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RESUMO

A Cassia Angustifolia (Sene) é considerada uma planta medicinal
indicada principalmente para fins purgativos e constipacdo intestinal, no
entanto, destaca-se também pelo seu uso como abortiva e emenagoga. Plantas
medicinais tradicionalmente usadas para induzir o aborto sdo usadas em altas
doses, podendo causar efeitos toxicos e prejudiciais ao feto e ao corpo da
mulher. Os principais constituintes quimicos da Cassia Angustifolia sdo
antraquinonas (aloe-emodina, antranol, reina diglicosideo, reina-antrona-8-
glicosideo, senosideos A e B), glicosideos naftalénicos e flavonoides. Estudos
recentes destacam que esses compostos antraquindnicos aumentam o influxo
de sangue para o Utero e seus anexos, provocam intoxicacdo placentaria,
aumentando assim o risco de perda fetal ocasionado principalmente por
disfuncéo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Na interface — materno fetal
existem células trofoblasticas gigantes (CTGs) que sdo de grande relevancia
para a manutencdo do equilibrio existente entre o feto e a gestante. Elas se
localizam entre os tecidos maternos e fetais durante todo o periodo
gestacional, adquirindo um comportamento invasivo, hematotrofico e
fagocitario. Existem também as células Natural Killer uterinas (uUNK) cuja
principal funcao € a liberacéo de citocinas como IFN-Y que leva a dilatacédo das
artérias espiraladas deciduais e manutencdo da integridade decidual,
contribuindo, portanto, para o desenvolvimento normal da decidua e da
placenta. Nesse contexto, o presente trabalho buscou avaliar os possiveis
efeitos da administracdo do extrato hidroalcoodlico de Cassia angustifolia (Sene)
em diferentes periodos da gestacdo de camundongos, tanto no organismo
materno como no concepto, bem como os efeitos comportamentais e os efeitos
nas células uNK e CTGs desses animais por meio do estudo morfologico,
citoquimico e estereoldgico. Realizou-se também o perfil cromatografico a fim
de averiguar os principais constituintes quimicos do extrato. O tratamento com
extrato provocou alteracdes morfoldgicas bastante evidentes, de tal forma que
foi possivel identificar a presenca de focos hemorragicos e reabsorgcdes
uterinas. Verificamos que as CTGs se localizavam em meio ao infiltrado

sanguineo, ou até mesmo ao redor de um inicio de necrose, exercendo assim



um papel fagocitario frente a atividade inflamatoria e remodelagéo tecidual. As
células uNK apresentaram um aumento significativo na regido endometrial mais
distante do embrido. Esses achados sugerem que existe uma cinética no
processo de perda e reabsor¢cdo embrionaria nos animais tratados durante a
prenhez que se inicia com o0 processo hemorragico, morte e reabsorcdo
embriondria e que os senosideos A e B podem estar associados a estes
efeitos. Portanto o uso de Cassia Angustifolia durante os periodos de
desenvolvimento embrionario apresenta um grande risco para a mée e para o

feto.

Palavras Chaves: Senna (Planta). 2. Gravidez. 3. Desenvolvimento Embrionério

e Fetal



ABSTRACT

Cassia angustifolia (Senne), is usually associated with its effects on the
gastrointestinal tract where besides being used as purgative. The popular
culture associated this plant with abortion and emmenagogue effects. Most
plants used as emanagogas are the same used as abortion, there is no clear
distinction between the two intentions. Plants traditionally used to induce
abortion are administered in excessively high doses, which can cause toxic
effects to the woman's body. The main chemical constituents of Cassia
angustifolia are diantronas-8-8'-called diglicosideos senosideos AF, with a
predominance of A and B senosideos. This components can inducing uterine
contractions, increase blood flow to the uterus and its appendages, increasing
the risk of fetal loss, disruption of the mitochondrial oxidative phosphorylation.
Trophoblast giant cells (TGC) present in maternal interface - fetal, are of
great relevance tothe balance between the fetus and mother. There are
also uterine Natural Killer cells (UNK) whose main function is the release of
cytokines such asIFN-Y which leads to dilation of the decidual spiral
arteries and maintenance of decidual integrity, contributing thus to the normal
development of the decidua and placental. In this context, the present study
evaluated the possible effects of administration of the hydroalcoholic extract
of Cassia angustifolia (Senna) in different periods of pregnancy in mice, both in
the mother and the fetus, as well as behavioral effects andthe effects
on cells and TGCs and UNK by morphological , cytochemical and stereological
studying. There was also the chromatographic profile in orderto as certain
the chemical constituents of the extract. We found that the TGCs are located in
the midst of blood infiltration, or even around an early necrosis, thereby
exerting a role phagocytic activity against  the inflammatory and tissue
remodeling. UNK cells showed a significant increase
in endometrial farthest region of the embryo. Furthermore, the
treatment showed behavioral changes in females treated with the
corresponding extract. The morphological and histological analysis showed a
important prejudicial effect of senne extract in mouse pregnancy and after

