidade tintorial
do citoplasma; na presenga ou ndo de granulagdes primaria ou secundéria no
citoplasma; no padrao de cromatina nuclear; na presenga ou nao de nucléolos;
no didmetro e segmentagdo ou ndo do nucléolo. Na série granulocitica,
foram considerada quatro etapas maturativas: (I) blastos, envolvendo o
hemocitoblasto e o mieloblasto; (II) formas jovens, englobando o promielécito
e o mieldcito; (III) formas em anel, correspondentes ao metamieldcito e ao
bastonete; (IV) segmentados, envolvendo as formas segmentadas a partir
de 2 16bulos nucleares. Os precursores eritroides foram classificados em: (I)
eritroblastos jovens, envolvendo os proeritroblastos e eritroblastos basdfilos;
(II) eritroblastos policromaticos, englobando todas as etapas em que as
células apresentaram cromatina condensada e citoplasma policromatico;
(ITI) eritroblastos ortocromaticos, incluindo células com nucleo de cromatina
picnotica e citoplasma eosinofilico. As células da linhagem linfocitéria,
envolvendo prolinfdcitos, linfocitos tipicos ou atipicos foram agrupadas
como linf6citos. Os promondcitos, mondcitos e macréfagos foram reunidos
em um grupo de células denominadas monomacrofagicas. Também foram
avaliadas as células da linhagem megacariocitica. Ap6s anélise do mielograma
foi importante estabelecer a razdo Mieldide/Eritréide (M/E). Esta razéo foi
obtida por meio do célculo do total de precursores mieldides em propor¢ao
ao total de precursores eritréides. Um indice igual a um determina que
ambas as populagdes sejam iguais em numeros; indices acima indicam uma
predominéncia das células mieldides enquanto que valores inferiores indicam
que as células eritréides sdo mais numerosas. Apos a eutandsia dos animais
pertencentes aos diferentes tratamentos, foram realizados os procedimentos:
hemograma completo; avaliagio macroscopica de possiveis lesdes e a coleta de
orgaos para analise histologica. Dentre estes 6rgaos, foram coletados o bago
e medula dssea para avaliagdo de possiveis lesdes microscopicas a partir de
cortes histoldgicos corados por Hematoxilina-eosina. A avaliagdo dos estoques
de ferro nos 6rgaos foi realizada com o emprego da Reagao de Perls.

Todos os resultados obtidos foram analisados com o emprego do programa
Graph Pad Prism 5. Os resultados foram, primeiramente, submetidos ao teste
de homocedasticidade da amostra e classificados em paramétricos e nao
paramétricos. Em seguida, foi utilizado o teste One-way Anova seguido do
teste de Dunnett para comparagio entre os grupos controle, tratados com
diferentes concentragdes de S. occidentalis na ragdo e grupo PE. O nivel de
significincia adotado foi de 0,05. Os procedimentos experimentais foram
realizados em conformidade com a Comissao de Cuidados e Uso de Animais
de Laboratdrio de Recursos da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, Brasil (n ° 152/ FMVZ / 2012 - 2692/2012 projeto ).
Resultados e Discussado: A hematotoxicidade pode ser manifestada
pela alteragdo do numero de células maduras no sangue ou na medula dssea
e, pode ser expressa pela destruigdo excessiva ou supressio da produgio de
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células do tecido hematopoiético (SHEN et al, 2005). O presente trabalho
mostrou que os ratos submetidos a diferentes concentragdes de S. occidentalis
na ragio apresentaram diminuicio no numero de leucécitos totais bem como
alteragdes nos parametros referentes a série vermelha, tais como diminui¢ao do
VCM e HCM, caracterizando uma anemia microcitica hipocrémica. Os valores
do hemograma corroboram as alteragdes observadas no mielograma destes
animais, uma vez que foi constatada a redugao significante da relagio M/E
e, portanto, um possivel efeito toxico da S. occidentalis sobre a medula 6ssea
durante o tratamento crdnico de 9o dias. A redugdo significante da relagao M/E
nos animais pertencentes aos diferentes grupos experimentais ocorreu devido
ao aumento progressivo de eritroblastos jovens e policromaticos na medula
éssea. Indices baixos da relagio M/E podem estar associados a uma anemia
regenerativa em fungdo de hemolise extravascular ou, ainda, a eritropoiese
ineficaz. A partir do mielograma foi observada a redugéo significante de
células blasticas e de todos os tipos celulares, especialmente, da linhagem
granulocitica, com predominio da linhagem linfocitdria. No entanto, uma
vez que os linfocitos estdo, continuadamente, recirculando, o seu aumento ou
diminui¢do néo reflete, necessariamente, alteragdo na linfopoiese.

