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Resumo

Realizou-se um estudo experimental sobre a atividade de Indigofera suffruticosa
Mill (Fabaceae), administrando doses de 10, 20, 30, e 40g/kg/p.v., sob a forma de
extrato aquoso a quatro caprinos (Capra hircus L.) e 10g/kg/p.v. da planta in
natura”ao quinto animal. Todos os caprinos eram machos, sem raca definida, com
cerca de um ano de idade. Os espécimes vegetais utilizados foram provenientes
dos municipios de Venturosa, Recife e Passira, apds andlise fitoquimica,
demonstraram semelhanca sendo positiva a presenca de indican, glicose e tracos
de proantocianidinas condensadas. Nao houve manifestacao de sinais clinicos ou
ocorréncia de 6bito pela ingestdo da planta. A urinalise, observou-se coloragao
esverdeada; aumento da densidade (>1040); presenca discreta de proteina, sangue,
e bilirrubina. Na sedimentoscopia, verificou-se principalmente, leucocittria. No
eritrograma pdde-se constatar anemia microcitica, ainda que discreta. As
alteracOes necroscopicas consistiram de ascite, e discreta palidez renal. O exame
histopatolégico revelou as seguintes alteragdes: no figado, tumefacdo e
vacuolizagdo de hepatécitos, necrose focal, dissociagdo de corddes hepéticos e
congestao e destruicdo de sinuséides. Nos rins houve, degeneracdo e necrose do
epitélio tubular, glomeruloesclerose e reatividade do endotélio vascular. No baco,
discreta hemossiderose e nos testiculos, degeneracdo. A leguminosa Indigofera
suffruticosa foi hepatotdxica, nefrotéxica e causou degeneracdo testicular em

caprinos (Capra hircus L., 1758).
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ABSTRACT

An experimental study about the activity of Indigofera suffruticosa Mill (Fabaceae),
was conducted, by administering doses of 10, 20, 30, and 40g/kg/p.v., of watery
extract the of the plant to four goats (Capra hircus L.) and 10g/kg/p.v. of the plant
“in natura” to the fifth animal. All the goats were male, with no specific race
(NSR), and about one year old. Vegetal specimens were brought from the town of
Venturosa, Recife and Passira, in after phytochemical analysis, plant from
different sites showed similarities and were positive to indicant, glycosis and also
had traces of condensed proanthocyanidins. There was neither manifestations of
clinical signs not the ocorrence of any death due to the plant ingestion. A greenish
coloration was observed the urinalysis; as well as the increase in density (>1040);
discrete presence of protein, blood and bilirubin. By the sedimentoscopy,
leucocidin, haematuria, besides the presence of renal, urethral cells, cylinders and
calcium and phosphate crystals were verified. By the erythroanalysis discrete
microcitic anemia, was exhibited. necroscopy alterations consisted of ascites and
discrete renal paleness. Histopathological examination the liver, had swelling
tumefaction, and vacuolization of hepatocytes, necrotic areas, dissociation of
hepatic cords and destruction of sinusoids, areas of congestion and sinusoidal
congestion. In the kidneys, there was tubular lesion, degeneration and necrosis of
tubular epithelium, glomerulosclerosis, and reactivity of vascular endothelium.
The spleen showed discrete hemossiderosis and testicles had testicular
degeneration. The leguminosae Indigofera suffruticosa was hepatotoxic, nephrotoxic

and caused testicular degeneration in goat (Capra hircus L., 1758).
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem se firmado no mercado internacional como um importante
produtor comercial de bovinos, porém, no senso agropecudrio de 2004, o efetivo
caprino alcancou a maior variacdo positiva do Pais em relagdo ao ano anterior,
sendo que, 93% de um efetivo de 10.046.888 dos caprinos registrados no Pais esta
concentrado no Nordeste, principalmente nos Estados da Bahia e Pernambuco
(Bce, 2006). Em nosso Estado, o rebanho caprino encontra-se em maior
concentracdo na regido do sertdo e, a despeito das pesquisas desenvolvidas no
sentido de oferecer diversidade de vegetais forrageiros adaptaveis as condicdes
edafocliméticas que expressem resultado na produtividade, a maioria dos animais
é cotidianamente exposta a vegetacdo nativa. Algumas espécies de Indigofera tém
sido usadas para a alimentagdo animal pelo potencial forrageiro, dentre estas, I.
suffruticosa, popularmente conhecida como anil, anil de bode, bananinha é uma
leguminosa muito bem adaptada e difundida no sertdo pernambucano. De boa
palatabilidade, é comumente ingerida por bovinos e caprinos, especialmente
quando hd escassez de pasto. A informagdo de que a ingestdo desta planta por
bovinos induz a anemia hemolitica despertou o interesse de alguns pesquisadores
sobre o seu potencial toxico. Assim, foi comprovada nessa espécie, a toxicidade de
I. suffruticosa através do tratamento experimental feito por Barbosa Neto et al.
(2001). Nao ha, contudo, relatos bibliograficos sobre qualquer tipo de atividade
deste vegetal na espécie caprina, dessa forma, desenvolveu-se esse estudo com o
intuito de avaliar em caprinos, as possiveis altera¢des clinicas, laboratoriais e
anatomopatoldgicas deflagradas pela ingestdo experimental de I. suffruticosa nesta
espécie e assim contribuir com o acervo de informagdes sobre as plantas que sdo

naturalmente ingeridas por estes animais no sertdo pernambucano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As plantas sdo seres vivos complexos e seu formiddvel metabolismo
desencadeia a producdo de uma grande variedade de substdncias quimicas
(ouivera et al. 2003). Elas produzem metabolitos primarios ou macromoléculas
(lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos), essenciais a todos os seres
vivos para a manutencdo das células, e secundarios ou micromoléculas, os quais
sdo encontrados, geralmente, em baixas concentracdes e atuam na defesa do
vegetal como dissuasorios alimentares, sendo um bom exemplo os taninos,
presentes em frutos verdes até o seu completo desenvolvimento e depois
desaparece; saponinas, cumarinas, limondides, quassindides, lactonas
sesquiterpénicas e iridéides, que devido ao sabor amargo desestimulam os

herbivoros (stasi, 1996; simoEs et al., 2003).

Para Vickery & Vickery (1981), Osweiler (1998) e Oliveira et al. (2003), as
toxinas parecem ser adjuvantes no mecanismo de sobrevivéncia da planta, por
isso, muitas delas tém sabor amargo e desagradével (alcaldides) que induzem os
herbivoros a evitar essas plantas que as contém ou induzem acentuadas alteragdes
fisiol6gicas que reduzem o desenvolvimento ou a sobrevivéncia de seus

predadores.

Também ocorre a alelopatia, quando um vegetal compete com outro pelo
fornecimento de 4gua, luz e nutrientes e este fendmeno ocorre entre individuos da
mesma espécie, notadamente quando ha falta de agua e/ou nutrientes e é
denominado autotoxicidade ou autopatia (von Poser et al., 1996). Sobre a
quimiotaxonomia vegetal, foi observado que plantas diferentes nascidas em solos
idénticos continham produtos diferentes, enquanto que, plantas anélogas nascidas
em solos diferentes formavam produtos andlogos, o que significa que a

composicdo quimica é também um cardter taxonoémico (simoEs et al., 2003).

O metabolismo secundério diferencia-se do primario basicamente por ndo
apresentar reagdes e produtos comuns a maioria das plantas, sendo especifico de

determinados grupos, sendo a expressdo da individualidade quimica e diferem
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entre espécies qualitativa e quantitativamente. Estas substdncias podem estar
presentes na planta o tempo inteiro ou apenas sdo produzidas mediante estimulos
especificos, por isso, a regulacdo do metabolismo secundario depende da
capacidade genética da planta em responder a estimulos internos ou externos e da

existéncia desses estimulos no momento apropriado (smoes et al., 2003).

Sob o ponto de vista pecudrio, Melo (1998) e Tokarnia et al. (2000b), definiram
planta téxica como sendo aquela que, ao ser ingerida por animais domésticos de
fazenda, em condicGes naturais, causa danos a satde ou a morte, e Oliveira &
Akisue (1997), acrescentam que todo vegetal é potencialmente toxico (stasy, 1996;

sIMOEs et al., 2003).

Embora muitas plantas sejam citadas como toéxicas, a margem de certeza sobre
a toxicidade de uma planta é limitada porque hé a interferéncia de diversos fatores
como, estacdes do ano, condi¢des ambientais, variedades e cultivares, além disso,
para que um quadro téxico seja estabelecido, é necessdrio que os mecanismos
proprios de defesa de cada organismo sejam vencidos e, neste contexto, uma
planta pode ser potencialmente téxica e ndo provocar intoxicagdo, o que pode ser
interpretado como auséncia de toxicidade (Rier-correa et al., 1993; cheekg, 1998;

TOKARNIA, et al., 2000a).

Com relacdo as condicdes que levam a intoxicagdo de animais, Riet-Correa et
al. (1993) e Bastos et al. (1994) afirmam que, esta situagdo depende de fatores como
variacOes de palatabilidade, j& que algumas forrageiras, leguminosas e plantas
invasoras sdo muito palataveis e normalmente consumidas por animais, embora
existam outras que, por sua pouca palatabilidade sejam ingeridas apenas em
condicdes especiais. A fome é determinante para a inducao a ingestao de plantas,
mesmo aquelas com menor palatabilidade, quando ha caréncia de forragem ou
privagao de alimentos, especialmente, porque alguns vegetais toxicos permanecem
verdes em épocas de estiagem. Vegetais podem ser ingeridos por
desconhecimento, durante o transporte e acomodagdo em regides onde ha

espécimes que ndo sdo habituais. Além disso, ha o vicio pelo gosto especial de
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alguns vegetais; outros sdo ingeridos por estarem muito préximos ou associados,

ou até mesmo fenados junto aqueles palataveis (Tokarnia et al., 2000b).

O acesso a plantas toxicas, a dose e o periodo de ingestao fazem parte da
toxicologia das plantas, uma vez que essas precisam ser ingeridas em quantidades
suficientes para causar a toxicose e, em alguns casos, é necessario que esta

ingestdo seja continua ou periddica. (Toxarnia et al., 2000Db).

Embora a possibilidade da existéncia de substdncias toxicas em um vegetal seja
limitada e a intoxicacdo ocorra sob determinadas condigdes, existe um elevado
namero de plantas com toxicidade documentada (cueeke, 1998). Varias dessas
substancias podem causar envenenamentos graves em animais domésticos

quando ingeridas ou expostas ao contato com a pele (oLiveERra et al. 2003).

Quando, porém, uma planta é muito toxica, rapidamente ela é identificada e
erradicada. O mesmo ndo acontece com as plantas que contém principios com
efeitos toxicos de acdo lenta e cumulativa no organismo dos animais. Neste tltimo
caso, a ingestdo poderia levar os animais ao emagrecimento, aparecimento de
lesdes e morte ocasional, cuja ocorréncia poderia ser atribuida a outras causas

(BARBOSA et al., 1983).

Desta forma, a toxicidade de toda planta suspeita, deverd, conforme explicam
Tokarnia & Dobereiner (1986), Tokarnia et al. (1989) e Tokarnia et al. (2000b), ter
sua toxicidade comprovada experimentalmente na espécie animal que
espontaneamente a ingere, e os resultados ndo devem ser extrapolados para outra
espécie animal. A administracdo do material vegetal devera ser feita por via oral,
em virtude da variacdo da acdo das substancias toxicas de acordo com a via de

introdugdo no organismo.

Algumas vezes, diagnésticos incorretos tém sido aplicados, principalmente,
quando ocorrem o6bitos relacionados a etiologias obscuras e/ou na falta de uma
causa justificavel, dificultando a adocdo de medidas profildticas adequadas
(TokaRNIA et al., 2000b). E importante diagnosticar correta e especificamente, isto é

possivel através da identificacdo do espécime, feita por médico veterindrio que
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conhega sobre plantas téxicas e os quadros clinico-patolégicos relacionados a cada
uma delas, baseando-se no maior nimero de dados possivel, na epidemiologia,
presenca da planta e na ocorréncia dos fatores estresse e fome. Deve-se considerar,
sobretudo o histérico, uma vez que, alguns animais morrem antes de
manifestarem claramente os sintomas da doenca, além da verificacdo de exames
clinicos e achados necroscépicos (Rier-Correa et al., 1993; Tokarnia et al., 1979 e

TOKARNIA et al., 2000b).

Tokarnia & Dobereiner (1986) concluiram que, para se chegar ao diagnostico
de intoxicagdo por plantas em bovinos e outros herbivoros, por vezes, é necessério
recorrer a procedimentos laboratoriais para diferenciar de doencgas causadas por
outros agentes que promovem agdo e sintomatologia semelhantes as das causadas

pela planta téxica.

Quanto ao conhecimento sobre plantas toxicas, os seguintes aspectos sao
importantes: as perdas econdmicas decorrentes das mortes ou a queda de
produtividade dos animais (tempordria ou permanente), e o dominio das
informagdes basicas, dados, erros e confusdes que existem sobre o tema

intoxicagdes por plantas (Tokarnia et al., 2000a).

Raiva, Botulismo e intoxicacdo por plantas sdo, no Brasil, as causas mais
importantes de morte para bovinos, embora haja caréncia de dados sobre a
freqtiéncia das causas de mortalidade de animais (Tokarnia et al., 2000b). Riet-
Correa & Medeiros (2001) afirmam que, é dificil estimar as perdas por morte de
animais intoxicados por plantas, porém, sabe-se que, as perdas econdmicas
ocorrem de forma direta, por 6bito, diminuicdo dos indices reprodutivos por
abortos, infertilidade e malformagdes, reducao da produtividade nos animais
sobreviventes e outras alteracdes resultantes de doencas transitérias, como o
aumento da susceptibilidade a outras doencas devido a depressdao imunoldgica; e
as perdas indiretas comportam os custos do controle de plantas nas pastagens,
medidas de manejo para evitar intoxicagdes, utilizagdo de cercas e pastoreio

alternativo, aquisicdo de gado para reposicdo dos mortos, gastos relacionados ao
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diagnostico e tratamento dos animais afetados (Rier-Correa et al., 1993; Jawmss,

1994).

Alcantara & Butarah (1999) comentam que, nossos rebanhos normalmente
alimentam-se de gramineas tropicais, embora essas possuam baixo valor protéico
e sofram estacionalidade, por isso, é aceitavel que, em épocas criticas do ano, esta
alimentacdo seja suplementada com leguminosas, as quais crescem em periodos
secos por mais tempo que as gramineas, possuem teores mais altos de proteinas
por unidade e por drea, apesar da massa seca ser bem menos expressiva que a das
gramineas e por isso, recomenda-se o uso de leguminosas arbustivas na formacao
de pastos mistos. Dentre essas forrageiras, alguns géneros ja sdo utilizados como
Cajanus, Desmanthus, Leucaena, Indigofera e outros. As leguminosas do género
Indigofera possuem altos teores de proteina, tolerdncia a seca, inundagdes e a
salinidade dos solos e por isso foram consideradas promissoras como forrageiras

ou como suplemento protéico na alimentagdo de ruminantes e ndo ruminantes

(AyLwarp et al, 1987).

A Indigofera endecaphylla Jacq. ou spicata, tem sido utilizada como adubo
verde, cobertura de solo, forragem verde, concentrado e pasto; a Indigofera hirsuta,
desenvolve-se bem em solos arenosos e moderadamente pobres, vegetam em solos
acidos e em regides baixas, pode estar presente como planta nativa e abundante
em pastos naturais e de forma invasiva em pastos artificiais, como também é
encontrada nos limites de cerrados e ladeando estradas (Alcdntara e Butarah,
2004). Alylward (2005) ressalva que, a presenca de substancias deletérias em
muitas espécies pertencentes ao género Indigofera tem limitado o uso dessas

espécies como alimento.

2.1. Indigo

Espécies de Indigofera sdao conhecidas como produtoras de um pigmento

denominado indigo (Figura 01 - p), considerado a mais importante tintura azul
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para a humanidade desde a época pré-histérica (Sivon et al., 1984; Kun LEstar,

1998; Crark et al. 1993).

Os povos no mundo tém usado durante séculos o indigo de fontes naturais
(Indigofera, Polygonum, Lonchocarpus, Marsdenia, Strobilanthes e Isatis) para colorir
produtos téxteis e roupas. Na Europa medieval, uma grande industria cresceu em
torno da producao desse pigmento a partir da Isatis tinctoria (CLark et al. 1993;
FerreRrA et al., 2004), no entanto, no inicio do século xvi, esta a industria declinou
porque o indigo importado, obtido de espécies de Indigofera, especialmente a I.
tinctoria L. e L. suffruticosa Mill., tinham superior qualidade e baixo preco. Este fato
desencadeou o desaparecimento completo da Isatis tinctoria., mas, até a introdugao
do indigo sintético no mercado, este tipo de pigmento era obtido de plantas
(Kokusun, 1998). A completa substituicdo comercial do indigo derivado de plantas
pelo produto sintético ocorreu em meados de 1890 e demonstrou que houve pouco
investimento em estudos cientificos para a producdo do indigo natural (Hurry,

1930; Scumipt, 1997; OBERTHUR, 2004a).

Conforme Minami et al. (1996) e Minami et al. (1997) o indigo é um pigmento
natural derivado do glicosideo incolor da forma endlica do indoxil, o indican
(Figura 01-a) sendo a Isatis tinctoria (nativa da India e Asia) e a Indigofera
suffruticosa (nativa da América Central e do Sul) as espécies mais conhecidas por

conté-lo (PranTts & TextiLes, 2005).