phytochemical analysis we can supposed that this effects was caused probably



by the A and B healthy senossideos (anthraquinone derivatives) the main
constituents of Senne extract. The results support an important risk of the

indiscriminate use of Senne for pregnant woman.

Keywords: Senna . 2.Pregnancy. 3. Desenvolvimento Embrionario e Fetal
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1 INTRODUCAO

A utilizacao de fitoterapicos é uma pratica bastante difundida e utilizada
principalmente por populacbes mais carentes pra cura, prevencao e tratamento de
algumas doencas. Um grande problema desta pratica € que infelizmente elas sdo
utilizadas sem o conhecimento de seu perfil toxico. As plantas medicinais podem ser
classificadas por categorias, de acordo com sua acdo sobre o organismo:
estimulantes, calmantes, emolientes, fortificantes, diuréticas, hipotensoras, de
funcao reguladora intestinal, colagogas, depurativas, e abortivas.

A interrupcdo da gestacdo é uma pratica ilegal, e nos paises
subdesenvolvidos tem favorecido a procura de praticas clandestinas, como por
exemplo, o uso da Cassia angustifolia (sene). Planta utilizada para fins purgativos,
cOlicas biliares, constipacao intestinal e também para fins emenagogos e abortivos.
O sene foi uma das espécies mais citadas segundo um levantamento etnobotanico
no sistema unico de Saude, sendo ela constituida principalmente de derivados
antragquindnicos. Sabe- se, que 0 sene é o laxante atraquindide mais utilizado pela
populacdo. Seus compostos sdo contra — indicados principalmente no primeiro
trimestre de gestacéo, periodo que ocorre a organogénese. O sucesso da gestacdo
em mamiferos é diretamente dependente da interacdo entre células de origem
maternas e tecidas de origem embrionaria, estabelecida principalmente pelas células
trofoblasticas e as células Natural Killer Uterinas (NKu). A decidua estabelece
funcbes importantes relacionadas a nutricdo do embrido nas fases iniciais, a
formacdo de barreira mecanica impedindo o poder de invasividade das Células
trofoblasticas Gigantes (CTG) e a sintese de substancias, tais como fatores de
crescimento e fatores imunossupressores. As células NKu s&o bastante
representativas neste ambiente, e estudos sugerem que estas células maternas
interagem com células trofoblasticas (fetais) modulando a producéo de citocinas e
fatores angiogénicos controlando a invasdo trofoblastica e o remodelamento
tecidual.

Ha muito tempo as pesquisas na area da saude buscam a compreenséo
dos mecanismos fisiolégicos que acometem uma gestacdo anormal, assim como
substancias prejudiciais ao sistema de nutricdo e desenvolvimento embrionario.

Estudos sugerem que moléculas de diantrona causam a interrupcdo da
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fosforolilacdo oxidativa das mitocondrias, visto que a maior parte do oxigénio
comsuido pela placenta é por meio da fosforililacdo oxidativa. A reabsorcao atribui-
se principlamente a intoxicacdo placentéria, pois a diantrona é uma substancia de
baixo peso molecular (450 Da) podendo entdo passar pela placenta, ocasionando
um efeito direto fetotoxico. Outros trabalhos relatam que esses compostos podem
induzir contragdes uterinas, aumentar o fluxo sanguineo para o Utero e seus anexos,
ampliando o risco de perda do feto, bem como podem passar para o leite materno e
causar efeitos indesejaveis, como espasmos, no bebé.