A andlise diagnostica da medula dssea compreende, classicamente, a citologia.
Mais recentemente, tornou-se rotina o estudo histolégico. Desde o inicio
do projeto, estes dados foram integrados, pois, enquanto a citologia fornece
uma andlise mais detalhada das caracteristicas das células e permite a sua
quantificagdo, a bidpsia, analisar o tecido como um todo e permite o estudo
da estrutura do tecido hematopoiético. A analise anatomopatologica da
medula dssea de animais dos grupos experimentais indicou a existéncia de
um aumento progressivo da celularidade, caracterizando hiperplasia medular.
Estes resultados se correlacionam aos dados do mielograma.

Na anemia regenerativa foi observada diminuigdo da sobrevida das hemdcias
na circulagdo, resultante de hemolise extravascular realizada por macroéfagos,
especialmente, do tecido esplénico. Assim, o tratamento crénico com S.
occidentalis poderia estar associado ao processo hemolitico, haja vista a
observagao de aumento de hemossiderina no bago de animais tratados com esta
planta. O tratamento croénico com S. occidentalis também promoveu a redugio
significante na celularidade do bago bem como alteragdes anatomopatolégicas,
incluindo espessamento de capsula e rarefagio celular.

Na avalia¢do dos estoques de ferro medular efetuada com a Reagio de Perls foi
constada uma redugdo no score de ferro dos animais tratados com diferentes
concentragdes de S. occidentalis na racdo quando comparados aos respectivos
controles. A redugdo observada de granulos de ferro na medula éssea poderia
estar associada a um disturbio de reutiliza¢do deste mineral. Estes dados
confirmam os resultados obtidos na anélise morfométrica do bago destes
animais, haja vista a constatagdo de um aumento de depésito de ferro, na forma
de pigmentos de hemossiderina, em amostras esplénicas dos ratos tratados
com S. occidentalis na ragio por 9o dias. Conclusao: A administragio a
longo prazo de sementes de S. occidentalis pode promover hematotoxicidade.
Palavras-chave: Senna occidentalis; hematotoxicidade; medula dssea;
hiperplasia eritroide, ratos.
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Introducdo: A cocaina é uma das substincias com alto poder de adigdo
utilizada, nos dias de hoje pela sociedade que pode causar desejo, busca e uso
compulsivo e abusivo, mesmo diante de consequéncias negativas [1]. O numero
de usuarios de cocaina na forma de crack vem crescendo e a escolha por essa
forma decorre do baixo custo, facilidade de administragdo e da velocidade
e intensidade com que os efeitos aparecem [2]. O uso dessa substincia esta
associado ao prejuizo das habilidades de aten¢ao, memoria e fungdes executivas,
dificuldades em tomadas de decisdo, abstragdo e planejamento, possivelmente
associadas ao alto indice de recaidas e baixa adesdo ao tratamento por parte
desses pacientes [3]. E sabido que o hipocampo é uma das principais estruturas
envolvidas com os processos de memoria e aprendizagem e que os diferentes
tipos celulares dessa regido sao altamente vulneraveis a injurias, dessa forma,
morte celular nessa drea cerebral pode comprometer essas habilidades
cognitivas [4]. Os usudrios de crack estdo expostos ndo somente a cocaina
volatilizada, mas também a AEME, principal produto de pirélise da cocaina,
assim, Garcia et al. [5], examinando os neuronios hipocampais mostraram
que tanto a cocaina, quanto o AEME e a associagdo de ambas sdo passiveis de
reduzir a viabilidade celular a partir de 12h. Dessa forma, o presente trabalho
investigou a via de ativagdo das mortes celulares nesse tipo de exposigao.
Material e Métodos: Neurdnios hipocampais, obtidos de fetos de ratos
no 18° dia de gestagéo, foram cultivados (1,8 x 106 célula/pogo) por sete dias
a 37°C e 5% de CO2 em meio neurobasal acrescido de sopM glutamina +
25uM glutamato + 1% de penicilina:estreptomicina (10.000U : 10.000ug/mL)
+ 2% de suplemento b2y (Gibco). No sétimo dia de cultivo, as células foram
expostas a 2mM de cocaina (Coc), imM de AEME (A) ou a associagdo de
ambas por 3 e 6h. Dez mM de glutamato (Glu) foram utilizados como controle