Na busca dos precursores do indigo, em 1855, foi descrito um composto
considerado idéntico ao precursor do indigo em Indigofera sp e Polygonum
tinctorium, mas, s6 em 1900 foi estabelecida a estrutura do indican em Indigofera

como indoxyl-B-p-glicosideo (OserTHUR et al., 2004a).

Em 1967 foi relatado que, em Isatis tinctoria, o precursor do indigo era o
indoxil-3-(5-ketogliconato), presente em maior quantidade, e o nome proposto
para esta nova estrutura foi isatan s (Figura 01- c); em menor proporcao, o indican
também ¢é um precursor na planta. Recentemente, isolou-se um precursor

adicional, o isatan ¢, o qual ainda ndo tem uma estrutura definitiva proposta
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(Koxusun, 1998; OserTHUR et al., 2004b). Lu (1986), Xia & Zenk (1992) consideram

que o indol é o precursor na biossintese do indigo.

Sabe-se que o material vegetal colhido em estado fresco contém precursores
do indigo como o isatan B (Isatis tinctoria L.) e o indican (Polygonum tinctorium Ait.),
os quais tém uma distinta sensibilidade as condicdes de estocagem e extracdo

(Smvon et al. 1984; Kun Lestary, 1998).

Independente do material vegetal, a quimica da extracdo do pigmento e
preparagdo é similar. Apods a coleta da planta, durante o estagio de fermentacao, o
glicosideo do indoxil é convertido por hidrélise enzimatica a indoxil que é
oxidado pela exposicdo ao ar para “leuco-indigo” e entdo a indigotina (em Isatis
indigotica). Como uma reagdo paralela durante a fermentacao, o indoxil em excesso
é oxidado a isatan que se condensa com mais indoxil para fornecer o pigmento
rosa avermelhado, a indirubina (Figura 01 - E), cuja presenca da as tinturas do

indigo um tom roxo (Smvon et al. 1984; Kun Lestary, 1998; Ferremra et al., 2004).
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Figura 01: Moléculas referentes ao indican (a), Isatan A (8), Isatan B (c), indigo
(p) e indirubina (g).

Chanayath et al. (2002), analisando a separagdo e estrutura quimica dos
componentes do indigo, compararam aqueles predominantes nos pigmentos
obtidos de Indigofera tinctoria Linn. e Baphicacanthus cusia Bremk. (Ben, 1981; Tang,
1987) e constataram que a maceragao de folhas frescas destas plantas, por 24 horas,
é a condicdo 6tima para a extracdo efetiva do indigo. Os maiores componentes do
extrato de indigo bruto dos dois tipos de plantas sao os pigmentos azul (indigo) e

seu isomero, o vermelho (indirubina), similar ao indigo azul na estrutura. A
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Indirubina, também foi obtido de Polygonum tinctoria (Marr et al., 1990; SHIN &
LEg, 1993).

A indirubina tem aplicacdes terapéuticas. Em estudos experimentais, inibiu o
carcinoma do pulmao de Lewis e o carcinosarcoma 256 de Walker em ratos. Em
um estudo clinico, o tratamento de pacientes com Leucemia mielocitica cronica
com indirubina e doses de magnésio 300-450 mg observou-se, diariamente, 26% de
remissdes completas e 33,4% de remissdes parciais (INDIRUBIN COOPERATIVE GROUP,
1980). Também foi relatado que a indirubina obtida da Indigofera tinctoria pode
ativar a imunidade celular e a adenosina monofosfato ciclica de leucécitos em
pacientes com leucemia mielocitica cronica (Han, 1994), embora o mecanismo de
como a indirubina atua nas células imunocompetentes para regular funcdes

fisiol6gicas ndo tenha sido esclarecido ainda (Kunikara et al., 2000).

Apesar das aplicagdes terapéuticas, sabe-se que o género Indigofera sp.
também apresenta atividade tdéxica. Hoehne (1939) descreve as Indigoferas
brasileiras como “pequenos arbustos pluriramosos que medram em quase todos
0s recantos e, especialmente, nas imediagdes das cidades e vilas”. A época, se
acreditava que o indigo ou indican era um alcaléide, insoltvel em dgua que podia

ser facilmente obtido.

Na Indigofera spicata (endecaphylla), foi encontrado um componente téxico, o
acido B-nitropropionico (Cookg, 1955). Atualmente, sabe-se que este espécime
contém um aminodcido téxico, a indospicina, que é estruturalmente similar a
arginina e atua inibindo a incorporacdo da arginina as proteinas dos tecidos e
causa lesdes hepaticas como necrose e cirrose nodular em bezerros e ovelhas que
consomem a planta (ChristiE et al., 1971, DeMunk et al., 1972; Cheekg, 1998).

Também pode levar bovinos e outros animais ao 6bito (FINNEGAN & MUELLER, 1965;

MiLLer & Smith, 1973), tendo ainda atividade teratogénica (Pearn & Hecarty, 1970).

Segundo Finnegan & Mueller (1965), Majak et al. (1992) e Garcez et al. (2003),
o género Indigofera também contém ésteres de glucose de &cido 3-nitropropandico

(I. oblongifolia, 1. linnaei, 1. suffruticosa, I. spicata ou endecaphylla). Na Indigofera
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linnaei, foram isolados trés ésteres 3-nitropropanoila da .-glucose, a 1,2,6-tri-O-3-
nitropropanoila-f3-p-glucopyranose (karakin) e 2,3,4,6-tetra-O-3-nitropropanoila-a-
~glucopyranose, e 3, 4, 6-tri-O-3-nitropropanoila-a-,-glucopyranose. No estudo
feito Garcez et al. (2003), foi descoberta a ocorréncia dos compostos 2-4-
nitropropanoico neste género. Esses compostos sdo conhecidos como toéxicos para
animais de fazenda e insetos devido a sua conversao para &cido 3-

nitropropandico, uma toxina respiratéria que inibe enzimas mitocondriais

(ANDERsON et al., 1998).

Barbosa Neto et al. (2001), estudando a espécie Indigofera suffruticosa
constataram que, em bovinos, a planta determina anemia hemolitica e
hemoglobindria, sendo esta enfermidade também determinada por outros
vegetais. Cheeke (1998), relacionou as plantas que reconhecidamente causam

anemia hemolitica em animais (Quadro 01).

Quadro 01 - Demonstrativo das plantas que causam Anemia hemolitica.

.N(if?.e Non;e PriI":l.CipiO Referéncia
cientifico popular ativo bibliografica

Acer rubrum Acer vermelho Nao identificado Osweiler (1998)
Allium sp. Cebola Dissulfeto de N- Munday & Mans (1994)

propila Osweiler (1998)
Brassica sp. Repolho G.luc?S}nolatos eo Eyre et al., 1983

Nabo aminodcido sulfoxido Blood (1991)
Couve-flor de s-metil cisteina

No Brasil, além da Indigofera suffruticosa, a Brachiaria radicans e Ditaxis
desertorum sdo conhecidas por causar a enfermidade hemolitica (Tokarnia et al.,
1997, Barsosa NEtO et al., 2001). Riet-Correa et al. (2001) relataram que Brachiaria
radicans e Ditaxis desertorum afetam bovinos, ovinos, eqiiinos e bubalinos e
acrescentam que bovinos jovens parecem ser menos suscetiveis, sendo que os

primeiros casos podem ocorrer 5 a 10 dias ap6s o inicio do pastejo.

Anemia hemolitica € uma doenca cronica, na qual se observa-se urina escura,
miccdo freqiiente e intermitente, taquipnéia, fezes escuras, pastosas ou semi-
liquidas, mucosas palidas, emagrecimento progressivo, andar cambaleante com

perda de equilibrio e ocasionalmente sialorréia. No hemograma e urinélise,
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observa-se anemia hemolitica e hemoglobintria respectivamente (Rier-Correa et

al., 2001).

A Brachiaria radicans é uma graminea que além do principio ativo responsavel
pela anemia hemolitica também possui alto teor de nitrato (ANDRrRADE et al., 1971),
os achados de necropsia consistem em rins tumefeitos e de coloracdo marrom e a
histopatologia revela congestdao do tufo glomerular com ruptura de alguns
capilares e presenca de material eosinéfilo de origem hemoglobinica nos espagos
de Bowman e nos tabulos; nestes, ha destruicdo do epitélio e deposicao de

pigmento sob forma de granulos.

A Ditaxis desertorum (Euphorbiaceae) ndo tem nome popular e causou em
carater experimental, segundo Tokarnia et al. (1997), hemoglobintria e anemia
com doses diarias de 1,0 a 2,5g/kg/p.v. da planta fresca, a partir do quarto ao
oitavo dia do inicio da administracdo. Trés a cinco dias apds a crise
hemoglobintrica, os sintomas desapareceram em alguns animais, embora esses
continuassem a ingerir a planta, o fendmeno implicou numa répida recuperagao
dos valores hemaéticos. No animal que veio a 6bito, observou-se a necropsia,
mucosas esbranquicadas, sangue aquoso, bexiga com urina cor de vinho tinto, rins
aumentados de volume de coloracdo marrom-escura, esplenomegalia moderada e
figado de cor alaranjada com aspecto mosqueado. Na histopatologia, verificou-se

nefrose hemoglobintrica e distrofia hepatica com necrose centrolobular e

degeneracao vacuolar periférica.

O diagnostico da Anemia hemolitica deve ser baseado na constatacao da
hemoglobintria, anemia e pela presenca da planta. Nao ha tratamento especifico,
mas podem ser realizadas transfusdes de sangue e soroterapia. Se os animais sdo

retirados das pastagens, recuperam-se rapidamente (Rier-Correa et al., 2001).

Carlton & McGavin (1998), relataram que as anemias podem ser induzidas
por substancias que inibem o metabolismo dos eritrécitos ou que causem
desnaturacdo e precipitacdo da hemoblogina. O eritrécito, sendo uma célula
anucleada, sobrevive pela produgao continua de atp produzido pelo metabolismo

Z

da glicose e essa energia é necessaria para manter o conteido de céations do



27

eritrocito, o ferro na forma divalente, os grupos sulfidrila da hemoglobina, as
enzimas na forma reduzida e a integridade da membrana. Essa tultima
compreende uma camada dupla de lipidio onde certas proteinas estdo ligadas,
possui resisténcia e flexibilidade, ainda assim, um distarbio nesse arcabougo

complexo, pode provocar hemdlise.

O metabolismo dos eritrocitos é capaz de neutralizar radicais téxicos de
oxigénio, pelo glutation reduzido que impede a desnaturacdo da hemoglobina. A
ingestdo da substancia deletéria agride oxidativamente os eritrocitos de animais
pela sobrecarga desse ambiente de reducdo. A precipitacdo da hemoglobina
instavel no eritrécito é manifestada na forma de agregados densos e irregulares
denominados corptisculos de Heinz e a formacdo de metemoglobina parece ser
um pré-requisito no desenvolvimento e precipitagdo de hemoglobina desnaturada.
O resultado final é lesdo eritrocitaria com perda de cations, da maleabilidade e
fixagdo de imunoglobulinas a proteinas de membranas alteradas. Ocorre

destruicdo eritrocitiria mediada por macréfagos e hemdlise intravascular

(CHevILLE, 1993; CaRLTON & McGavin, 1998).

Um aspecto importante no diagnéstico dessas anemias é a constatacdo da
presenga de corptsculos de Heinz em eritrdocitos, os quais sdo visiveis em

esfregacos de sangue como protrusdes das células (CarLtoN & McGavi, 1998).
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2.2 Indigofera suffruticosa Mill.

A Indigofera suffruticosa Mill. é uma Fabaceae, familia com cerca de 12.000
espécies distribuidas em 482 géneros presentes nas regides tropicais e subtropicais,
dos quais ha descritos no Brasil, 88 géneros nativos ou subespontineos e 19

cultivados (Cronguist, 1981; Barroso, 1984).

Habita solos arenosos ao longo dos rios ou costa maritima associada a prados
umidos da planicie. As espécies dessa familia estio bem adaptadas as regides
semi-aridas, sdo pouco exigentes e crescem em solos pobres, ladeando estradas,
em terras araveis, solos com pH e fertilidade baixos, vegetando espontaneamente
em quase toda parte, principalmente nas imediacdes de cidades. (Braca, 1976;

ALLEN & ALLEN, 1981; BARrROSO, 1984; 1zAGUIRRE & BeyHAUT, 1998).

Etimologicamente Indigofera vem do grego Indikon (da India) e do latim fera
(planta), segundo Genaust (2005). Essa leguminosa tem como sinonimia Indigofera
anil, Anila tinctoria Vera Kuntze, I. comezuelo Mog. & Sessé ex pc, I. divericata Jacq., I.
drepanocarpa Berg, 1. Guatimala Lunan, I. tinctoria Mill., I. uncinata G. Don, sendo
popularmente conhecida, em inglés, como wild indigo, guatemala indigo, leaved
indigo (Sierra Leone), west. Indian indigo, em francés é chamada de indigotier
sauvage, em alemao, westin discher indigo, hindi-vilaitinil (Malay-tarum), em
espanhol, aiiil, afiil amarrén (Antilhas - América Central), azul azulejo (Antilhas -
América Central), azul de hoja, jiquelite (Antilhas - América Central), na
Colombia é platanito de tinto e em portugués, anil, anil de pasto, anil-dos-

tintureiros, Anileiro. (Bania, 1979; Howarp, 1988 e Liocier, 1990).

E descrita como um arbusto perene que alcanca 1 a 2 m de alturae 1 a 2 cm
em diametro no caule (Figura 02). O arbusto pode ter talos mdltiplos,
especialmente, se foi agredido por pastejo ou fogo. Os caules sdo cinza-marrons, as
folhas verdes claras, sdo pinadas, com 7 a 15 foliolos oblongos ou ovais glabros na
face e no verso, 1,5 a 2,5 cm de comprimento e aproximadamente 9 mm de largura.

As flores sdo mitdas, numerosas, albo-réseas ou amareladas, em racemos axilares.
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Possui pequenas vagens encurvadas com 6 - 10 sementes. Ndo tolera sombra nem

cresce em matas fechadas (Braca, 1976, Howarp, 1988; Liocier, 1990).

Em regides temperadas, cresce da primavera ao outono, produzindo flores na

primavera e frutos maduros no verdo (ALLEN & ALLEN, 1981; IzAGUIRRE & BEYHAUT,

1998).

Indigofera suffiuticosa Mill.
Tmage processed by Thomas Schoepke
‘www.plant-pictures. de

Figura 02: Desenho esquematico de Indigofera suffruticosa Mill.

E nativa nos Estados Unidos meridional, na Ameérica do Sul tropical,
subtropical e nas ilhas caribenhas. Foi naturalizada no Havai e estd presente na
Samoa americana, em Guam, grupos de ilhas no pacifico. Estd distribuida na
América tropical, Argentina subtropical, Brasil, Paraguai e Uruguai. No Brasil, foi
encontrada em Campo Grande, Estado do Mato Grosso do Sul (Garcez et al, 2003),
é reconhecida como planta invasora bem adaptada as condigdes do Nordeste e, ha
relatos que no Estado da Bahia, I. suffruticosa esta difundida, sendo utilizada como
suplemento protéico por produtores rurais (Near, 1965; Howarp, 1988; BATaTINHA et

al., 1994; Barsosa et al, 2001).

A planta tem sido utilizada como fitoterdpico no tratamento de infec¢des (ALt

et al., 1999 e Danro, 1999), inflamacdo (Buaskar et al., 1982; Lerte et al., 2003) e
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outras enfermidades como a epilepsia humana (Roig, 1974; Ananp et al, 1979) e
modelos animais (Mc Namara, 1984; Argjo et al., 1996 e Wong et al, 1999). Na
medicina tradicional da India e China, o indigo foi usado no tratamento de
epilepsia, bronquite, hepatites e doencgas psiquiatricas, embora ndo haja evidéncia
cientifica real para estas aplicagdes (ANAND et al, 1979). No Brasil, a planta tem sido
usada como infusdo ou decocgdo (Matos, 1999). Alejo et al. (1998), acrescentam
ainda que um dos metabolitos mais abundantes do extrato aquoso de I. suffruticosa
sdo os flavondides os quais tém atividade antiinflamatéria. Dominguez et al.
(1978), estudando a fitoquimica de I. suffruticosa no México, encontrou uma
flavona denominada louisfieserone, a qual demonstrou atividade antibiética para

bactérias gram-positivas e negativas.

Em anos de boa pluviosidade, Indigofera suffruticosa aparece em quantidade
suficiente para provocar surtos de intoxicacdo, a qual determina em bovinos,
anemia hemolitica e hemoglobintria. H4 prejuizo econémico relacionado com a
perda de peso, queda na producdo de leite dos animais acometidos e com o
tratamento. Muitos criadores mencionaram que alguns animais abortam, mas este

fato ainda ndo foi comprovado (Barsosa et al., 1983).