A partir disso o trabalho buscou avaliar a influéncia da administracédo do
extrato hidroalcéolico de Cassia angustifolia durante todos os periodos da gestacao
de camundongos. Além disto, a andlise da atuacdo das células trofoblasticas e
células NKu de camundongos na reacao inflamatoria, reabsor¢cdo embrionaria e
remodelacdo uterina de camundongos. Buscando assim contribuir para um melhor
entendimento dos males causados pelo uso indiscriminado de plantas medicinais na

gestacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Fitoterapia e fitoterapicos no Brasil

Desde os primérdios da civilizagdo, a procura pelo tratamento das principais
doencas que acometem a humanidade tem sido uma preocupagdo constante da
populacdo. Essa informacdo é facilmente comprovada pelos inUmeros registros
historicos encontrados nas primeiras civilizacbes que habitaram a terra, por volta de
5000 a.C.. , onde ja se constava o uso de plantas medicinais para curar, aliviar, ou
tratar inameras doengas (ELDIN, 2001).

Com certeza, a principal contribuicdo para o desenvolvimento da terapéutica
moderna foi a utilizacdo das plantas medicinais, inicialmente pelos Egipcios e que
depois foi alastrando para outras regiées do mundo. Ha registros do uso de muitas
plantas medicinais, como a papoula (Papaver somnniferum), maconha (Cannabis
sativa), babosa (Aloe vera), dentre outras. Contudo, foi somente no século XIX que a
fitoterapia teve maior avanco, devido ao progresso cientifico na area da quimica, o
que permitiu analisar, identificar e separar o0s principios ativos das plantas
(CALIXTO; SIQUEIRA JR, 2008).

E de extrema importancia salientar algumas distingdes de ordem conceitual no
gue diz respeito a fitoterapicos e a plantas medicinais. Para a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS), plantas medicinais sdo todas aquelas, silvestres ou cultivadas, que
se utilizam como recursos para prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo
fisiol6gico normal ou patoldgico, ou como fonte de farmacos e de seus precursores.
Enguanto que fitoterapicos se caracterizam por ser um produto medicinal acabado e
etiquetado, cujos ingredientes ativos sao formados por partes aéreas ou
subterraneas de plantas, em estado bruto ou em formas de preparagbes vegetais
(RATES, 2001).

A utilizagdo de produtos naturais, pelo seu paralelo com o desenvolvimento da
cultura humana, ainda é acompanhada de significados magicos- religiosos e visdes
peculiares de saude e doenca, dentro de cada cultura. Obviamente, esse tipo de
abordagem confronta- se com o novo “modus vivendi” das sociedades ocidentais
industrializadas, quando estes recursos terapéuticos de origem natural, passaram a

ter importdncia como uma alternativa associada a populacbes de baixo nivel
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educacional e/ou poder aquisitivo, ou fundamentada em supersticoes religiosas e
praticas culturais.

Infelizmente, a maior parte dos fitoterapicos que séo utilizados atualmente por
automedicacao ou por prescricdo meédica ndo tem o seu perfil tbxico bem conhecido
(CAPASSO et al., 2000; VIEGAS JR, 2005). Por outro lado, a utilizacédo inadequada
de um produto, mesmo de baixa toxicidade, pode induzir problemas graves desde
gue existam outros fatores de risco tais como contra-indicagées ou uso concomitante
de outros medicamentos (COELHO, 1998; CORDEIRO et al.,, 2005). Outro
importante fator que corrobora com esse uso descontrolado de fitoterapicos esta
associado a crenga de “naturalidade in6cua” dos fitoterapicos e plantas medicinais
(SILVA, 2002).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou
gue 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VIEGAS et
al., 2005). Calixto e colaboradores em (2000) destacou a importancia do Brasil e de
alguns paises desenvolvidos como os Estados Unidos um aumento significativo no
consumo de plantas medicinais “in natura” ou sob a forma de produtos derivados.
Pesquisa realizada nos EUA no ano de 1997 mostrou que 42% da populagéo
haviam feito uso de plantas medicinais, pelo menos uma vez no ano de 1996, em
tratamentos médicos alternativos.

No Brasil, a historica utilizacdo de plantas, no tratamento de doencas apresenta
influéncias da cultura africana, indigena e europeia (MARTINS et al., 2000). Com o
passar dos anos estes conhecimentos foram transmitidos aos Europeus que por sua
vez ampliassem seu contato com a flora brasileira e a utilizassem para satisfazer
suas hecessidades alimentares e medicamentosas (NOGUEIRA, 1983). A partir
desse conhecimento, no Brasil, até o século XX, se fazia grande uso das plantas
medicinais para a cura de inUmeras doencas, sendo essa pratica uma tradicao que
foi sendo transmitida ao longo dos tempos (TOMAZONNI et al.,, 2006). Outro
importante fator relacionado ao uso de fitoterapicos no Brasil destaca- se a cultura, a
origem e o fator socioeconémico da populagédo induzindo diretamente o aumento
desse uso (CORTEZ et al., 1999; ARNOUS et al., 2005).

E importante também salientar que o Brasil € um pais que apresenta uma das
maiores diversidades etnoboténicas, além de possuir aproximadamente um terco da

flora mundial. Desta forma, poderia ser um pais privilegiado no que diz respeito a
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industrializacdo e comércio destes medicamentos. No entanto, a maioria dos
fitoterapicos fabricados hoje pela industria brasileira se fundamenta apenas no uso
popular destas plantas (YUNES et al., 2001) existindo ainda uma grande caréncia
em trabalhos cientificos nesta area.

As plantas medicinais podem ser classificadas por categorias, de acordo com
sua acao sobre o organismo: estimulantes, calmantes, emolientes, fortificantes, de
acdo coagulante, diuréticas, sudoriferas, hipotensoras, de funcdo reguladora
intestinal, colagogas, depurativas, remineralizantes e reconstituintes (RUDDER,
2002). Sabe- se também que elas produzem diferentes substancias quimicas
(alcaldides, taninos, flavondéides, saponinas, antraquinonas, entre outros) e o fazem
em diferentes proporc¢des, dependendo do habitat, da pluviosidade, do oferecimento
de luz as plantas, das caracteristicas dos solos, enfim, das caracteristicas climaticas,
além do seu potencial genético (CALIXTO et al., 2005). Os diferentes métodos
existentes para a padroniz¢ao fisico-quimica de fitoterapicos incluem, entre outros,
técnicas cromatograficas como a cromatografia em camada delgada, que permitem
a quantificacdo de componentes de interesse diretamente ou indiretamente, apés
separacao e extracao do cromatograma, seguida de determinacao quimica ou fisico-
quimica (SUN et al., 2002). No entanto, esta metodologia é considerada fora do
estado da arte atual, principalmente pelo advento das técnicas mais sensiveis como
cromatografias liquida e gasosa acopladas a espectrometro de massas ou
ressonancia magneética nuclear, empregando placas de alta eficiéncia (HPLC). Essas
técnicas tem sido utilizada em andlise de ativos de drogas vegetais e seus
extrativos, tanto qualitativamente como quantitativamente (GOBBO — NETO ;
LOPES, 2007).

Devido a importancia dos conhecimentos cientificos e além da crenca sobre o
poder de cura desta ou daquela planta, a fitoterapia evoluiu e sofisticou-se,
substituindo assim a crenca e tradicdo passada por geragdes, pela ciéncia que vem
sendo estudada, aperfeicoada e aplicada por diversas culturas ao longo do tempo.
Diante desse contexto muitos trabalhos de pesquisa baseados no conhecimento
popular demonstram que algumas plantas sédo utilizadas para ao controle da
fertilidade, ainda nos dias atuais, devido aos seus efeitos como contraceptivos,

emenagogos e/ou abortivos (TOLEDO et al., 2000).
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2.2 Plantas emenagogas e abortivas

No Brasil, a interrupcéo da gravidez € uma pratica ilegal, e isto tem favorecido
um aumento na procura de praticas abortivas clandestinas, onde os usos de alguns
vegetais correspondem a préatica mais utilizada, principalmente pela populagédo
economicamente menos favorecida (BELEW,1999).

Estimativas feitas com dados do INAMPS (Instituto Nacional de Assisténcia
Médica e Previdéncia Social) sobre abortos incompletos e com estatisticas de
clinicas particulares no Sul e Nordeste brasileiro mostram que a préatica do aborto
apresentou um extraordinario aumento, de menos de um milhdo em 1890 para
guase 3 milhdes em 1985. Estima- se que no Brasil ocorra cerca de um milhdo de
abortos clandestinos por ano. Cerca de 250.000 mulheres séo internadas na rede
publica em virtude de abortos provocados. Nas capitais brasileiras, a mortalidade
materna nesse caso atinge 74 entre 100 mil valores, e é a terceira causa de morte
materna e a quinta causa de internacdo na rede publica de saude (Ministério da
Saude/DATASUS, 2003).