2.2.1 Toxicologia

Leite (2003) fez um ensaio preliminar de toxicidade aguda do extrato
aquoso das folhas de I. suffruticosa utilizando doses de 50, 150, 300, 600, 1.200 e
2.000 (mg/kg/p.v.) em camundongos, por via intra-peritoneal e ndo conseguiu
determinar a pLsp, porque nao houve indice de mortalidade durante as 72 horas de
observacdo. Nessas condigdes, a autora considerou o extrato aquoso de I
suffruticosa praticamente atoxico. Porém, Ferraz et al. (1998) ressalta que, o
mecanismo de agado das substancias encontradas nesses vegetais nao foi totalmente
elucidado e hd poucos estudos desenvolvidos no sentido de avaliar os efeitos

desses extratos e principios ativos, especialmente com relacdo a toxicidade.
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Ribeiro et al. (1991) observaram efeito hepatotéxico em camundongos
expostos intraperitonealmente ao extrato aquoso dos frutos de I. suffruticosa. Em
relacdo ao efeito toxicogenético, apenas o grupo tratado com 12,5% da dose téxica
demonstrou significancia estatisticamente, em virtude do incremento a freqtiéncia
de células com aberragdes cromossdmicas. Por isso, o autor recomenda que antes
da utilizacdo da planta como alimento para gado, seja feita uma avaliacdo

cuidadosa.

Barbosa Neto et al. (2001), investigando a informagdo de que a 1. suffruticosa
Mill era incriminada por criadores de diversas areas do Nordeste como causadora
da uma doenga caracterizada por hemoglobintria em bovinos, fizeram um estudo
experimental nessa espécie animal, utilizando partes aéreas da planta,
administrando doses de 10, 20, 30 e 40g/kg/p.v. em doses didrias e constataram
que, apesar da continuidade da administracdo da planta, a hemoglobintria é
transitoria, mas acompanhada de apatia, mucosas visiveis de coloragao
esbranquigada, pelos arrepiados, anorexia, diminuigdo da freqiiéncia e intensidade
dos movimentos ruminais, taquicardia, pulso venoso positivo e dispnéia.
Acrescentaram ainda que, antes da crise hemolitica, a urina apresentava coloragao
verde azulada e, a despeito da crise hemoglobindrica, nenhum animal veio a ¢bito

durante o experimento.

Blankenship (2001), também intoxicou experimentalmente um bezerro com
40g/kg/p.v. de partes aéreas da Indigofera suffruticosa. Vinte e duas horas apoés a
ingestdo, o animal desenvolveu hemoglobintria que persistiu até o quinto dia.
Outros sinais clinicos incluiram apatia, mucosas pdlidas, anorexia, decréscimo da
freqtiéncia e intensidade dos movimentos ruminais, marcada taquicardia com
disttrbios na freqiiéncia e intensidade dos movimentos respiratérios. Antes da
crise hemolitica, a urina apresentou cor azul ou verde e tornou-se vermelho-vinho
ap6s deflagrada a hemodlise. A mucosa prepucial ficou azulada por causa da

excrecao do pigmento azul presente na planta.

Dos animais eutanasiados no estudo de Barbosa Neto et al. (2001), observou-

se a necropsia palidez, bexiga com urina cor de vinho tinto, rins aumentados de
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volume de coloracdo marrom-escura, figado com parénquima de coloracdo
azulada e lobulacdo perceptivel. Blankenship (2001), também verificou achados
semelhantes em seu experimento, acrescentando que o figado tinha coloracdo

azulada na superficie capsular e ao corte.

A histologia revelou alteracdes no figado sob a forma de necrose coagulativa
e predominou a tumefacdo e/ou microvacuolizagdo citoplasmatica dos
hepatécitos. No rim, acentuada nefrose associada a grande quantidade de filtrado
e/ou hemoglobina nos espagos de Bowman dentro de tibulos e do citoplasma das
células epiteliais (Barsosa NEeto et al., 2001). Blankenship (2001) observou que os
principais achados histopatolégicos estavam nos rins e figado, onde se encontrou
necrose coagulativa centrolobular caracterizada pelo citoplasma acidoéfilo e
picnose e cariorrexia. Também foi observada estase biliar. As lesdes hepéticas e
degenerativas foram atribuidas a anoxia decorrente da anemia. Nos rins
degeneragdo do epitélio tubular, proteinose (hemoglobina) e gotas hialinas no
citoplasma do epitélio tubular (nefrose hemoglobintrica). Nos rins existiam
degeneracdo e necrose das células do epitélio tubular associadas com grandes
quantidades de filtrado proteinaceo (hemoglobina) no espaco urinario e luz
tubular. Grande ntimero de depésitos hialinos foi observado no citoplasma das

células epiteliais.

Ao final do experimento, Barbosa Neto et al. (2001) concluiram que I.
suffruticosa causa enfermidade hemolitica ndo fatal para bovinos, verificaram
queda acentuada no hematécrito (até 8%), hemoglobina em torno de 2g/dl e o
ntimero de hemacias abaixo de 2,0x10°/mm?®. Ficou evidente a recuperacao dos
animais apesar dos mesmos continuarem a receber a planta e Blankenship (2001),
pode constatar que Indigofera suffruticosa em bovinos é caracterizada pela anemia
macrocitica hipocrémica com sinais de intensa regeneracao medular. Os sinais
clinicos descritos para a intoxicagdo sao compativeis com um processo hemolitico

intravascular.

Apos a descoberta do indigo sintético, o interesse sobre esta planta reduziu

bastante, havendo poucos dados sobre a sua fitoquimica. Atualmente, sabe-se que
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Indigofera suffruticosa Mill. tem sido utilizada na medicina chinesa, suscitando
assim o interesse de alguns pesquisadores. No que concerne a Medicina
Veterindria, os relatos existentes a incriminam como téxica para bovinos, por isso,
a proposta desse estudo foi verificar a atividade da planta em caprinos, uma vez
que, como planta invasora, adaptada ao clima e solo pernambucano, é uma

leguminosa prolifera, participando do pasto nativo ao qual esta espécie animal

esta exposta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar as alteragdes clinicas, laboratoriais e anatomopatoldgicas resultantes da
atividade de Indigofera suffruticosa Mill. (Fabaceae) em caprinos (Capra hircus L.

1758) experimentalmente tratados.

3.2 Objetivos especificos

« Comparar, através da prospeccdo fitoquimica, os espécimes de Indigofera
suffruticosa Mill., originarios dos municipios de Venturosa, Passira e Recife, todos

em Pernambuco;

« Verificar os sintomas, alteracdes urindrias e hematolégicas evidenciadas na

espécie caprina advindas da ingestao de Indogofera suffruticosa Mill.;

« Detalhar as alteragdes morfolégicas macroscépicas e microscopicas resultantes
da atividade de Indigofera suffruticosa sobre os tecidos dos caprinos

experimentais;

« Averiguar se Indigofera suffruticosa Mill., administrada na forma de extrato

aquoso e “in natura”, tem atividade toxica sobre a espécie caprina;

* Constatar, através da cromatografia em camada delgada, se ocorre a presenca do

indican ou de seus derivados na urina dos animais experimentais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi feita a andlise fitoquimica de Indigofera suffruticosa; a
experimentagdo animal com a administracdo de diferentes doses da planta na
forma de extrato aquoso e “in natura” a caprinos (Capra hircus L. 1758), e a coleta
de amostras bioldgicas dos animais quando em experimentacao (urina e sangue) e
fragmentos de 6rgaos obtidos ap6s o 6bito, para analises laboratoriais, além de

analise cromatogréfica da urina dos animais experimentais.

4.1 Material vegetal

As andlises fitoquimicas foram efetuadas com material originario dos
municipios de Venturosa, Passira e Recife (campus da uvrree), Pernambuco, Brasil,
constituindo-se das sumidades floridas recentemente coletadas de individuos
adultos. Amostras testemunhas dos espécimes foram processados consoante
técnica usual de herborizacao (Mori et al., 1986). Encaminhou-se um exemplar do
espécime vegetal, contendo partes aéreas (caule, folha, flor e fruto) ao herbario
Dardano de Andrade Lima na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(ira), o qual foi registrado sob o n° 25/2005 sendo identificado como Indigofera

suffruticosa Mill., (Figura 3).

As andlises fitoquimicas da planta foram realizadas no vraboratério de
Farmacognosia, pepartamento de ciéncias rFarmacéuticas (pcF), universidade rederal

de Pernambuco (UrrE).

4.1.1 Abordagem fitoquimica de Indigofera suffruticosa Mill. (Fabaceae).

O material vegetal foi processado de acordo com os procedimentos do
Laboratério de Farmacognosia, os quais estdo fundamentados nos estudos de
Markham (1982), Wagner (1996) e Harborne (1998) e consistiram da extracdo por

infusdo metanoélica (20ml) de aproximadamente cinco gramas de folhas e caules de
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Indigofera suffruticosa Mill. recentemente coletadas, finamente fragmentadas em
microprocessador doméstico, aplicando-se aliquotas (15 pl) dos extratos em placas
prontas de gel de silica', empregando-se diversos sistemas de desenvolvimento e
reveladores apropriados (Tabela 01), conduzindo a prospeccdo de alcaldides,
polifenendis  (cumarinas, glicosideos de fenilpropanéides, flavonoéides,
proantocianidinas, derivados cinamicos e taninos gdalicos), terpendides
(monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides), esterdides,
iridéides, sapondsidos, glicosideos cianogénicos e agucares redutores, utilizando-

se reveladores adequados e observagdo em camara ultra-violeta® (uv), para a

visualizacdo das manchas cromatogréficas referentes as substancias de interesse.

N2 b, 03

Figura 03: Habito Indiofra
suffruticosa Mill.,,

Recife (Campus da
urree) PE/Brasil, 2006.

" Alugram® siL /uv254 art. nr 818133, Germany.
? Chromato — v.h. Ultra-Violet products, inc, usa
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Tabela 01. - Metabdlitos, sistemas de eluicdo, reveladores e referéncias
bibliograficas utilizadas para a Abordagem fitoquimica da
Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.

Metabélitos Fase mével Reagente Referéncia
Acucares redutores ACOEt — N-ProH - H,0
(57:32:13v/v) NEU Wallenfels (1950)
Alcal6ides ACOEt — N-PTOH — HO
(57:32:13v/v) Dragendorff =~ Wagner (1996)
Cumarinas Eter-tolueno- acon
(5050 : 50 v /) u.v. Robertson (1956)
Derivados cindmicos ACOEt — HCOOH — ACOH — Hy0
(100:11:11: 26 v/v) NEU Wagper (1996)
Fenilpropanoglicosideos ACOEt — HCOOH — ACOH - H0
(100:11:11:26 v/v) NEU Wagner (199)
Flavonéides ACOEt — HCOOH — ACOH — Hy0 NEU Markhan (1982)
(100:11:11:26v/v) Neu (1956)

Glicosideos cianogénicos

Reacdo com tiras de picrato de
Na sob aquecimento

Harborne (1998)

Indican ACFlE(,;O_ :chlof);{l_: ‘;%OS/_V;IZO ucla 5% Obertur (2004a)
Iridoides AC?lE(;O_ :chlo:oill_: A2C60§/'V;IZO 2{3?1111;22 Wagner (1996)
Proantocianidinas AczleéO— :chlo?;ll—: A2C60$/—VI;ZO C\I/jr?g;lilz Robertson (1956)
Saponésidos afrogenicidade - Costa (2000)
Tgslggie;gdes e (SBOE;(;;HVS) Lﬁiiﬁ? Sharma (1991)

Drogas e reagentes usados na abordagem fitoquimica

v BAmirina P.A. (MERCK)

v' 3 Sitosterol P.A. (MERCK)

v Acetato de etila P.A. (MERCK)

v' Acetona P.A. (REAGEN)

v Acido acético P.A. (MERCK)

v Acido cloridrico P.A. (REAGEN)

NN

AN

v" Anisaldeido (FLuka)

Acido férmico P.A. (MERCK)
Acido gélico P.A. (MERck)
Acido ursélico (EXTRASYNTESE)
Acido sulftrico P.A. (MErck)
Agua destilada P.A. (MERCK)

Anidrido acético P.A. (MERCK)



v Benzeno P.A. (MERCK)

<\

Butanol P.A. (MErcK)
Cloroférmio P.A. (MERCK)
Difenil Boriloxietilamina P.A. (FLukaA)

Eter Dietilico P.A. (MERCK)

LSRN NN

Formol P.A. (MERCK)

AN

Metanol P.A. (MERCk);

v" N-propanol P. A.( MERCK)

v/ Saponina (MERCK);

v" Tampao fosfato pH =5 P.A. (MERCK);
v" Tolueno P.A. (MErRCK);

v" Vanilina P.A. (CARLO ERBA);

Equipamentos

v" Balanca eletronica de precisao cenaka mod. BG 1000;

Balanca Semi-analitica riLizoLa mod. p/ 5 Kg;

< <

Bomba de vacuo;
Camara fotogréfica digital Sony Ciber shot psc P43
Camara Ultra-violeta (250 - 365 nm) CHROMATO-VUE;

Estufa Precision Thelco Model 18;

< S s

\

Multiprocessador ArRNO;

<\

Rotavapor BucHI INSTRUMENTS 5060 - cv.

Outros

v Borrifadores para revelagdo em ccp;
v" Colunas cromatogréficas;

v' Cubas cromatogréficas para ccp;

v Placas cromatograficas merck Art. 015533;
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4.1.1.1 Pesquisa de agucares redutores

Aliquotas de emr e emc foram submetidas a co-cromatografia com glicose e
fucose, empregando-se uma mistura de acoet - n-pron - 1,0 (5,7 :3,2:1,3 v/v). A
revelagdo do co-cromatograma foi efetuada com aplicacdo de cloreto de
Trifeniltetrazolio, seguido de aquecimento em estufa (100 °C) durante 5 minutos.
O surgimento de manchas com coloracdo vermelha evidenciaria a presenca de

agtcares redutores, utilizando-se como padrao glicose e rhaminose.

4.1.1.2 Pesquisa de alcaldides

Fracdes dos extratos metanodlicos das folhas (emr) e caules (Emc), foram
submetidas a co-cromatografia em camada delgada (ccp), tendo como fase mével
uma mistura de Acoet - N-proH - H0 (5,7 : 3,2 : 1,3 v/v), os cromatogramas foram
revelados com o reagente de Dragendorff. A deteccao da presenca de alcaléides
estd relacionada ao surgimento de fortes manchas de coloracdo alaranjada

semelhantes a pilocarpina, usada como padrao (WAGNER, 1996).

4.1.1.3 Pesquisa de cumarinas

As amostras de EMF e Emc foram submetidas a co-cromatografia,
empregando-se uma mistura de éter-tolueno-AcOH 10 % (50 : 50 : 50 v/v), em
seguida, observando-se em camara de u.v.(365 nm). Manchas de fluorescéncia azul
foram usadas como critério de evidéncia da presenca de cumarinas em

comparagdo com o padrao utilizado, a umbeliferona.
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4.1.1.4 Pesquisa de Derivados cindmicos

N

As amostras de emr e EMc foram submetidas a co-cromatografia com
verbascosideo empregando-se uma mistura de acoet - HCOOH - AcoH - H0 (100 : 11 :
11 : 26 v/v) como fase movel, revelando-se o cromatograma por observagdo em
camara ultra-violeta (uv a 365 nm) seguindo-se de aplicacdo do reagente NEu, e
nova observacado sob luz uvv, utilizando-se o 4acido clorogénico como padrdo, onde
as manchas de fluorescéncia azul claro que passam a azul intenso ap6s a aplicacao

do reagente, eram consideradas a evidéncia da presenca de derivados cinamicos.

4.1.1.5 Pesquisa de fenilpropanoglicosideos

As amostras de emr e emc foram submetidas a co-cromatografia (ccp) com
verbascosideo empregando-se uma mistura de acoet - HCOOH - AcoH - H0 (100 : 11 :
11 : 26 v/v) como fase movel, revelando-se o cromatograma por observagao em
camara ultra-violeta (uv a 365 nm) seguindo-se de aplicacdo do reagente NEu, e
nova observacdo sob luz uv, onde as manchas de fluorescéncia azul claro que
passam a verde-limdo apds a aplicacdo do reagente, eram consideradas a

evidéncia da presenca de glicosideos de fenilpropanéides.

4.1.1.6 Pesquisa de flavonoéides

Aliquotas de emr e Emc foram submetidas a ccp, empregando-se uma
mistura de ACOEt - HCOOH - AcoH - H,0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v), revelando-se o
cromatograma com o reagente de Neu (difenilboriloxietilamina), procedendo-se a
observacdo em camara de u.v. (365 nm). Manchas de fluorescéncia alaranjada,
amarela, vermelha ou verde, consoante o esqueleto molecular, foram usadas como

critério para a constatacdo da presenca de flavonoéides.
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4.1.1.7 Pesquisa de glicosideos cianogénicos

Foram tomados 1g de folhas jovens de macaxeira (Manihot utilissima
POHL.), 1g de folhas jovens e 1g de caule e 1g de Indigofera suffruticosa Mill.,
finamente repicadas e acondicionadas individualmente em tubos de ensaios, os
quais foram vedados com tampa as quais ficavam presas, tiras de papel de picrato
de sodio. Os tubos foram mantidos em banho-maria a uma temperatura de 45°C
durante 40 minutos, para que fosse observada ou ndo a mudanga de coloragdo da

tira. A coloracdo avermelhada é o indicativo de positividade.

4.1.1.8 Pesquisa de indican

N

Aliquotas de evr e Emc foram submetidas a ccp, empregando-se uma
mistura de Acoet - HCooH - AcoH - H0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v), a presenga de
coloragao vermelha apds imediata revelacao com acido cloridrico a 5% em meon foi

usado como critério determinante da existéncia de indican.