A maioria das plantas utilizadas como emanagogas, sdo as mesmas utilizadas
como abortivas, ndo havendo distincdo clara entre as duas intengdes (FOSTER,
1999). Plantas tradicionalmente utilizada para induzir o aborto € administrado em
doses exageradamente elevadas, o que pode causar efeitos toxicos ao organismo
da mulher (BELEW, 1999; SCHENKEL et al., 2000). Geralmente os métodos mais
utilizados por essas mulheres séo a utilizacdo de extratos e infusbes vegetais
(CIGANDA; LABORDE, 2003). Dentro deste contexto, podemos observar que muitas
mulheres fazem uso de plantas como emenagogas e/ou abortivas (BARROS &
ALBUQUERQUE, 2005; NETO et al., 2005, CAMPESATO, 2005) sem ter o
conhecimento dos males que podem ser causados a gestante e ao concepto,
principalmente em casos de abortos ndo concluidos.

Diante da relevancia existente, MENGUE et al., 2007, realizou o
levantamento das dez plantas mais utilizadas como emenagogas ou abortivas por
pacientes do Servico pré-natal do Sistema Unico de Saude do Brasil (SUS), onde
destacam-se: arruda, sene, boldo, Buxinha-do-norte, cabacinha, marcela, canela,
guina-quina, cravo, aroeira e agoniada. Os vegetais utilizados para este fim liberam

substancias geralmente téxicas que afetam a homeostase do organismo materno e
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fetal, podendo causar entre outros males problemas implantacionais, morte
embrionéria e fetal, seguida ou ndo da liberacdo o concepto, além de grandes
hemorragias e outros males de aspectos generalizados (BARROS et al., 2005.)

De acordo com a bibliografia cientifica sdo encontrados apenas poucos e
esporadicos trabalhos a respeito dos efeitos de espécies vegetais na gestacdo. A
Ruta graveolens (arruda), dentre as ervas consideradas emenagogas e/ou abortivas
parece ser a mais reconhecida e estudada. A utilizagdo da arruda como abortiva é
bastante conhecida, tanto no Brasil como em outros paises (FREITAS et al., 2004;
MELITO et al, 2003). Em estudos com animais em laboratério, no entanto, existem
controvérsias quanto ao efeito abortivo e teratogénico desta planta. De acordo com
Guitiérrez-Pijares e colaboradores ( 2003) a administracdo do extrato aquoso desta
planta na concentracdo de 10 a 20% durante os estagios iniciais da gestacdo de
camundongos pode aumentar significativamente o numero de embrides anormais e
causar um atraso no desenvolvimento e transporte embrionario podendo diminuir a
implantagdo. Em nosso laboratério, temos observado que a aplicacdo do extrato
alcodlico da arruda, contrariando o que foi dito por Freitas e colaboradores (2004)
tem sido efetivo para uma reducdo do namero de sitios de implantacdo evidentes
assim como, tem aumentado o nimero de reabsor¢des embrionarias no decorrer do
periodo gestacional de camundongos (LONGATO, 2007; LONGATO et al., 2010).

Com relacao a outras espécies vegetais 0os dados bibliograficos sdo ainda mais
escassos e correspondem a trabalhos isolados. O extrato de boldo — verdadeiro
(Peumus boldus Molina) é descrito como responsavel por causar alteracbes
anatbmicas em blastocistos de camundongos quando administrado durante a
gestacdo, bem como alguma atividade abortiva (ALMEIDA et al., 2000) enquanto
gue o decocto de cabacinha ou buchinha do norte (Luffa operculata) administrado a
esta mesma espécie durante o periodo da implantagdo embrionaria demonstra uma
reducdo na taxa de natalidade (BARILLI et al., 2005). Estes dados demonstram que
na verdade o efeito emenagogo, contraceptivo e/ou abortivo de algumas plantas se
confunde, ndo apenas junto a diferentes comunidades como também, junto a
comunidade cientifica (MOREIRA et al., 2001; BARROS ; ALBUQUERQUE, 2005;
NETO et al., 2005) e sO este fato ja justificaria a necessidade de maior empenho
nesta area de pesquisa.

Nosso grupo de pesquisa, junto ao projeto de extensado universitaria “Analise

da utilizacdo de fitoterapicos pela populacdo de baixa renda do municipio de Alfenas
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— MG’ realizado no periodo de 2006-2009 (dados ainda ndo publicados) observou
gue na comunidade onde esta inserida a UNIFAL-MG mais de 70% da populacdo
utilizam algum tipo de fitoterdpico com relativa frequéncia. Dentre desse quadro,
chamou-nos a atencdo a grande quantidade de espécies descritas e reconhecidas
pela populacédo regional como agentes emenagogos e/ou abortivos e principalmente
guem faz o uso desta pratica e a acreditava que a préatica ndo acarretaria risco para
a gestante por ser um método considerado “natural”.

A Cassia angustifolia além de ter aparecido ente as 10 ervas mais utilizadas
para praticas abortivas pelo SUS foi uma das espécies mais citadas no levantamento
etnobotanico realizado junto a populacdo do municipio de Alfenas. No entanto
analisando a literatura cientifica disponivel ainda faltam muitos dados a respeito do

mecanismo de atuacdo desta planta que acaba por acometer a gestacao.

2.3 Cassia angustifolia

Recentemente, revisbes na classificacdo botanica dos géneros Cassia e
Senna levaram a transposicao taxondmica de espécies do género Cassia para o
taxon Senna. Com a separacdo das leguminosas em trés grupos distintos
(Subfamilias Caesalpiniaceae, Mimosaceae e Papilionaceae), o género Cassia,
agora incluido em Fabaceae (Leguminosae), diminuiu em tamanho. Espécies de
Cassia, juntamente com aquelas com sinonimia Senna ou com algumas que
mudaram para 0 grupo Senna apds 0 novo sistema de classificacdo (VIEGAS JR. et
al .2006). Outras espécies de Cassia também sédo utilizadas na medicina popular,
por exemplo, C. auriculata, C. occientalis, C. obtusifolia, C.tora, C. alata, C.
angustifolia, C. autifolia e C. nodo (AGARKAR; JADGE., 1999), sendo
principalmente utilizada para fins purgativos.

Algumas pesquisas comprovaram que algumas dessas espécies
apresentavam propriedades antibacteriana, antifingica, hepatoprotetora e
antimalarica (VIEGAS JR. et al., 2006). Ja recentemente, Silva e colaboradores,
(2008) e Kowar e Yadav., (2010) descreveram acfes anti- inflamatorias,
antioxidante, hipoglicemiante , antiplasmodial, antimutagénico e atividades anti-

cancer dos compostos quimicos do género. Possibilitando desse modo uma grande
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variedade farmacologica e que demonstra 0 grande potencial farmacologico deste
género vegetal.

Dentre as diversas espécies de Cassia, destacamos a Cassia angustifolia,
popularmente conhecida como Senne, para o enfoque do presente estudo. Esta
planta é originaria do Egito e seu uso vem sendo destacado junto a histéria da
humanidade desde o século IX, pelos arabes. A Cassia angustifolia € uma planta
medicamentosa amplamente comercializada para fins purgativos, célicas biliares,
congestbes encefalicas e constipacdo por inércia intestinal. O uso indiscriminado
desse medicamento pode causar vomitos, cdlicas, diarreias, congestdo dos 6érgaos
abdominais e aumento do fluxo menstrual, sendo, portanto contra indicado para
gestantes (VAN GORKOM et al., 1999).

O uso dessa planta medicinal, principalmente por gestante apresenta altos
indices, pois problemas de constipacdo sdo muito comuns, podendo afetar até 38%
das pacientes nesta condicdo. Estes problemas estdo relacionados principalmente
com alteracBes fisiolégicas decorrentes da gestacdo (CLARKE et al.,, 2007,
MORALES et al.,, 2004). Como sabemos que o sene € o laxante antranéide mais
utilizado mundialmente (ROBBERS; TYLER, 1999) acreditamos que possa ocorrer a
utilizacdo desta planta ocasionalmente por gestantes que nao intencionalmente
possam vir a comprometer sua gestacdo. Porém segundo a organizacdo mundial de
saude os produtos que possuem antraquinonas na sua composicdo devem ser
evitados durante a gravidez (SHULZ et al.,, 2002), principalmente, no primeiro
trimestre, periodo em que ocorre a organogénese e durante o qual podem acontecer
malformacdes em periodos curtos de exposicao.

Recentemente podemos observar um maior interesse cientifico relacionado
aos principios ativos desta planta (SHULZ et al., 2002). Os principais constituintes
guimicos da Cassia angustifolia sdo antraquinonas (crisofanol, aloe-emodina,
antranol, reina, reina diglicosideo, reina-antrona-8-glicosideo), senosideos (A e B),
glicosideos naftalénicos, flavonéides (campferol) e resinas (SIMOES et al., 2003). As
diantronas-8-8'-diglicosideos chamados senosideos A-F, com predominio dos
senosideos A e B apresentam dominancia quanto a concentra¢cdo quimica da planta
(SUN; SU, 2002). Os senosideos primarios E a F correspondem a glicosideos
conjugados com grupos sulfato e oxalato. Durante a metabolizacdo, esses
senosideos sofrem reacdes redox e processos enzimaticos, formam-se a partir

destes glicosideos as correspondentes diantronas ou antronas. Como as diantronas
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possuem dois centros assimétricos (em C-10 e C-10), tem-se a possibilidade de
uma série de estereoisdmeros, bem como de alguns compostos opticamente ativos.
Conforme a combinagdo de antronas tém-se diferentes agliconas e glicosideos de
diantronas.