4.1.1.9 Pesquisa de iridoides

Aliquotas de emr e Emc foram submetidas a co-cromatografia com padrao
de ipolimida, empregando-se como fase mével uma mistura de Acoet - HcooH -
ACOH - H,0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v), revelando-se com vanilina sulftrica, seguida de
aquecimento em estufa al00 °C, durante 5 minutos. O surgimento de manchas
com coloracdo violeta foi usado como critério diagnostico da presenca de

iridéides.
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4.1.1.10 Pesquisa de proantocianidinas

Aliquotas de emr e emc foram submetidas a co-cromatografia, utilizando-
se o extrato metanodlico de Sterculia foetida como padrdo, empregando-se uma
mistura de AcOEt — HCOOH - AcoH - H0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v), a presenca de
coloragdo vermelha apds imediata revelagdo com vanilina cloridrica foi usada
como critério determinante da existéncia de proantocianidinas condensadas (Rt
préoximo ou coincidente com o ponto de aplicagdo) e leucoantocianidinas (Rs

proximo ao “front”).

4.1.1.11 Pesquisa de saponésidos

Aliquotas de 100 mg de extrato de emr e Emc foram colocadas em tubos de
ensaio, diluidas com dgua destilada e submetidas ao teste de afrogenicidade, onde
as solucdes previamente submetidas a forte agitagdo manual por cerca de 30 trinta
segundos, foram em seguida mantidas em repouso, observando-se a consisténcia e
a persisténcia da espuma produzida por cada amostra. A persisténcia de espuma
abundante por mais de 15 minutos era o indicativo usado a constatacao da

presenca de sapondsidos (costa, 2001).

4.1.1.12 Pesquisa de triterpendides e esterdides

N

Amostras de vr e EMc foram submetidas a co-cromatografia com, Ac.
Ursolico, B-amirina e (-sitosterol, empregando-se uma mistura de AcOEt - C;Hs
(20 : 80 v/v). A revelacao foi feita com o reagente de Liebermann-Burchard
(Suarma, 1991), seguido de aquecimento em estufa (100 °C), por 5 minutos.
Procedendo-se a visualizacdo do cromatograma no visivel e em camara de u.v.
(365 nm). O surgimento de manchas com coloracdo levemente résea a
avermelhada foi usado como critério de evidéncia da presenca de triterpendides e

esterdides.
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4.1.1.13 Pesquisa da atividade hemolitica de Indigofera suffruticosa Mill. in

vitro

Em virtude da planta causar, em bovinos, anemia hemolitica e
hemoglobintria, desenvolveu-se um ensaio para a observacdao da atividade
hemolitica “in vitro”. Utilizaram-se extratos hexanicos, metandlicos, aquosos e
acetato de etila, de Indigofera suffruticosa Mill., segundo a técnica proposta por
Aldea (1945). Dissolveu-se em salina (NaCl 0,9%), quatro gramas de gelatina,
aquecendo a temperatura de 40°C. Pronta a suspensao, deixou-se esfriar a 35°C,
quando foi incorporado a suspensdo de hemacias, obtida de sangue de caprino e
desfibrinada pela agitacdo com microesferas, A gelatina foi espalhada em placas
de petri, nas quais incluiu-se fragmentos de papel de filtro embebidos com
diversos extratos da planta e uma amostra padrdo com solucdo de saponina®, a
qual, promove hemdlise. Deixou-se descansar por 24 horas e apds esse periodo,
observou-se a ocorréncia ou nao de halos em torno das amostras da planta. O halo
limpido semelhante ao produzido pelo padrdo saponina, era o indicativo de

positividade.

4.2 Animais e instalacoes

O protocolo de experimentacdo foi desenvolvido no aprisco do pepartamento
de medicina veterinaria (pmv) da universidade rederal rural de rernambuco (UFRPE).
Seis caprinos (Capra hircus L. 1758), machos, mesticos e clinicamente sadios, com
aproximadamente um ano de idade foram manipulados na experimentacao. Os
animais passaram por um periodo de adaptacao ao ambiente por quinze dias, sob
as mesmas condi¢des higiénico-sanitarias. Nesta fase, procedeu-se a afericdo de
pesos e a identificacdo individual foi feita pelas caracteristicas da pelagem. A

alimentagdo consistiu de feno de capim tifton* (Cynodon spp.) e agua ad libitum.

* Merck art. 7695
* Laranjeiras



44

4.3 Protocolo de experimentacao

A abordagem clinica dos animais foi efetuada segundo as recomendacdes de
Rosenberger (1983), Blood (1991) e Smith (1993), consistindo em exames diarios do
comportamento geral, da avaliagdo do estado de higidez, da aferi¢do e anotacao
das fungdes vitais como temperatura, freqiiéncia cardiaca, observacao dos
movimentos respiratérios e ruminais; exame do globo ocular, para observacao da
coloracdo da mucosa e vasos episclerais; da avaliagdo dos linfonodos superficiais e

grau de desidratacdo.

Em virtude da dificuldade da obtencdo da planta em &reas préximas ao local
da experimentacdo em quantidades suficientes, quatro dos cinco animais
experimentais (01, 02, 03 e 04) ingeriram o extrato aquoso de Indigofera suffruticosa
Mill., coletada em Venturosa, por sonda orogastrica, sendo este material vegetal
pesado de acordo com o tratamento pré-estabelecido para os animais
experimentais, acondicionado em sacos plésticos e conservados sob refrigeracao,
sendo trituradas com &gua em processador doméstico momentos antes da

administracao.

A trés animais (01, 02 e 03) administrou-se o extrato aquoso de I. Suffruticosa
durante oito dias, as doses de 10, 20 e 30g/kg respectivamente. Ao quarto animal,
40g/kg em uma tnica dose; o quinto animal ingeriu 10g/kg de folhas “in natura”
recém coletadas no Campus da urrrE durante oito dias consecutivos, o sexto

animal, considerado controle, alimentou-se exclusivamente de feno e agua a

vontade (Tabela 02).

O modelo experimental escolhido estd fundamentado nos experimentos
realizados por Barbosa Neto et al. (2001), o qual, estudando os efeitos da Indigofera

suffruticosa Mill. em bovinos, utilizou doses diarias de 10 a 40g/kg/p.v.



45

Tabela 02: Delineamento geral das doses de Indigofera suffruticosa,
administradas experimentalmente a caprinos (Capra hircus L.

1758), PE/Brasil, 2006.
Peso Tratamento Periodo  Total ingerido
Animal (kg) (g/kg) Estado daplanta Total (g) (dias) (g)
01 29 10 Extrato aquoso 200 08 1.600
02 12 20 Extrato aquoso 240 08 1.840
03 12 30 Extrato aquoso 360 08 2.780
04 21 40 Extrato aquoso 840 1 840
05 18 10 “in natura” 1800 08 1.800
06 20,5 - - - - -

4.4 Coleta de amostras biolégicas e avaliacoes laboratoriais

Coletou-se urina uma vez antes e duas vezes ap6s a administragdo do extrato
aquoso ou “in natura” com intervalos de trés horas entre cada obtencao, através
de micgao espontanea, conforme recomenda Garcia-Navarro (1996) e Smith (1993).
Este procedimento foi viabilizado pela fixagdo de coletores pediatricos plasticos’
na regido urogenital. As amostras recém obtidas eram acondicionadas em tubos de

plastico estéreis, graduados e com tampa.

Na urinalise foram examinados os aspectos fisicos como volume, coloragao,
aspecto, odor e densidade, sendo esta ultima obtida através do refratometro
1, . . 6 . .. , . 7 .
clinico uricon®. O pH foi verificado através de tiras reagentes’ enquanto pesquisou-
se sangue oculto, proteinas, cetonas, bilirrubina e uribilinogénio e exame do

sedimento conforme procedimentos recomendados por Finco (1989).

O sangue foi coletado através de venopungdo da jugular externa, utilizando-se
agulhas descartaveis (40 x 12 mm), tubos de ensaio e frascos com anticoagulante.
Ap6s antisepsia no local da puncdo e garroteamento, a primeira fracao do sangue,
destinada ao hemograma, foi coletada e acondicionada em tubos de cinco
milimetros contendo solu¢do aquosa a 10% de sal dissédico de
etilenodiaminotetracetato (epra), a segunda fracdo em tubos de dez mililitros

deixou-se para a coagulacdo do sangue e apds retracdo do coagulo, o soro foi

> Coleflex — 100 flexor
¢ Atago Optical Words Co
7 Multistix sc Bayer Diagnostico
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aspirado, centrifugado e congelado a 20°C até a realizacdo das avaliacOes
bioquimicas. Esfregacos sangtiineos foram feitos sob laminas novas e
desengorduradas para a contagem diferencial de leucécitos e outras observacdes
relativas as hemacias, plaquetas e leucécitos, além da pesquisa do corptsculo de

Heinz (Morris, 1993).

As contagens celulares foram efetuadas pela técnica do hemocitdometro
determinacdo do eritrograma. A contagem de hemacias foi feita pelo método do
hemocitometro, a  dosagem de  hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina®, o hematdcrito pela técnica do microhematocrito

(FeLpman, 2000).

A contagem diferencial foi feita a partir de estiramento sangtiineo corados
com corante Panético’ e leitura em microscopio 6ptico’ segundo técnica descrita

por Feldman et al. (2000).

Para as analises do perfil bioquimico sangiiineo, utilizou-se kits comerciais’
para as dosagens e a leitura foi feita em analisador bioquimico semi-automético'.
A creatinina foi determinada pelo método cinético (LutsGarten & WEeNk, 1972), as
atividades enzimaticas da Gama Glutamil Transferase (ccr) sérica, pelo método
cinético otimizado (Szaz, 1969), do Aspartato Amino Transferase (ast) sérica
segundo a técnica cinética uv otimizada (McpoucaLL et al., 1991). A uréia foi
determinada por reagentes' e a leitura feita por colorimetria' (Corneriius, 1989).
Para a pesquisa dos corptsculos de Heinz utilizou-se metodologia para esfregacos
e coloragdo azul cresil brilhante a partir do sangue com epbra recomendadas por

Morris (1993) e Feldman (2000).

Todas as amostras biologicas de urina e sangue, coletadas durante a
experimentagdo foram encaminhadas imediatamente apds a obtengdo ao

Laboratério de ratologia clinica do pmv/ UFRPE.

¥ Reagente de COR

? New prov./Parané/Brasil
12 Olimpus Bx41

" ceLm Modelo sB-190

"2 LapTEST diagnostica s/a
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Ao término do periodo experimental, os animais foram sacrificados e para
esse procedimento, todos foram sedados com xilazina a 10% e posteriormente
inoculados, por via endovenosa com solucdo saturada de sulfato de magnésio.
Apbs o Obito, procedeu-se a necropsia para exame morfolégico e coletou-se
fragmentos de 6rgaos para a histopatologia, conforme recomendam Mejia (1981),

Vasconcelos (1988) e Moreno & Gémez (2003).

Fragmentos de figado, rins, baco e testiculo foram coletados e fixados em
solucdo de formol a 10% neutra e tamponada por 24 horas e processados (recorte,
desidratacdo, diafanizagdo, impregnacdo e emblocamento em parafina). Os blocos
foram laminados em micrétomo® obtendo-se seccdes com espessura de cinco pm
que foram corados pela técnica hematoxilina-eosina (HE), de acordo com Luna

(1968) e Prophet et al. (1992), sendo examinadas ao microscopio 6ptico™.

As necropsias e amostras coletadas post mortem foram registradas e

processadas no Laboratério de Patologia Animal do pmv/UFreE.

B Leitz, 1512
4 Leitz-Dialux 20
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4.5. Analise cromatografica da urina

Tendo realizado a prospeccdo fitoquimica e verificado as substancias
presentes na planta passiveis de ter atividade na economia animal, foram

analisadas 15 amostras de urina para a pesquisa destes elementos.

O co-cromatograma foi feito com 15yl de cada amostra, referente ao segundo,
quinto e oitavo dia da experimentagdo dos animais 01, 02, 03, 04, 05 juntamente
com uma amostra do extrato metandlico de Indigofera suffruticosa Mill. A fase
estacionaria utilizada foi uma placa cromatografica de gel de silica” e a fase
movel, um sistema com ACOEt — HCOOH - AcOH - H,0 (100 : 11 : 11 : 26 v/v), ap6s a
percolacdo, o co-cromatograma foi revelado com o reagente Hcl a 5%, conforme
recomendacgdo de Obertiir (2004a). A observacdo de manchas semelhantes na cor e
R¢ ao padrdo (extrato metandlico de I. suffruticosa Mill.) era o indicativo de

positividade.

15 Merck Art. 015533
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5. ResuLtapos E Discussio

A planta utilizada no experimento possui as caracteristicas taxonomicas
descritas por diversos autores, e geralmente, é encontrada em terrenos
descampados, a pouca sombra, com alturas de 50 cm a 2 m, com folhas verdes,
medindo de 1,5 a 2 cm e pequenos frutos com um a 1,5 cm de comprimento,
vagens em forma de foice e agrupados (Figura 03), fixados na regido axilar do
caule, onde estao inseridas hastes com pequenas flores de tom réseo (Figura 03).
Foi também observado que a Indigofera suffruticosa estd bem difundida nas regides
da zona-da-mata, agreste e sertdo do Estado de Pernambuco como planta
invasora, sendo eventualmente consumida por bovinos e caprinos. Um desenho
esquematico foi elaborado a partir de espécimes coletados para identificagdo

botanica (Figura 04).

Késia Alcantara
2006

Figura 04-A: Indigofera suffruticosa Mill. com flores e
sementes.PE/Brasil, 2006.
Figura 04-B: Desenho esquematico de Indigofera suffruticosa Mill.,
coletada no Campus da urrre, demonstrando a disposicao
das folhas e frutos. PE/Brasil, 2006.
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5.1. Abordagem fitoquimica da Indigofera suffruticosa Mill. (Fabaceae)

As fragdes do extrato metanodlico de folhas (Emr) e extrato metandlico de caule
(emc) de Indigofera suffruticosa Mill., provenientes dos municipios de Venturosa,
Recife (campus da urreE) e Passira, submetidas a co-cromatografia, apresentaram
semelhanca nos resultados e foram negativas para alcaldides, derivados
cindmicos, cumarinas, fenilpropanoglicosideos, glicosideos cianogénicos,
iridéides, sapondsidos e triterpendides. Ocorreu positividade para glicose
(agucares redutores), demonstrado na Figura 05, tragos de luteolina 7,glicosideo
(flavonoide), tragos nos caules referentes a taninos catequicos ndo hidrolisaveis

(proantocianidinas condensadas) e indican (Figura 06) e Tabela 03.

Tabela 03: Demonstrativo da prospeccao fitoquimica dos extratos metandlicos
de folhas (emr) e caule (emc) de Indigofera suffruticosa Mill. dos
municipios de Venturosa, Recife (urrre) e Passira. PE/Brasil, 2006.

omf EMC
Metabdlitos UFRPE Passira UFRPE Passira
VENTUROSA VENTUROSA
Acucares redutores positivo positivo  positivo positivo positivo  positivo
Alcaléides negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Derivados cindmicos negativo  negativo negativo negativo negativo negativo
Cumarinas negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Fenilpropanoglicosideos  negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Flavonoides negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Glicosideos negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
cianogénicos
Indican positivo positivo  positivo positivo positivo  positivo
Iridéides negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Proantocianidinas +¥ +* +* +* +* +*
Saponésidos negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Triterpendides e negativo  negativo negativo  negativo  negativo negativo
Esterdides

Obs: +**- taninos catequicos ndo hidrolisaveis (proantocianidinas condensadas)

A glicose é sintetizada pelos vegetais a partir de precursores inorganicos como
co, e agua através da fotossintese para atender as exigéncias fundamentais da

planta através do seu metabolismo (Santos, 2003).
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Rhamnose

Glicose

Figura 05: Co-cromatograma demonstrando a presenca de glicose
em emF e EMc de I. suffruticosa Mill. oriundas dos
municipios de Venturosa, Passira e Recife (campus da
urree), utilizando rhamnose e glicose como padrao.
PE/Brasil, 2006.

Taninos catequicos ndo hidrolisdveis (proantocianidinas condensadas) ou
taninos condensados ocorrem em plantas lenhosas e tém atividade biolégica como

bactericida e fungicida (Santos, 2003).

Na pesquisa do indican, utilizando-se como reagente vanilina cloridrica ou
sulftirica, a mancha relativa a esta molécula apresentou cor vermelho-tijolo (Figura
06), e este resultado ficou melhor expresso do que o demonstrado por Obertiir et
al. (2004a) no qual se observa uma fraca mancha azul claro. O resultado foi
positivo tanto no extrato metandlico de folhas quanto no de caules das amostras

analisadas.
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Figura 06: Co-cromatograma demonstrando a presenca de indican
em emr de I. suffruticosa Mill. oriundas dos municipios
de Passira, Recife (campus da urrre) e Venturosa.
PE/Brasil, 2006.

O resultado da prospeccdo fitoquimica demonstrou que as substancias
observadas em evidéncia como a glicose, e outros elementos fracamente presentes
(tragos) sdo constituintes comuns a muitos vegetais. O que diferencia esta planta
de outras é a presenca do indican (figura 06). A confirmagao desta substancia foi
feita pela investigacdo das amostras hidrolisadas pelo calor e particionadas com
butanol. O cromatograma feito com este material revelou ndo mais a presenca da
mancha vermelho-tijolo e sim manchas azul e réseo, que sao relativas ao indigo e
indirubina respectivamente, conforme descrevem Chanayath et al. (2002) e

Oberttir et al. (2004a).

Nenhum dos extratos de Indigofera suffruticosa, submetidos ao agar-sangue
promoveu o halo hemolitico observado na amostra padrdo com solucao de
saponina, indicando que os componentes presentes na planta ndo tem acao

hemolitica direta (Figura 07).
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Figura 07: Placas de petri com agar-sangue de caprino (Capra
hircusL., 1758) contendo fragmentos de papel de filtro
embebidos em extratos hexanicos, AcOHt, metanélico e
aquoso de Indigofera suffruticosa oriundos de
Venturosa, Passira e Recife (campus da urreE)
demonstrando a negatividade para a atividade
hemolitica e saponina (seta). PE/Brasil, 2006.

5.2. Aspectos clinicos

Foram obtidos os valores referentes a freqiiéncia cardiaca, respiratoéria,
movimentos ruminais e temperatura antes do inicio do protocolo experimental
(Tabela 04) e, de acordo com estes, verificou-se que, durante o periodo em que
ingeriram a planta na forma de extrato aquoso ou “in natura”, os animais ndo
apresentaram alteracdes significativas dos sinais vitais. O resultado difere do
encontrado por Barbosa Neto et al (2001) que encontraram, em bovinos,
diminuicdo de freqiiéncia e intensidade dos movimentos ruminais, taquicardia

intensa 140/b.p.m.) com alteragdes no ritmo e na intensidade.
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Tabela 04: Demonstrativo das médias dos parametros clinicos obtidos de
caprinos (Capra hircus L., 1758) tratados experimentalmente com
diferentes doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.

Freqiiéncias Movimentos Temperatura
Animais Tratamento Cardiaca Respiratéria ruminais (°C)
00 Dia 0 67,20 20,80 3,60 38,70
01 10g/kg/p.v. 52,00 23,50 2,50 38,54
02 20g/kg/p.v. 58,00 25,00 3,62 38,74
03 30g/kg/p.v. 62,75 23,50 3,00 38,55
04 40g/kg/p.v. 61,20 20,00 3,00 39,14
05 10g/kg/p.v. 59,00 20,50 3,00 38,82

5.2.1. Urinalise

Nos resultados, descritos nas tabelas 05, 06, 07, 08 e 09, em comparagdo com
os valores obtidos dos animais antes do protocolo experimental, houve mudanca
da coloragdo de amarelo a amarelo esverdeado (Figura 08), nas amostras obtidas
dos animais que ingeriram o extrato aquoso da planta a partir do segundo dia da
experimentagao (animais 01, 03 e 04), terceiro dia (animais 01 e 03), quarto dia
(animais 01 e 03), quinto dia (animal 03), sexto dia (animais 01 e 03), sétimo dia
(animais 02 e 03) e no oitavo dia (animais 01 e 03). O animal 01 (10g/kg/p.v.)
apresentou esta mudanga de coloracdo por cinco dias, o 02 (20g/kg/p.v.) teve
urina de cor esverdeada apenas no sétimo dia, no animal 03 (30g/kg/p.v.) a urina
esteve esverdeada em sete dos oito dias do experimento, no animal 04
(40g/kg/p.v. em dose tnica) houve esta mudanca na coloracdo apenas no
segundo dia enquanto que, nas amostras do animal 05 ndo houve mudanga na

coloracao.
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Figura 08: Amostras de urina de coloracio esverdeada a
amarelada, de caprinos (Capra hircus L., 1758) tratados
com diferentes doses de Indigofera suffruticosa Mill.
em extrato aquoso.PE/Brasil, 2006.

Essa alteracao de coloracao foi mencionada por Barbosa Neto et al. (2001) e
Blankenship (2001), mas ndo houve comentarios sobre o fendmeno. No entanto,
considerando as caracteristicas da planta e sabendo que, ap6s hidrélise e em
contato com o ar (Minawmi et al., 1996), ha formacdo de um pigmento azul, o indigo,
e como esta coloragdo esteve presente nos animais que ingeriram o extrato aquoso,
é possivel que o pigmento eliminado com a urina amarela seja o responsével pela
cor verde. O pigmento comecou a ser formado no processamento da planta para
elaboragdo do extrato aquoso. No entanto, Garcia-Navarro (1996) também atribui
esta coloracdo a presenca aumentada dos pigmentos biliares, bilirrubina ou

urobilinogénio.

Com relagado a densidade, que mensura indiretamente a capacidade renal de
concentracdo da urina segundo Garcia-Navarro (1996), obteve-se dos animais
experimentais antes da experimentacdo, densidades de 1010 (animais 01 e 02),
1012 (animal 03), 1012(animal 04) e 1008 (animal 05), perfazendo uma média de
1010,8;, embora Pugh (2004) considere 1040 a média padrao, estes parametros
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foram os considerados para comparagao. Observou-se uma variagdo na densidade
de todos os animais, e os maiores valores (acima de 1040) foram observados no
animal 02 durante o terceiro, quarto, sétimo e oitavo dias, no animal 03 apenas no
segundo dia. Nos animais 04 e 05 esta variacdo foi discreta, conforme

demonstrado no Grafico 01.

O aumento da densidade indica uma diminuicdo da filtracdo glomerular
e/ou um aumento da reabsorcdo de agua, o que levaria os animais a oligaria
(Garcia-Navarro, 1996), e para Meyer et al. (1995), a perda de habilidade para a

concentragao de urina é um dos primeiros sinais de doenga tubular.

Grafico 01: Demonstrativo dos valores das densidades urinarias obtidas nas
primeiras coletas num periodo de oito dias de caprinos tratados
com diversas doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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AN P w— —%— 40g/kg/p.v. EAU
1020 K
22 )\. . —e—10g/kg/p.v. P

1010 == PR N .
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Obs: para as densidades >1041, utilizou-se a numeragao 1041.
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Os resultados relativos ao pH, o animal 01 variou entre 7,0 e 8,0; o animal 02
entre 5,0 e 8,0, no animal 03 houve poucas alteragdes (7,0 e 8,0), o animal 04
permaneceu com um pH acido (5,0) durante todo o experimento, enquanto que o
animal 05 também possuia a urina 4cida (5,0) no inicio do experimento que, no
decorrer do periodo alcangou a alcalinidade (pH 8,0), conforme o demonstrado no

Gréfico 02.

Sabe-se que esta relacionado a funcado renal de eliminar &lcalis e acidos ndo
volateis para a manutencao do equilibrio acido/bésico. Os animais herbivoros que
possuem uma dieta rica em carboidratos tém, normalmente, um pH alcalino e o
seu aumento pode estar relacionado a alcalose metabdlica ou respiratéria e a
ingestdo de bicarbonato de sédio. O aumento da acidez pode resultar da privacao
de alimentos, febre, acidose metabdlica ou respiratéria, prolongado exercicio
muscular ou ingestdo de sais &cidos como também pode ocorrer de forma
metabdlica na insuficiéncia renal cronica (MEver ET aL., 1995; Garcia-NAvVARRO,

1996).

Grafico 02: Demonstrativo dos valores referentes ao pH obtidos nas primeiras
coletas em um periodo de oito dias de caprinos tratados com diversas
doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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A presenca de proteina foi discreta (tragos) nos animais 01 no segundo,
terceiro, quarto e sétimo dia; no animal 02, esteve presente no terceiro, quarto e

sétimo dia, enquanto que, no animal 03 no segundo e terceiro dia.

De acordo com Bacila (2003), proteinas sdo normalmente encontradas na
urina em pequenas quantidades. Garcia-Navarro (1996) e Meyer et al. (1995), a
proteintria pode estar relacionada ao aumento da densidade urindria, ja que em
uma urina mais concentrada, é mais facil detectar tracos de proteina. Pode ainda
resultar da permeabilidade glomerular anormal na nefrite aguda e cronica, na
pielonefrite, nefrose e outras alteragdes degenerativas caracterizadas por lesdes
renais tubulares com proteintria e cilindraria, podendo ainda ter origem

isquémica ou toxica.

Alguns tragos de sangue foram detectados apenas no animal 01 no segundo e
terceiro dia, o que pode significar eritrécitos ou hemoglobina livre, no entanto, na
sedimentoscopia houve a presenca de hemacias em pequena quantidade. Meyer et
al (1995) considera normal a presenga de poucos eritrdcitos e para Bacila (2003)

pode significar lesdo renal ou do trato urinario abaixo do rim.

O urobilinogénio esteve presente apenas no animal 02 no sétimo dia, mas
numa quantidade infima. Garcia-Navarro (1996) comenta que a eliminagdo de
uma pequena parte do urobilinogénio na urina é normal, uma vez que é o

pigmento que d4 a cor amarela a urina.

A bilirrubina foi detectada em pequenas quantidades no animal 02 no
terceiro, quarto, quinto, sétimo e oitavo dia e no animal 03 no terceiro, quarto,
quinto e oitavo dia. Na maioria dos animais, a bilirrubindria é um indicador de
excrecdo biliar deficiente e o seu aumento pode estar associada a trés causas:

hemolitica, téxica, e obstrutiva (Garcia-Navarro, 1996; Jones et al. 2000).
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Tabela 05: Resultados da urindlise do caprino (Capra hircus L., 1758) 01, tratado
experimentalmente com extrato aquoso (10g/kg) de Indigofera
suffruticosa Mill. por um periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Coleta Cor Aspecto  Dens. ph Proteina Sangue Cetona Urob. Bilir.
1° 0° Am.palido Limpido 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
1*  Amarelo Limpido 1014 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2° 1*  Am.esverd Limpido 1018 7,0 Negat. + Negat. Negat. Negat.
2 Am.esverd Limpido 1024 7,0 + Negat. Negat. Negat. Negat.
3"  Am.esverd Limpido 1024 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3° 1*  Am.esverd Limpido 1014 8,0 Negat. + Negat. Negat. Negat.
2 Am.esverd Limpido 1022 6,5 + ++  Negat. Negat. Negat.
3"  Am.esverd Limpido 1022 6,5 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
4° 1*  Am.esverd Limpido 1022 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Am.esverd Limpido 1030 6,0 + Negat. Negat. Negat. Negat.
3"  Am.esverd Limpido 1022 6,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
5° 1*  Amarelo  Limpido 1024 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Amarelo  Limpido 1022 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Amarelo Limpido 1006 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
6° 1*  Am.esverd Limpido 1010 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2 Amarelo Lev.turvo 1032 6,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3" Amarelo Limpido 1006 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
7° 1*  Amarelo Limpido 1010 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2 Amarelo Lev. turvo 1032 6,0 + Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Amarelo Limpido 1024 6,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
8° 1*  Am.pélido Limpido 1008 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2 Am.esverd Lev.turvo 1016 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Am.esverd Limpido 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

Obs: Am.-amarelo, Esverd.-esverdeado, Lev.-levemente, Negat.-negativo

+ - tragos

++ - presenca discreta
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Tabela 06: Resultados da urinalise do caprino (Capra hircus L., 1758) 02, tratado
experimentalmente com extrato aquoso (20g/kg) de Indigofera
suffruticosa Mill. por um periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Coleta Cor Aspecto Dens. ph Proteina Sangue Cetona Urob. Bilir.
1° 0* Am.palido Limpido 1010 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
1*  Amarelo Limpido 1030 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2° 1*  Am.palha Limpido 1012 6,5 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Amarelo Limpido 1010 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Am.arelo Limpido 1028 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3° 1*  Amarelo Limpido 1012 6,5 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Amarelo Limpido 1040 6,0 + Negat. Negat. Negat. +
3*  Am.Turvo Turvo >1040 7,0 + Negat. Negat. Negat. +
4° 1*  Amarelo Turvo 1040 7,0 + Negat. Negat. Negat. Negat.
2% Amarelo Lev.turvo >1040 7,0 + Negat. Negat. Negat. +
3*  Amarelo Lev.turvo 1030 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +
5° 1*  Amarelo Limpido 1016 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Amarelo Limpido 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +
3*  Amarelo Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
6° 1*  Amarelo Limpido 1014 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Amarelo Limpido 1012 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Amarelo Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
7° 1*  Amarelo Lev.turvo 1032 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +
2*  Amarelo Lev.turvo >1040 6,0 + Negat. Negat. + ++
3*  Am.esverd Lev.turvo >1040 7,0 + Negat. Negat. Negat. ++
8° 1*  Amarelo Limpido 1016 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. ++
2*  Amarelo Lev.turvo >1040 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3%  Amarelo Lev.turvo 1016 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

Obs: Am.-amarelo, Esverd.-esverdeado, Lev.-levemente, Negat.-negativo

+ - tracos

++ - presenca discreta
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Tabela 07: Resultados da urinalise do caprino (Capra hircus L., 1758) 03, tratado
experimentalmente com extrato aquoso (30g/kg) de Indigofera
suffruticosa Mill. por um periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Coleta Cor Aspecto  Dens. ph Proteina Sangue Cetona Urob. Bilir.
1° 0® Am.palha Limpido 1012 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
1* Am.palha Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2° 1*  Am.esverd. Turvo >1040 8,0 ++ Negat. Negat. Negat. Negat.
2  Amarelo Limpido 1006 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Amarelo Limpido 1012 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3° 1 Amarelo Lev.turvo 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2% Acastanhado Limpido 1032 8,0 ++ Negat. Negat. Negat. +
3"  Am.esverd. Limpido 1012 8,0 + Negat. Negat. Negat. +
4° 1*  Am.esverd. Limpido 1016 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Am.esverd. Limpido 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +
3%  Amarelo Limpido 1004 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +
5° 1*  Am.esverd. Limpido 1016 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2 Acastanhado Limpido 1020 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. ++
3*  Amarelo Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
6° 1*  Am.esverd. Limpido 1012 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2 Amarelo Limpido 1006 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3*  Amarelo Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
7° 1*  Amarelo Limpido 1006 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Am.esverd. Limpido 1014 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3"  Am.esverd. Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
8° 1*  Am.esverd. Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2*  Am.esverd. Limpido 1014 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3* Am.esverd. Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. +

Obs: Am.-amarelo, Esverd.-esverdeado, Lev.-levemente, Negat.-negativo
+ - tragos
++ - presenca discreta
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Tabela 08: Resultados da urinalise do caprino (Capra hircus L., 1758) 04, tratado
experimentalmente com extrato aquoso (40g/kg) de Indigofera
suffruticosa Mill. em dose tnica. PE/Brasil, 2006.

Dia Coleta Cor Aspecto Dens. ph Proteina Sangue Cetona Urob. Bilir.
1° 0° Am.pdlido Limpido 1012 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

1*  Am.pdlido Limpido 1014 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2° 1*  Am.pdlido Limpido 1022 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

2*  Am.esverd. Limpido 1018 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

3"  Am.esverd. Limpido 1018 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3° 1*  Am.pdlido Limpido 1020 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
4° 1°  Am pélido Limpido 1028 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
5° 1*  Am. pédlido Limpido 1022 50 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
6° 1° Am. pdlido Limpido 1022 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
7° 1° Amarelo Limpido 1030 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
8° 1° Amarelo Limpido 1022 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.

Obs: Am.-amarelo, Esverd.-esverdeado, Negat..-negativo

Tabela 09: Resultados da urinalise do caprino (Capra hircus L., 1758) 05, tratado
experimentalmente com Indigofera suffruticosa Mill. recém coletada
(10g/kg) por um periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Coleta Cor Aspecto Dens. ph Proteina Sangue Cetona Urob. Bilir.
0° 1° Am.palido Limpido 1012 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
1° 1*  Am.palido Limpido 1008 5,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
2° 1*  Am.palido Limpido 1008 7,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
3° 1*  Am.péalido Limpido 1008 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
4° 1*  Am palido Limpido 1004 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
5° 1*  Am.palido Limpido 1010 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
6° 1*  Am.palido Limpido 1016 6,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
7° 1*  Am.palido Limpido 1006 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
8° 1*  Am.palido Limpido 1016 8,0 Negat. Negat. Negat. Negat. Negat.
Obs: Am.-amarelo, Negat.-negativo

A sedimentoscopia revelou, principalmente, leucocittria, que esteve presente
no animal 01, com valores acima de 50/p.c. no terceiro e no oitavo dia, acima de
100/ p.c. no sexto e sétimo dia; no animal 02, houve aumento de leucécitos acima
de 50/ p.c. no primeiro, terceiro, quarto e sétimo dia, sendo que acima de 100/p.c.
no oitavo dia; no animal 03, valores acima de 50/ p.c. foram observados no terceiro
dia e acima de 100/ p.c. no sexto e sétimo dia; no animal 04, havia leucécitos acima
de 50/p.c. no segundo dia e no animal 05 este mesmo aumento estava presente
apenas no oitavo dia. Notou-se que estes valores estiveram aumentados

principalmente nos animais que ingeriram o extrato aquoso; exceto o animal 04, ao
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qual foi administrado apenas uma dose, nesse caso, houve um aumento de

leucoécitos no segundo dia que nos dias seguintes reduziu bastante.

O aumento de leucécitos no sedimento pode ser resultado de processo
inflamatério ou necrose em qualquer ponto do aparelho urogenital (Smith, 1993;
Meyer, 1995; Garcia-Navarro, 1996), embora ndo houvesse sinais clinicos e
necroscopicos que evidenciassem processo inflamatério no aparelho urinario
desses animais, é oportuno relatar que Nottle (2006), encontrou pigmentos azul e
vermelho em alguns sedimentos e calculos em ovelhas que se alimentavam de
trevos e esses pigmentos foram identificados como indigotina e indirubina

respectivamente.