Os antracenos (ou diantronas) sao considerados um pro-farmaco e ndo sao
absorvidos no intestino delgado, mas séo divididos e hidrolisados por bactérias
intestinais como a Clostridium sphenoides, Clostridium perfringen, Lactobacillus
xylosu e Peptostreptococcus intermedius, dando origem as Rhein — antronas ou
Antraquinonas considerado como o principal metabolito ativo. Toda essa reacdo de
reducdo por acao das bactérias demanda um tempo de 8- 10 h ap6s a ingestéo oral
desse farmaco, por isso o0 uso do farmaco durante a noite para o efeito esperado
pela manha (MORALES et al., 2004).

Estudos recentes, por exemplo, Chiou e colaboradores (2012), demostraram
outros efeitos associados aos compostostos antraquinénicos como um efeito
anticancerigenos ou anti-tumoral em células gliomais C6 de ratos, demostrando que
essas células tiveram um aumento da inducdo da apoptose principalmente pela
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial estimulando a liberacdo do
citocromo C para o citosol e assim induzindo niveis elevados de caspase 9 e
caspase 3 nessas células. Além disso, outros grupos de pesquisas verificaram
também que os compostos dos derivados antracénicos podem induzir a apoptose
através da producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) ocasionando um
colapso mitocondrial e também producdo do citocromo C (ZHANG et al., 2011,
CHIANG et al., 2011; YAO et al., 2012;)

Ainda de acordo com Chiang e colaboradores, (2011) as diantronas podem
inuduzir a apoptose através duas vias diferentes levando, por exemplo, as células
tumorais gastrointestinais a morte. A primeira via ocorre através da caspase 8 e a
outra através da geracado de (EROs).

O componente quimico antraquinona possue propriedade estrutural quimica
ao qual permite que adentrem facilmente nas células animais por apresentarem
anéis aromaticos o que confere a molécula uma caracteristica hidrofébica e
facilidade de interagir com a bicamada lipidica da membrana celular (ARIMA, 2006).
ApOs penetrar na membrana as diantronas se ligam, aos receptores FAS ou Trail
ativando a cascata da caspase 8, que pode agir estimulando diretamente a caspase

3-7 ou estimular a liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial. Com o citocromo ¢ ativo a
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caspase 9, também é ativada e por sua vez € responsavel por ativar a caspase-3-7
induzindo assim o processo de apoptose. A mitocondria estimulada pela caspaze 8
pode responder ainda liberando fatores indutores de apoptose (AIF) e endoluclease
G (endoG), sendo essa determinante na quebra do DNA celular, desencadeando da
mesma maneira a apoptose atrvés de uma via paralela (CHIANG,et al., 2011) (Fig.
1). Outra via de sinalizacdo intracelular que acarreta apoptose estimulada pelas
antraquinonas ocorre a partir da geracdo de EROs. As EROS geradas agem
diretamente de maneira nociva no DNA ou causam estresse reticular estimulando a
via mitocondrial de geracdo das proteinas AIF e endoG, induzindo por ambos os
caminhos a apoptose (CHIANG,et al., 2011) (Fig. 1).
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Figura 1 - Organograma que sintetiza as hipdteses das sinalizagdes intracelulares
envolvidos nas alteracfes celulares gestacionais de camundongos fémeas. Moléculas de
diantronas, presentes no extrato hidralcoolico de Cassia angustifélia, podem entrar
diretamente através da bicamada lipidica, liberando EROS, que por sua vez pode causar
dano ao DNA e levar a apoptose ou ocasionar estresse do reticulo endoplasmatico rugoso,
levando a ativacdo de proteinas especificas mitocondriais, que também ativam a apoptose.
As diantronas também podem se ligar a receptores de morte celulares especificos como
TRAIL e Ligante FAS, desencadeando uma cascata intracelular de ativacdo da Caspase 8,
gue por sua vez ativa a proteina inibitoria de apoptose, Bid, a Bidse liga a outra proteina
mitocondrial inibitéria Bax, liberando proteinas mitoncondriais AlIF e Endo G, responsaveis
pela apoptose. A caspase 8 pode também ativar a caspase 3-7 ocasionando a apoptose.