Também verificou-se nessa andlise a presenca discreta de cilindros
granulares nos animais 01, 02, 03 e 04. Para Garcia-Navarro (1996), em ntimeros
elevados, esses cilindros podem indicar doengas renais cursando com necrose do

epitélio tubular como nefrite ou nefrose por isquemia ou nefrotoxinas.

Os espermatozdides podem ser vistos no sedimento mas nado tém
importancia para diagnostico. Células epiteliais sdo um achado normal. A
presenca de cristais depende da dieta e ndo é um fator preocupante, mesmo em

namero aumentado, salvo se ha suspeita de urolitiase (Garcia-Navarro, 1996).
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Tabela 10: Resultados da sedimentoscopia do caprino (Capra hircus L., 1758) 01,
tratado experimentalmente com extrato aquoso de Indigofera
suffruticosa Mill. (10g/kg) pelo periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Células Cilindros Cristais
Leuc. Hem. Renais Uretrais Carb.
Dia Coleta Sptz (p/c) (p/c) Bact. (p/o) (p/c) Gran. Hial. calcio Fosf.
1° 02 A% 0-2 - R - 0-2 - - - -
12 - 0-5 - R - 0-4 - - - -
2° 12 - 3-6 8-10 R 0-2 0-5 - - - -
24 R 18-22 10-15 R 0-1 0-5 - - - -
32 - - 10-15 - - - - - - -
3° 12 - 0-4 3-8 R 0-1 0-2 0-1 - - -
28 - >50 10-15 R 0-1 1-5 - - - -
32 - 15 - 20V - R 0-1 1-7 0-1 - - R
4° 1@ - 0-4 - R - 0-3 - - R -
28 - 0-3 0-1 R - 0-5% - - - -
32 - 0-3 0-1 R - 0-2 - - - -
5° 12 R 1-5 0-1 A 0-1 0-3 - - - -
28 - 3-7 0-2 - 0-4 0-6"8 - - - -
32 A 0-6 - R - 0-5 - - - -
6° 12 - 18 -25 0-3 R 0-1 0-2 - - - -
2@ - >100 0-5 A 0-2 3-6 - - - -
32 - 25-30 0-5 R 0-1R~ 0-4 - - - -
7° 12 - 0-3 0-3 R - 0-2 - - - -
2@ - >100 - R - 3-8 0-1 - - -
32 - >100" 0-3 R 0-3% 2-8Y - - - -
8° 12 R 13-200 3-6 R - 0-1 - - - -
28 - >50% 0-1 A 0-3 0-5* - - - -
37 - 3-8% 5-7 R 0-1 0-2 - - - -

Obs: Sptz - espermatozéides, Leuc. - leucécitos, Bact.-bactérias, Hem.- hemécias, Gran. - cilindro
granuloso, Hial.- cilindro hialino, Carb. - cristais de carbonato de célcio, Fosf.- Cristais de fosfato.
V- varios, A - alguns e R - raros.
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Tabela 11: Resultados da sedimentoscopia do caprino (Capra hircus L., 1758) 02,
tratado experimentalmente com o extrato aquoso de Indigofera
suffruticosa Mill. (20g/kg) por um periodo de oito dias. PE/Brasil,

2006.
Células Cilindros Cristais
Renai Carb.
Leuc. Hem. s Uretrais calci
Dia Coleta Sptz (p/c) (p/c) Bact. (p/c) (p/c) Gran. Hial. o  Fosf.

1° 02 - 1-7 - A 0-2 0-2 - - - -
1° \Y >50 - \% - 0-4 0-1 - - -

2° 1@ - 0-3 0-1 R - 0-4 - - - -
20 R 0-3 0-1 R - 0-3 0-1 - - -

3? - - - - - - - - - -

32 12 vV 20-25 3-8 A 0-2 0-3 0-3 - - -
2@ A% 7-15 - \Y 0-2 3-8 - - - -

3? \Y >50 3-5 A - 0-5* 0-3 - - -

4° 12 A% >50 0-3 A - 1-6 - - \Y
2@ A% 8-12 0-3 A 0-4% 0-4 0-1 - - -

32 A% 8§-12 0-5 A 0-1 0 -4~ - - - R

5° 1° R 0-3 - - - 0-4R - - - -
20 A 10-15 0-5 R 0-3 1-74 - - - -

32 - 11-15® 0-4 R 0-1 0-6* - - - -

6° 12 A% 3-7 0-3 A 0-2 0-5* - - - -
2@ v 15-20 0-3 A 0-3 0- 68 - - R -

32 - 8§-11 0-3 R 0-2 0-5 - - A -

7° 1° \Y >50 0-3 V 2-6 6-11% 0-1 - - R
2@ \Y >50 - R 1-6 2-6 - - - -

3? - >50 0-3 R 0-6° 0-6 - - - -

8° 1° vV 15-20 - R 0-2 0-4® - - - -
22 A >1000 0-3 A 3-6Y 2-7 - - - -

32 V 15-20 0-2 A 0-6° 1-3 - - - -

Obs: Sptz - espermatozéides, Leuc. - leucdcitos, Bact.-bactérias, Hem.- hemdcias,
Gran. - cilindro granuloso, Hial.- cilindro hialino, Carb. - cristais de carbonato de
célcio, Fosf.- Cristais de fosfato. V- varios, A - alguns e R - raros.
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Tabela 12: Resultados da sedimentoscopia do caprino (Capra hircus L., 1758) 03,
tratado experimentalmente com extrato aquoso de Indigofera
suffruticosa Mill. (30g/kg) por um periodo de oito dias. PE/Brasil,

2006.
Células Cilindros Cristais
Leuc. Hem. Renais Uretrais Carb.

Dia Coleta Sptz (p/o) (p/c) Bact. (p/o) (p/c) Gran. Hial. célcio Fosf.
1° 02 \% 3-10 A 0-2 0-2 - - - -
12 - 20-25 0-1 - 0-3 0-2 - - - -

2° 12 A% 12-18 0-3 A 0-3 1-8 - - - -
2@ - 0-3 0-5 R 0-5 0-3 - - - -

3? A% 5-10 0-1 A 0-5 - 0-1 - - -

3° 12 A% 0-5 0-5 A 0-4 0-3 0-1 - - -
28 \Y 7-15 0-1 R 0-6 0-6 0-2 - - -

3° A% >50 0-4 A 0-5 0-5 0-1 - - -

4° 12 v 15-22 0-3 A 0-6 0-6 0-1 - - -
20 - 3-6 0-5 R 0-6R 0-6 - - R -

3? A% 0-3 0-3 - 0-3 0-3 - - -

5° 12 \% 20-25 0-1 A 1-74 1-6 - - - -
20 A% 5-10 3-8 A 0-4R 0-6 0-1 - - -

3? - 0-4 0-6 R 0 -6~ 0-3% - - - -

6° 12 \Y 1-5 0-1 R 0-3% 0-2% - - - -
28 A 0-4% 0-5 R - 0-3 - - - -

3? A >100 0-2 R 0-3 7 -11R8 - - - -

7° 12 \Y 0-3 1-8 R 0-2 0-4 - - - -
2? - >100Y 0-1 R 3-8%  4-10% - - - -

3? \% 11-15 0-3 R 0-4 0-3 - - - -

8° 12 A% 16-20 0-1 R 0-3% 0-3% - - R -
2° R 0-7% 0-3 R 0-2 0-5 - - - -

3° - 0-5 0-1 R 0-2 0-22 - - - A

Obs: Sptz - espermatozoéides, Leuc. - leucécitos, Bact.-bactérias, Hem.- hemécias, Gran. - cilindro
granuloso, Hial.- cilindro hialino, Carb. - cristais de carbonato de célcio, Fosf.- Cristais de fosfato.

V-vérios, A - alguns e R - raros.
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Tabela 13: Resultados da sedimentoscopia do caprino (Capra hircus L., 1758) 04,
tratado experimentalmente com extrato aquoso de Indigofera
suffruticosa Mill. (40g/kg) em dose tinica. PE/Brasil, 2006.

Células Cilindros Cristais

Renai Carb.

Hem. s Uretrais calci

Dia Coleta Sptz (p/c) (p/c) (p/c) Gran. Hial. o  Fosf.

1° 0* A% - - 0-5* 0-4* 0-1 - - -
1? - 0-3 R 2-7° 0-6 0-1 - - -
2° 1# R 0-4 R 0-5% 0-4% - - - -
22 R 1-5 R 1-6* 1-74 - - R -
32 - 0-6 R 0-6* 1-54 - - - -
3° 1° - 0-2 - 0—4R~ 0-2% 0-1 - - -
4° 1° - 0-7 R 1-8Y 1-7 - 0-1 - -
5° 1° - 0-3 R 3-8 0-44 - - - -
6° 1° - 0-2 R 3-70 2-7A - - - -
7° 1° - - R 2-7% 4-100 0-1 - - A
8° 1° - 0-5 R 374 2-7 0-1 - - -

Obs: Sptz - espermatozéides, Leuc. - leucécitos, Bact.-bactérias, Hem.- hemécias, Gran. - cilindro
granuloso, Hial.- cilindro hialino, Carb. - cristais de carbonato de célcio, Fosf.- Cristais de fosfato.

V- varios, A - alguns e R - raros.

Tabela 14: Resultados da sedimentoscopia do caprino (Capra hircus L., 1758) 05,
tratado experimentalmente com Indigofera suffruticosa Mill. recém
coletada (10g/kg) por um periodo de oito dias. PE/Brasil, 2006.

Células Cilindros Cristais

Renai Carb.

Hem s Uretrais calci

Dia Coleta Sptz (p/c) Bact. (p/c) (p/c) Gran. Hial. o  Fosf.

0° 1° - - 0-1 0-5 3-10 - - - -
1° 12 A R 0-1 0-3 0-3 - - - -
2° 12 - R 0-1 0-1 0-4 - - - -
3° 12 A R 0-3 0-3 0-2 - - - -
4° 12 R R 0-3 0-1 0-3 - - - -
5° 12 - R 0-2 0-2 0-4 - - - -
6° 12 - R 0-1 0-5% 3-8 - - - -
7° 12 R R 0-2 0-5 0-3 - - - -
8° 12 R R 0-1 1-5 0-3% - - - -

Obs: Sptz - espermatozoéides, Leuc. - leucécitos, Bact.-bactérias, Hem.- hemécias, Gran. - cilindro
granuloso, Hial.- cilindro hialino, Carb. - cristais de carbonato de célcio, Fosf.- Cristais de fosfato.

V- varios, A - alguns e R - raros.
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5.2.2 Achados hematolégicos

Para a avaliacdo do eritrograma, considerou-se como referéncia os valores
estabelecidos por Melo (2001) para caprinos machos criados no Estado de
Pernambuco, os quais compreendem, para hemacias (x10°/pl) 13,0; hemoglobina
(g/dl) 9,6; hematdcrito (%) 28,0; vam (fL) 23,1 e cuom (%) 34,3, e a média dos
valores obtidos dos animais experimentais, antes do inicio do protocolo, que
constaram de: hemacias (x10°/ ul) 12,84; hemoglobina (g/dl) 10,3; hematocrito (%)
28,6; vam (fL) 22,2 e cHom (%) 36,04, as quais estdo descritas na Tabela 15 e os
valores obtidos durante a experimentacdo estdo contidos nas Tabelas 16, 17, 18, 19

e 20.

Tabela 15: Valores das médias dos eritrogramas referentes aos cinco caprinos
antes do tratamento com diferentes doses de Indigofera suffruticosa
Mill. PE/Brasil, 2006.

Hemoglobin

Hemacias a Hematocrito vem  cHGM

Animais (105/mm’®) (g/dl) (%) ) (%)
01 14,42 13,00 36,00 25,00 36,20
02 11,94 8,50 24,00 20,30 35,30
03 12,20 9,50 26,00 21,40 36,60
04 12,70 10,00 28,00 21,80 35,80
05 12,96 10,50 29,00 22,50 36,30
Meédia 12,84 10,30 28,60 22,20 36,04
Desvio padrao 0,97 1,68 4,56 1,76 0,50

Obs: vam - volume globular médio, ciem - concentracao hemoglobinica globular média.

Foi verificada hemoconcentracdo nos animais 01 e 05 (Gréfico 03) que pode
estar relacionada a desidratagdo. Os valores de hemoglobina, hematodcrito e
volume globular médio (vcm) decresceram gradativa e discretamente em todos os
animais (Graficos 04, 05 e 06) o que caracterizou uma leve anemia microcitica. A
concentracdo hemoglobinica globular média (crcm), demonstrada no Grafico 07,
diminuiu nos animais 01 e 05 (anemia microcitica hipocrémica), manteve-se em

niveis aproximados daqueles do dia zero nos animais 02 e 03 (anemia microcitica
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normocrdmica) e aumentou no animal 04 (anemia microcitica hipercromica). Para

Scherding (1988), a anemia é um sinal objetivo de enfermidade.

Em comparagdo com as alteragdes encontradas por Barbosa Neto et al
(2001), que observaram em bovinos, hemoglobina em torno de 2g/dl e niimero de
hemacias abaixo de 2,0x10°/ mm?®, nossos achados foram discretos, o0 menor valor
para hemoglobina foi de 7,5g/dl (animal 02) e para hemacias encontrou-se
9,12x10°/ mm® (animal 03), no entanto, sdo um indicativo de atividade hemolitica,
principalmente porque, a pesquisa para Corpusculos de Heinz foi positiva,

embora também de forma discreta (Figura 09).

Grafico 03: Demonstrativo dos niveis de hemacias em hemogramas de caprinos (
Capra hircus L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera
suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 04: Demonstrativo dos niveis de hemoglobina em hemogramas de
caprinos (Capra hircus L., 1758), tratados com diversas doses de

Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Gréfico 05: Demonstrativo dos valores de hematécritos em hemogramas de
caprinos (Capra hircus L., 1758), tratados com diversas doses de

Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 06: Demonstrativo dos niveis de Volume Globular Médio (vem) em
hemogramas de caprinos (Capra hircus L., 1758)tratados com
diversas doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Gréfico 07: Demonstrativo dos valores das Concentracdes Hemoglobinicas
Globulares Médias (cacM) em hemogramas de caprinos (Capra
hircus L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera
suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Tabela 16: Valores do eritrograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 01,
tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso por oito dias PE./Brasil, 2006.

Hemacias Hemoglobina Hematécrito VGM CHGM

Dia (10%/mm°) (g/dl) (%) (f1) (%)
0° 14,42 13,00 36,00 25,00 36,20
1° 14,00 13,50 38,00 27,20 35,60
2° 14,26 12,00 33,00 23,30 36,40
3° 11,88 12,00 34,00 28,90 35,30
4° 14,14 12,00 33,00 23,50 36,40
5° 15,68 11,80 33,00 21,20 35,80
6° 15,20 11,90 33,00 21,80 36,10
7° 15,48 11,00 31,00 20,20 35,50
8° 17,90 11,00 31,00 17,40 35,50
Média 14,81 11,90 33,25 22,93 35,82
Desvio padrao 1,72 0,77 2,18 3,71 0,42

Ogs: O dia 0° néo foi contabilizado para o calculo da média e desvio padrdo. vem - volume globular
médio, cHoM - concentracdo hemoglobinica globular média.

Tabela 17: Valores do eritrograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 02,
tratado com 20g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso por oito dias PE/Brasil, 2006.

Hemacias Hemoglobina Hematdcrito veM  cHeM

Dia (105/mm°) (g/dl) (%) (f1) (%)
0° 11,94 8,50 24,00 20,20 35,50
1° 11,64 9,00 25,00 21,60 36,00
2° 13,22 8,50 24,00 18,20 35,50
3° 11,40 9,20 25,00 22,00 36,80
4° 9,63 8,50 24,00 25,00 35,50
5° 13,74 9,20 26,00 19,00 35,40
6° 13,06 9,00 25,00 19,30 36,00
7° 12,60 8,10 23,00 18,30 35,30
8° 10,84 7,50 21,00 19,50 35,80
Média 12,02 8,62 24,12 20,36 35,78
Desvio padrio 1,38 0,60 1,55 2,34 0,48

Oss: O dia 0° ndo foi contabilizado para o calculo da média e desvio padréao.
vGM - volume globular médio, cHem - concentracdo hemoglobinica globular média.
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Tabela 18: Valores do eritrograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 03,
tratado com 30g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato

aquoso por oito dias PE./Brasil, 2006.

Dia Hemacias Hemoglobina Hematdcrito vem  cHeM
(10%/mm’) (g/dD) (%) 1 (%)

0° 12,20 9,50 26,00 21,40 36,60

1° 10,86 9,60 26,00 2410 37,00

2° 11,42 8,50 24,00 21,10 35,50

3° 11,32 9,20 26,00 23,10 35,40

4° 12,04 9,00 25,00 20,90 36,00

5° 11,58 9,00 25,00 21,80 36,00

6° 9,12 8,80 24,00 26,40 36,70

7° 11,66 8,00 22,00 19,00 36,40

8° 11,68 8,00 22,00 19,00 36,40

Média 11,21 8,76 24,25 21,92 36,17
Desvio padrao 0,90 0,56 1,58 2,53 0,55

Obs: O dia 0° ndo foi contabilizado para o calculo da média e desvio padrao.

globular médio, cuem - concentragdo hemoglobinica globular média.

vGM - volume

Tabela 19: Valores do eritrograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 04,
tratado com 40g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso em dose anica PE/Brasil, 2006.

Dia Hemacias Hemoglobina Hematdcrito veM  cHeMm
(107/mm’) (g/d1) (o) ) (%)

0° 12,70 10,00 28,00 21,80 35,80

1° 14,76 9,50 26,00 17,70 36,60

2° 15,50 8,60 24,00 15,50 35,90

3° 14,68 9,00 25,00 17,20 36,90

4° 14,50 9,00 25,00 17,30 36,00

5° 14,90 9,00 24,00 16,20 37,50

6° 12,38 8,70 24,00 19,60 36,30

7° 11,72 7,70 21,00 18,00 36,70

8° 11,74 7,90 21,00 18,00 37,70

Média 13,77 8,67 23,75 17,44 36,70
Desvio padrdo 1,55 0,60 1,83 1,24 0,65

Obs: O dia 0° nao foi contabilizado para o calculo da média e desvio padrao.

globular médio, cuom - concentragdo hemoglobinica globular média.

VvGM - volume
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Tabela 20: Valores do eritrograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 05,
tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. recém coletada por
oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Hemacias Hemoglobina  Hematécrito  vem CHGM
(10/mm’) (g/d) (%0) (f1) (%0)

0 12,96 10,50 29,00 22,50 36,30

1° 15,22 10,50 29,00 19,10 36,30

2° 14,70 10,40 29,00 19,80 35,90

3° 13,85 10,60 29,00 21,10 36,60

4° 15,70 11,00 31,00 19,80 35,50

5° 14,36 10,00 27,00 18,90 37,10

6° 13,24 10,20 27,00 20,50 37,80

7° 15,32 10,40 28,00 18,40 37,20

8° 17,64 10,00 28,00 16,00 35,80

Média 15,00 10,38 28,50 19,20 36,52
Desvio padrao 1,34 0,33 1,31 1,56 0,79

Obs: O dia 0° ndo foi contabilizado para o calculo da média e desvio padrdo. vcm - volume
globular médio, cacm - concentragdo hemoglobinica globular média.

Os resultados dos leucogramas foram comparados com os valores descritos
por Melo (2001), que encontrou para leucécitos (x10°/ul) 10,3 (+ 2,4); Bastonetes
(x10°/pl) 0,1 (x 0,1); segmentados (x10°/pul) 4,0 (£ 1,9); eosinofilos (x10°/pl) 0,2 (%
0,3); basofilos (x10°/pl) 0,01 ( 0,1); linfécitos (x10°/pl) 5,9 (x 1,9) e mondcitos
(x10°/pl) 0,3 (x 0,6), considerando também os valores obtidos dos animais

experimentais antes do inicio do protocolo (dia 0) e suas médias, os quais estdo

descritos nas Tabelas 21, 22, 23, 24, 25 e 26.

Como resultado, verificou-se, principalmente, aumento dos leucécitos nos
animais 01, 02, 04 e 05, dos segmentados (animais 01, 02, 04 e 05) e diminuigdo
desses no animal 03; aumento de linfécitos em todos os animais. Segundo Smith
(1993), a infecgdo bacteriana é a causa mais comum de neutrofilia, no entanto esta
pode também acompanhar condi¢des causadoras de destruigao tecidual e também
é uma condicdo presente em intoxicacdes. A linfocitose é descrita como uma

condigao rara.
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Tabela 21: Valores das médias dos leucogramas referentes aos cinco caprinos
(Capra hircus L., 1758) antes do tratamento com diferentes doses de
Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.

Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc. Monéc.
Animais (x10%ul)  (x10%/pul)  (x10%pl)  (x10%/pl)  (x10%/uD)  (x10%pl)  (x10%/ul)
01 14,33 0,14 6,73 0,29 0,00 6,45 0,72
02 12,50 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,55
03 10,18 0,00 5,40 0,00 0,00 4,48 0,30
04 13,33 0,00 6,80 0,17 0,00 4,53 0,26
05 12,91 0,00 5,40 0,00 0,00 4,48 0,30
Média 12,23 0,28 6,26 0,92 0,00 3,98 0,42
Desvio padrao 1,40 0,62 0,80 1,33 0,00 2,38 0,20

Tabela 22: Valores do leucograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 01,
tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato aquoso
por oito dias. PE/Brasil, 2006.

Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc.  Mondc.

Dia (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%pl)  (x10%/ul)  (x10%/ul)  (x10%/ul)
0° 14,33 0,14 6,73 0,29 0,00 6,45 0,72
1° 19,37 0,00 11,04 0,20 0,00 7,55 0,58
2° 16,11 0,00 7,25 0,16 0,00 8,22 0,48
3° 17,95 0,00 9,40 0,00 0,00 8,26 0,00
4° 15,22 0,00 8,53 0,16 0,00 6,55 0,00
5° 17,11 0,00 10,10 0,00 0,00 6,84 0,17
6° 25,04 0,00 14,53 0,00 0,00 10,26 0,25
7° 22,47 0,00 12,57 0,00 0,00 11,46 1,45
8° 17,06 0,34 8,36 0,00 0,00 8,18 1,71
Média 18,79 0,04 10,22 0,10 0,00 8,40 0,58
Desvio padrao 3,36 0,12 2,40 0,11 0,00 1,66 0,65

Obs: O dia 0° ndo foi contabilizado na média e desvio padrdo. Leuc.-leucécitos, Bast.-bastonetes,
Eosin.-Eosinéfilos, Basof.-baséfilos, Linfoc.-linfécitos e Mondc.-mondcitos.
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Tabela 23: Valores do leucograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 02,
tratado com 20g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso por oito dias. PE/Brasil, 2006.

Dia Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc.  Monodc.
(107ul)  (x107ul)  (x107ul)  (x107ul)  (x107ul)  (x107ul)  (x107%/ul)

0° 12,50 0,00 7,00 0,00 0,00 0,00 0,55

1° 18,00 0,00 12,96 0,18 0,00 4,86 0,00

2° 15,12 0,00 8,77 0,00 0,15 5,90 0,30

3° 17,62 0,00 10,40 0,00 0,00 6,88 0,36

4° 18,06 0,00 10,30 0,00 0,00 7,41 0,37

5° 22,68 0,00 13,16 0,00 0,00 9,53 0,00

6° 15,38 0,00 8,92 0,00 0,00 6,46 0,00

7° 18,21 0,00 9,29 0,00 0,00 8,56 0,36

8° 16,48 0,00 10,218 0,00 0,00 6,09 0,16

Média 17,69 0,00 10,50 0,02 0,01 6,96 0,19

Desvio padrio 2,35 0,00 1,69 0,06 0,01 1,50 0,17

Obs: O dia 0° ndo foi contabilizado na média e desvio padrdo. Leuc.-leucécitos, Bast.-bastonetes,
Eosin.-Eosinofilos, Basoéf.-basofilos, Linfoc.-linfocitos e Mondc.-mondcitos.

Tabela 24: Valores do leucograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 03,
tratado com 30g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso por oito dias. PE/Brasil, 2006.

Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc.  Mondc.

Dia (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%ul) (x10%ul)  (x10%/ul)
0° 10,18 0,00 5,40 0,00 0,00 4,48 0,30
1° 10,92 0,11 5,68 0,00 0,00 5,02 0,11
2° 9,87 0,20 4,93 0,20 0,00 4,34 0,20
3° 11,13 0,00 4,57 0,00 0,00 6,24 0,34
4° 8,19 0,17 4,18 0,25 0,00 3,44 0,17
5° 13,54 0,00 5,96 0,00 0,00 4,59 0,00
6° 12,28 0,00 5,90 0,00 0,00 6,39 0,00
7° 10,23 0,00 3,68 0,00 0,00 6,24 0,31
8° 10,44 0,00 3,96 0,00 0,00 5,74 0,31
Média 10,82 0,06 4,84 0,05 0,00 5,25 0,16
Desvio padrao 1,60 1,60 0,08 0,89 0,00 1,07 0,14

Obs: O dia 0° nao foi contabilizado na média e desvio padrao. Leuc.-leucécitos, Bast.-bastonetes,
Eosin.-Eosinofilos, Basoéf.-basofilos, Linfoc.-linfocitos e Mondc.-mondocitos.
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Tabela 25: Valores do leucograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 04,
tratado com 40g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em extrato
aquoso em dose tanica. PE/Brasil, 2006.

Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc.  Monéc.

Dia (x10%ul)  (x10%ul)  (x10%/ul)  (x10%/pl)  (x10%ul)  (x10%/ul)  (x10%/ul)
0° 13,33 0,00 6,80 0,17 0,00 4,53 0,26
1° 15,85 0,00 6,34 0,19 0,00 7,29 0,37
2° 17,85 0,00 9,46 0,24 0,00 5,17 0,71
3° 18,58 1,86 9,29 0,26 0,00 5,57 0,92
4° 16,59 0,00 6,13 0,23 0,00 8,13 0,00
5° 16,22 0,00 7,46 0,08 0,00 7,62 0,32
6° 13,80 0,00 4,28 0,96 0,00 7,87 0,69
7° 14,22 0,00 5,47 0,71 0,00 7,82 0,28
8° 17,85 0,00 9,41 0,24 0,00 517 0,71
Média 16,37 0,23 7,23 1,78 0,00 6,83 0,50
Desvio padrao 1,72 0,65 1,97 0,82 0,00 1,29 0,30

Obs: O dia 0° nao foi contabilizado na média e desvio padrao. Leuc.-leucécitos, Bast.-bastonetes,
Eosin.-Eosinoéfilos, Basoéf.-baséfilos, Linfoc.-linfécitos e Mondc.-mondcitos.

Tabela 26: Valores do leucograma referente ao caprino (Capra hircus L., 1758) 05,
tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. recém coletada
por oito dias. PE/Brasil, 2006.

Leuc. Bast. Segm. Eosin. Basof. Linféc.  Mondc.

Dia (x10°/pl)  (x10°/pl)  (x10°/pl)  (x10°/ul)  (x10°/pl)  (x10°/pl)  (x10°/pl)
0° 12,91 0,00 5,40 0,00 0,00 4,48 0,30
1° 13,30 0,00 19,95 0,00 0,13 11,17 0,00
2° 14,43 0,00 21,65 0,14 0,00 11,97 0,14
3° 12,70 0,00 26,67 0,00 0,00 9,90 0,12
4° 14,59 0,00 17,51 0,00 0,00 12,69 0,14
5° 13,59 0,00 20,39 0,00 0,00 11,55 0,00
6° 10,92 0,00 25,12 0,00 0,00 8,30 0,11
7° 14,02 0,00 37,86 0,00 0,00 9,95 0,28
8° 19,37 0,00 38,74 0,19 0,00 15,10 0,19
Média 14,11 0,00 25,98 0,42 0,16 11,32 0,12
Desvio padrao 2,42 0,00 8,13 0,79 0,47 2,05 0,09

Obs: O dia 0° ndo foi contabilizado na média e desvio padrdo. Leuc.-leucécitos, Bast.-bastonetes,
Eosin.-Eosinoéfilos, Basoéf.-basofilos, Linfoc.-linfécitos e Mondc.-mondcitos.
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Tomou-se como valores de referéncia para a bioquimica clinica em
caprinos, aqueles descritos por Rego (2000), os quais constam de: uréia, 33,60;
creatinina,1,32; gama glutamil transferase (ccr), 35,51; aspartato amino transferase
(ast), 85,87; proteina, 6,56 e albumina, 3,28. Além disso, também foram
considerados os valores evidenciados antes do inicio do protocolo experimental,
0s quais constam nas Tabelas 27, 28, 29, 30, 31 e 32. Os resultados demonstraram

algumas variagdes, porém todas ocorreram de forma discreta.

Tabela 27: Valores das médias da analise bioquimica referentes aos cinco
caprinos (Capra hircus L., 1758) antes do tratamento com diferentes
doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.

Uréia Creatinina GGt ast  Proteina Albumina
Animais (mg/dl) (mg/dl) ()  (uh)  (g/d)) (g/d1)
01 55,20 1,60 34 82,00 6,00 3,70
02 38,80 1,30 35 92,00 4,90 3,30
03 37,10 1,15 52 25500 5,20 3,30
04 65,10 1,69 57 154,00 5,60 3,30
05 57,70 1,60 27 158,00 6,40 3,40
Média 50,78 1,46 41 14820 562 3,40
Desvio padrio 12,28 0,23 12,82 69,06 0,60 0,17

N

Com relagdo a uréia e creatinina, observou-se que, apesar da oscilagao
durante o periodo experimental, houve decréscimo em todos os animais (Gréfico
08 e 09) no final do periodo, esse resultado indica hipoproteinemia, uma vez que a
uréia é o principal produto do catabolismo das proteinas e que houve perda de
massa muscular (Smith, 1993; Meyer, 1995). A diminuicdo dos valores destes

parametros ndo tem significado clinico.

A GGT manteve-se estavel no animal 01 mas aumentou nos animais 02 e 03
e diminuiu dos animais 04 e 05, enquanto que a AST aumentou nos animais 01 e
02 e diminuiu nos animais 03, 04 e 05 (Grafico 10 e 11). A GGT é um indicador de
desordens colestaticas, para Kaneko (1997), seu incremento é o resultado da
proliferacdo de ductos biliares. Segundo Smith (1993), a AST é um indicador
inespecifico de necrose tecidual e sua elevagdo pode persistir por até dez dias apos

um episddio de lesao hepética.
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Os niveis de proteina sérica decresceram nos animais 01 e 05 e aumentaram
no animal 02, 03 e 04, enquanto os niveis de albumina diminuiram nos animais 01,
02, 03 e 05 e no animal 04 elevaram-se (Grafico 12 e 13). Feldman et al. (2000)
explicam que, ha um incremento nos niveis de proteina plasmética durante o
processo de reparacdo na injuria tecidual e o tecido inflamado causa aumento da
permeabilidade  vascular, promovendo o escapamento de proteinas
(primariamente albumina) para o espago extravascular e conseqiiente perda de
proteina do espago vascular. Para Smith (1993), o aumento na concentragdo de
todas as proteinas do sangue resulta da perda do componente liquido do sangue.
Esta desidratacdo pode ocorrer como resultado da reducdo na ingestdo de liquidos
e/ou excessiva perda de liquidos. Assim, justifica-se a ascite relacionada a
hipoproteinemia, verificada nos animais 01, 02 e notadamente no 03, que

apresentaram as taxas mais baixas de albumina sérica.

Gréfico 08: Demonstrativo dos niveis séricos de uréia de caprinos (Capra hircus
L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera suffruticosa Mill.
PE/Brasil, 2006.
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Grafico 09: Demonstrativo dos niveis séricos de creatinina de caprinos (Capra
hircus L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera

suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 10: Demonstrativo dos niveis séricos da Gama Glutamil Transferase
(caT) de caprinos (Capra hircus L., 1758), tratados com diversas doses
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de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 11: Demonstrativo dos niveis séricos da Aspartato Amino Transferase
(ast) de caprinos (Capra hircus L., 1758), tratados com diversas
doses de Indigofera suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 12: Demonstrativo dos niveis séricos da Proteina Total (ppr) de caprinos (
Capra hircus L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera
suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Grafico 13: Demonstrativo dos niveis séricos de albumina de caprinos (Capra
hircus L., 1758), tratados com diversas doses de Indigofera
suffruticosa Mill. PE/Brasil, 2006.
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Tabela 28: Valores da andlise bioquimica referente ao caprino (Capra hircus L.,
1758) 01, tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em
extrato aquoso durante oito dias. PE/Brasil, 2006.

Protein Albumin

Uréia Creatinina GGr  AST a a
Dia (mg/dl) (mg/dl)  (uyy) (uyn) (g/dl)  (g/dl)
0° 55,20 1,60 34,00 82,00 6,00 3,70
1° 42,50 1,29 36,00 87,00 5,70 3,80
2° 36,00 1,12 34,00 78,00 5,60 3,00
3° 23,30 1,13 36,00 83,00 5,60 3,60
4° 28,10 1,27 38,00 85,00 5,70 3,90
5° 38,80 1,02 27,00 95,00 5,00 3,40
6° 39,00 1,00 33,00 82,00 5,20 3,70
7° 19,90 1,36 30,00 100,00 5,20 2,80
8° 27,10 0,85 34,00 90,00 4,90 3,30

Média 31,83 1,13 33,50 87,50 5,36 3,43

Desvio padrao 8,30 0,17 354 723 0,32 0,39

Obs: Nao foram computados os valores do dia 0° para o calculo da média e desvio padrdo. car -
gama glutamil transferase, ast - aspartato amino transferase.
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Tabela 29: Valores da anilise bioquimica referente ao caprino (Capra hircus L.,
1758) 02, tratado com 20g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em
extrato aquoso durante oito dias. PE/Brasil, 2006.

Protein Albumin

Uréia Creatinina ggt  ast a a
Dia  (mg/dl) (mg/dl) (wifi) (uifi) (/dl) (g/dl)
0° 38,80 1,30 35,00 92,00 4,90 3,30
1° 38,20 1,27 46,00 99,00 6,80 3,80
2° 27,10 0,85 38,00 105,00 4,60 3,30
3° 37,70 1,39 46,00 98,00 6,40 3,60
4° 38,40 1,47 31,00 94,00 3,80 3,70
5° 38,40 1,24 41,00 103,00 5,80 2,90
6° 55,30 1,12 39,00 87,00 5,10 3,60
7° 44,50 0,84 35,00 88,00 5,80 3,30
8° 33,60 0,90 43,00 99,00 5,50 2,90

Média 39,15 1,13 39,87 96,62 547 3,39

Desvio padrao 8,19 0,25 525 652 097 0,35
Obs: Nao foram computados os valores do dia 0° para o calculo da média e desvio padrdo. car -
gama glutamil transferase, Ast - aspartato amino transferase

Tabela 30: Valores da analise bioquimica referente ao caprino(Capra hircus L.,
1758) 03, tratado com 30g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em
extrato aquoso durante oito dias. PE/Brasil, 2006.

Protein Albumin

Uréia Creatinina ggt  ast a a
Dia (mg/dl) (mg/dl) (wifi) (uifi) (g/dl) (g/dl)
0° 37,10 1,15 52,00 255,00 5,20 3,30
1° 28,00 1,21 51,00 248,00 5,90 3,30
2° 34,90 0,93 53,00 221,00 6,00 3,20
3° 28,50 0,93 49,00 217,00 5,60 290
4° 34,30 0,94 46,00 183,00 5,20 2,90
5° 21,90 1,03 44,00 164,00 5,00 2,70
6° 48,40 0,92 31,00 155,00 4,10 2,10
7° 47,20 1,01 39,00 153,00 5,70 3,80
8° 26,60 0,74 46,00 146,00 5,80 2,30
Média 33,72 0,96 44,87 185,87 5,41 2,90

Desvio padrao 9,63 0,13 7,08 3812 0,63 0,55

Obs: Nao foram computados os valores do dia 0° para o calculo da média e desvio padrdo. cor -
gama glutamil transferase, ast - aspartato amino transferase
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Tabela 31: Valores da analise bioquimica referente ao caprino (Capra hircus L.,
1758) 04, tratado com 40g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. em
extrato aquoso na dose tnica. PE/Brasil, 2006.

Protein Albumin

Uréia Creatinina GGT  AST a a

Dia (mg/d) (mg/d)  (uy) (uy) (g/dl)  (g/dl)
0° 65,10 1,69 57,00 154,00 5,60 3,30
1° 31,30 1,24 45,00 118,00 5,60 2,80
2° 26,90 0,90 47,00 105,00 4,30 3,70
3° 34,10 1,25 49,00 99,00 5,40 3,20
4° 25,20 1,26 49,00 91,00 5,50 3,80
5° 10,70 1,24 43,00 87,00 5,20 3,30
6° 17,10 1,20 50,00 87,00 5,70 3,30
7° 13,40 1,21 46,00 83,00 6,20 3,70
8° 28,50 1,15 47,00 85,00 6,00 4,10
Média 23,40 1,18 47,00 94,37 548 3,48
Desvio padrio 8,61 0,12 2,33 12,13 0,57 041

Obs: Nao foram computados os valores do dia 0° para o calculo da média e desvio padrdo. ccr -
gama glutamil transferase, Ast - aspartato amino transferase

Tabela 32: Valores da andlise bioquimica referente ao caprino (Capra hircus L.,
1758) 05, tratado com 10g/kg de Indigofera suffruticosa Mill. recém
coletada durante oito dias. PE/Brasil, 2006.

Protein Albumin

Uréia Creatinina GGr  AST a a
Dia (mng/dl) (mg/dl)  (u/i) (uy) (g/dl)  (g/dD)
0° 57,70 1,60 27,00 158,00 6,40 3,40
1° 12,10 1,10 33,00 156,00 6,50 3,40
2° 28,20 1,15 31,00 147,00 5,90 3,30
3° 26,40 1,16 31,00 134,00 5,70 3,00
4° 37,30 1,23 29,00 128,00 4,80 3,00
5° 27,50 1,28 24,00 134,00 5,70 3,10
6° 21,00 0,98 25,00 137,00 5,40 2,80
7° 43,50 1,00 26,00 125,00 5,80 3,00
8° 13,70 0,96 15,00 135,00 5,10 2,80

Média 26,21 111 26,75 137,00 5,61 3,05
Desvio padrao 0,76 0,12 572 10,05 0,52 0,21

Obs: Nao foram computados os valores do dia 0° para o calculo da média e desvio padrdo. car -
gama glutamil transferase, ast - aspartato amino transferase
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Os corpusculos de Heinz (Figura 09) foram verificados em todos os animais
experimentais (Tabela 33) e foram mais evidentes nos animais 02 e 03. Embora
essa ocorréncia nao tenha sido expressiva, Duncan e Prasse (1982) consideram que,
a presenca desses corpusculos significa hemdlise intravascular e a constatagdo
desses é determinante no diagndstico das anemias hemoliticas (Carcton &

McGavin, 1998).

Figura 09: Corptsculos de Heinz em hemacias do caprino (Capra hircus
L., 1758) 02, tratado experimentalmente com 20g/kg/p.v. de
Indigofera suffruticosa em extrato aquoso por oito dias.
PE/Brasil, 2006.
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Tabela 33: Demonstrativo da freqiiéncia dos corpasculos de Heinz em hemacias
de caprinos (Capra hircus L., 1758) tratados experimentalmente com

a“ne

diferentes doses de Indigofera suffruticosa em extrato aquoso e

natura”. PE/Brasil 2006.

Animais
Extrato aquoso “In natura”
01 02 03 04 05
[z)if (10g/kg/p.v.) (20g/kg/p.v.) (30g/kg/p.v.) (40g/kg/p.v.) (10g/kg/p.v.)
1° - Alguns Raros - Raros
2° Alguns Alguns Raros Vérios Raros
3° - Raros Raros Raros Raros
4° Raros Raros Alguns Raros Raros
5° Raros Raros Alguns Raros Raros
6° - Raros Alguns Raros Raros
7° - Alguns Alguns Raros Raros
8° Raros Alguns Alguns - -
9° Raros Alguns Alguns - -
10° Alguns Alguns Raros - -

in
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5.3 Alteracoes anatomopatolégicas

As alteragdes macroscopicas e microscopicas observadas nas necropsias e
exames histopatolégicos dos animais 01, 02, 03 e 05 foram anotadas em livro de

registro da Area de Patologia/pmv/ UFRPE.

5.3.1 Macroscopia

As principais alteracdes foram, ascite (figura 10), presente nos animais 01, 02
e 03, no qual foi mais evidente, que ingeriu a maior dose (30g/kg/p.v.) em extrato

aquoso, além de discreta palidez renal bilateral.

Figura 10: Aumento de liquido intra-peritoneal em
caprino (Capra hircus L., 1758) 03, tratado
com 30g/kg/p.v. de Indigofera
suffruticosa na forma de extrato aquoso
por 08 dias. PE/Brasil, 2006.

A ascite parece corresponder ao decréscimo nos niveis de albumina,
principalmente no animal 03, demonstrado nas analises clinicas. De acordo com
Spinosa (1996), a diminuigdo da sintese de albumina pelo parénquima hepatico,

tanto pela diminui¢do do ntmero de hepatécitos como pela funcdo celular
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prejudicada implica na diminuicdo da pressao oncética e conseqiiente elevacao da
pressao hidrostatica no meio intravascular, facilitando o extravasamento de

liquidos desse meio.

Esse resultado difere daquele relatado por Barbosa Neto et al (2001), quando
investigaram a atividade toxica de Indigofera suffruticosa em bovinos, e verificou
durante a necropsia, mucosas palidas, sangue aquoso, urina vermelho escuro, rins
aumentados de volume de coloracio marrom-escura, figado azulado

superficialmente e ao corte com lobulagdo visivel.

5.3.2. Microscopia

Lesoes microscopicas foram observadas no figado, rins, baco e testiculos e

estdo demonstradas na Tabela 34.

Houve lesdes hepaticas em todos os animais, independente da dose, ou da
forma de ingestao (extrato aquoso ou “in natura”). Embora em graus variados,
geralmente, estavam presentes tumefagdo, vacuolizacdo e dreas de necrose de
hepatdcitos focais (Figura 11), mas, principalmente, na regiao centrolobular. Em
virtude da tumefagdo, houve desagregacdo de hepatécitos e dissociacdo de
corddes hepaticos (Figura 12) com conseqiiente congestao sinusoidal. Observou-se

ainda destruicdo de sinusodides, além de hemorragia e infiltrado inflamatério.

Barbosa et al. (2001) também observaram na intoxicacdo experimental em
bovinos, tumefacdo de hepatdcitos, dreas de necrose, figuras de picnose ou
cariorrexia, no entanto, nos resultados do presente experimento, nao foi verificado
retencdo biliar. Batatinha et al. (1994), investigando a atividade de I. suffruticosa
sobre a funcdo reprodutiva de ratas, encontraram a microscopia do figado, um

quadro degenerativo-necroético.

Segundo Coelho (1971), as células hepaticas estdo sujeitas a freqiientes
alteracdes bioquimicas ou morfoldgicas, pelo ambiente pobre em oxigénio que as
tornam mais sensiveis ao sofrimento, principalmente, por desempenharem funcédo

de detoxificacdo do organismo, expostas as alteragdes metabodlicas dos lipidios,
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proteinas e glicogénio, que induzem a lesdes primarias, degenerativas ou
infiltrativas. As influéncias téxicas sobre o figado podem resultar em necrose,
tendo como sitio mais usual, a regido periacinar. Para Carlton & MacGavin (1998),
esta regido € a tltima a receber sangue, por isso, é a menos oxigenada e os efeitos

da hip6xia se manifestam primeiro nessa area.

Nos rins verificou-se glomeruloesclerose (Figura 13), vacuolizacdo,
degeneracdo e necrose do epitélio tubular; congestdo, dilatagdo, contracdo e
destruicdo de glomérulos; edema peri-vascular e endotélio reativo (Figura 14),
além de cilindro hialino (animal 01). Segundo Carlton e McGavin (1998), a
glomeruloesclerose pode resultar de qualquer injaria crénica que resulte em perda
de funcdo do glomérulo ou do néfron e a nefrose decorre da isquemia e

nefrotoxicidade sobre as células epiteliais dos tabulos renais.

As alteracdes observadas no bago consistiram de hemossiderose discreta
(Figura 15) nos animais 01 e 02, sendo moderada no animal 03. Carlton e McGavin
(1998) explicam que, a hemossiderina é visivel nos macréfagos esplénicos,
especialmente apds congestdo prolongada, episddios de hemolise mediada por
eritrofagocitose esplénica e inflamagdes cronicas que resultam em aumento no

nuimero de macréfagos carregados de hemossiderina.

As lesdes nos testiculos ocorreram nos animais 01, 02, 03 e 05, consistindo
de vacuolizacdo, degeneracdo (Figura 16) e necrose do epitélio tubular, debris
celulares na luz dos tabulos, diminuicdo e auséncia de espermatides e
espermatozdides, além de estermatdcitos degenerados e auséncia de

espermatogonias (animal 02).

Para Carlton e McGavin (1998), a degeneracdo testicular é uma lesdo
comum com diversas etiologias que sao, freqlientemente, desconhecidas, porém,
fatores sistémicos como deficiéncias nutricionais, aberracdes hormonais,
irradiacdes e intoxicacdes podem ser responsabilizados por essa alteragao.
Tokarnia (2000) e Pugh (2004) comentam que, em casos de falhas reprodutivas,
investiga-se muito mais as causas infecciosas, entretanto, existem as causas ndo

infecciosas, que podem ser mais dificeis de ser diagnosticadas, porém, mais faceis
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de serem tratadas e algumas plantas sdo responsdveis por causar disttrbios
reprodutivos e infertilidade como as que tem acdo estrogénica (Trifolium
subterraneum, T. repens e Medicago sativa), ainda ha aquelas que provocam abortos,

como Tetrapterys spp. Ateleia glaxioviana e Stryphnodendron obovatum entre outras.
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Tabela 34: Demonstrativo das lesdes microscépicas observadas no figado de caprinos tratados

“"

experimentalmente com Indigofera suffruticosa Mill. em extrato aquoso e “in
natura”por 08 dias.PE/Brasil, 2006.
Estado da planta Extrato aquoso “in natura”
Tratamento 01 (10g/Kg) 02 (20g/Kg) 03 (30g/Kg) 05(10g/Kg)
Periodo 08 dias 08 dias

Figado

Tumefagédo X X X X
Hepatdcitos Vacuolizagdo focal X X X X

Necrose focal X X X X
Dissociagdo de corddes hepaticos X X - X
Perda da arquitetura - - X -
Congestao (dreas) X X X -
Congestao sinusoidal X X - X
Destrui¢do de sinusdides - - X X
Rins
Lesao tubular X X X X
Epitélio tubular  Vacuolizagao X X X X

Degeneracao - X X X

Necrose - X X X
Glomeruloesclerose X X X X
Dilatacdo glomerular - X X -
Retragao glomerular X X X -
Glomérulos destruidos - X X -
Cilindros hialinos X - - -
Reatividade do endotélio vascular X X - X
Baco
Congestao - - - X
Hemossiderose discreta discreta X -
Testiculos
Vacuolizagdo do epitélio tubular X X X
Degeneracao/necrose do epitélio X X X X
tubular
Degeneracao de espermatdcitos - - X X
Auséncia de espermatides X - X X
Auséncia de espermatogdnias X - X
Auséncia de espermatozdides X - X X
Debris celulares no liimen dos ttbulos X - X X
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Figura 11: Tumefacao e necrose de hepatécitos em figado de caprino
(Capra hircus L., 1758), tratado com 30g/kg/p.v. de Indigofera
suffruticosa em extrato aquoso por 08 dias. PE/Brasil, 2006.
16X. HE.

Figura 12: Tumefacao e necrose de hepatécitos e dissociacao dos corddes
hepaticos em figado de caprino (Capra hircus L., 1758),
tratado com 30g/kg/p.v. de Indigofera suffruticosa em extrato
aquoso por 08 dias. PE/Brasil, 2006. 40X.HE.
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Figura 13: Glomeruloesclerose em caprino (Capra hircus L., 1758),
tratado com 10g/kg/p.v. de Indigofera suffruticosa em extrato
aquoso por 08 dias. PE/Brasil, 2006. 16X.HE.

Figura 14: Reatividade do endotélio vascular em rim de caprino (Capra
hircus L., 1758), tratado com 20g/kg/p.v. de Indigofera
suffruticosa em extrato aquoso por 08 dias. PE/Brasil, 2006.
40X.HE.
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Figura 15: Discreta hemossiderose em bago de caprino (Capra hircus L.,
1758), tratado com 10g/kg/p.v. de Indigofera suffruticosa em
extrato aquoso por 08 dias. PE/Brasil, 2006. 40X.HE.

Figura 16: Degeneracao testicular caprino (Capra hircus L., 1758), tratado
com 10g/kg/p.v. de Indigofera suffruticosa “in natura” por 08
dias. PE/Brasil, 2006. 40X.HE.
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5.4 Analise cromatografica da urina

Foram analisadas 15 amostras, trés por animal, utilizando a metodologia
sugerida por Oberttir (2004a). Observou-se uma mancha, de coloragdo vermelho-
tijolo, semelhante a do indican (Figura 17) em todos os animais, ausente na
amostra controle. Durante o processamento, verificou-se que tanto a vanilina
cloridrica como a sulftirica servem como reagente para a evidenciacdo da mancha
pertinente a esta substancia, cuja visibilidade é superior aquela observada quando

se utiliza o reagente HCl a 5%, que produz uma mancha azul-clara.

02 02 03 03 03
e &8

Figura 17: Co-cromatograma das amostras das urinas dos caprinos
(Capra hircus L., 1758) 01, 02, 03, 04 e 05, relativas as coletas
do 2°, 5° e 8° dia em comparacio com o padrio (extrato
metanélico de Indigofera suffruticosa Mill.) demonstrando
mancha vermelho-tijolo referente ao derivado do
indican.PE/Brasil, 2006.

A comprovagdo de que esta substancia é o indican ou um seu derivado esta
fundamentada na hidrélise realizada nas amostras de urina, particio com butanol

e aplicagdo em cromatograma, onde ficou evidenciado a presenca do indigo e
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indirubina e ndo mais surgiu a mancha vermelho-tijolo relativa ao indican,
idéntico ao que ocorreu com a hidrélise da amostra de Indigofera suffruticosa Mill.,

uma reacao descrita por Chanayath (2002) e Oberttiir (2004a).
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6. CoNCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos a partir dos objetivos propostos e sob as
condi¢cdes em que foram realizados os procedimentos, permite as seguintes

conclusdes:

Os espécimes de Indigofera suffruticosa Mill. provenientes de Venturosa,
Passira e Recife (Campus da urreE) sdo quimicamente semelhantes e todos sdo

positivos para presenca do indican.

Apenas os animais que ingerem Indigofera suffruticosa Mill. na forma de
extrato aquoso apresentam urina esverdeada e em alguns hd aumento da
densidade urinaria (>1040), variacdes de pH urinario (8,0 - 5,0) e leucocittria

ocorreu em todos os animais que ingeriram a planta.

Os achados hematolégicos demonstram discreta anemia microcitica
(hipocromica a normocromica) e presenca de corptsculos de Heinz em todos os

animais que ingeriram Indigofera suffruticosa Mill.
As principais alteragdes necroscopicas sdo ascite e palidez renal.

As lesdes microscopicas do figado, rins e testiculos de caprinos (Capra hircus L.,
1758), demonstraram que Indigofera suffruticosa Mill. é hepatotdxica, nefrotdxica, e

causa degeneracao testicular.

E possivel identificar, na urina de caprinos (Capra hircus L., 1758), tratados com
diferentes doses de Indigofera suffruticosa Mill., em extrato aquoso e “in natura”, a

substancia derivada do indican, por cromatografia em camada delgada.
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