Fonte: Modificado a partir de Jo-Hua Chiang, et al., 2011.
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Segundo MORALES et al. (2004) existem trés principais mecanismos
conhecidos para a atividade laxante dos antrandides no intestino. Primeiro refere-se
a interacao entre rhein antrona ou antraquinona com o epitélio intestinal, onde pode
causar um desequilibrio entre a absorcéo e a secrecdo de agua intestinal induzindo,
portanto um acumulo de fluido e posteriormente aumentando o transito. Este
mecanismo esta possivelmente relacionado com a liberacdo ou com o aumento da
sintese de histamina ou outros mediadores (SIMOES et al., 2003). Segundo
mecanismo de acdo das antraquinonas no intestino, constiente em uma diminui¢cado
da producdo de ATP por desacoplamento mitocondrial (fosforilagdo oxidativa). Por
ultimo, Nilsson et al., (2004) descreve que a baixa concentracdo de ATP e a
inibicdo da bomba Na / K + ATPase levam a uma queda no gradiente de ions
através da membrana célular epitelial com isso impede a absorcéo de sédio e agua
do lumen para o sangue, e pode afetar as juncdes entre as células do epitélio
intestinal induzindo o aumento da secrecéo de agua e eletrélitos no limen intestinal.

Os mecanismos de acdo dos derivados atracénicos na gestacdo ou em
orgdos como Utero e placenta sdo escassos e merecem maiores investigacdes a
respeito. Porém, Barbosa - Ferreira et al. (2011) observou que o aborto, ou a
reabsorcéo fetal € um dos primeiros efeitos observados quanto a toxicidade pré-
natal de animais ruminantes que ingerem sementes de Cassia ocidentallis
(composto principalmente de Antraquinonas) acidentalmente em pastagens.
Ademais obervou-se ainda alteracdes histopatolégicas em diferentes érgdos como
figado, baco e placenta, onde indica que a faléncia desses orgaos pode oacasionar
a morte da mae e do concepto. Atribui-se a molécula de diantrona a interrupcéo da
fosforolilagcdo oxidativa das mitocOndrias, visto que a maior parte do oxigénio
comsuido pela placenta é por meio da fosforililacdo oxidativa (CARTER, A. M. 2000).
A esta reabsorcdo segundo Tasaka et al. (2004) atribui-se principlamente a
intoxicacdo placentéria, pois a diantrona € uma substancia de baixo peso molecular
(450 Da) podendo entdo passar pela placenta, ocasionando um efeito direto
fetotoxico.

Desse modo o composto antraguinonas, merece um estudo mais detalhado a
respeito das alteragbes induzidas como, por exemplo, contragbes uterinas
irregulares (CONOVER, 2003; BELEW, 1999), aumento de fluxo sanguineo para o
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Utero e seus anexos, ampliando o risco de perda do feto, bem como podem passar
para o leite materno e causar efeitos indesejaveis, como espasmos, no bebé
(SHULZ et al., 2002).

Pela importancia do uso desse laxante na gravidez e no periodo pés-parto
acreditamos contribuir para uma explicacdo dos efeitos e acbes desse medicamento

em diferentes estados fisioldgicos.

2.4 As células trofoblasticas na interacdo materno fetal

O Primeiro contato do tecido de origem embriolégica com o tecido materno
ocorre no momento da implantacdo do blastocisto no endométrio uterino
(AMARANTE-PAFFARO et al., 2004). Em roedores, a implantacdo embrionéria se
inicia com o intimo e harmdnico contato entre a membrana plasmatica do blastocisto
e do epitélio luminal, garantindo assim a sobrevivéncia do embrido ao estabelecer
uma superficie estavel para trocas metabdlicas e aquisicdo de nutrientes (LIPPE, E.
M. O 2007). Esta intima relacdo entre o organismo materno e embrionario torna-se
gradativamente mais complexa até a completa maturacdo da placenta que
compartilha o suprimento sanguineo materno, necessario para o desenvolvimento e
crescimento fetal (WATSON, D. E.; CROSS, J. C, 2005).

No decorrer da implantacdo embrionaria o0 endométrio sofre profundas
modificacdbes quanto a sua celularidade e vascularizacdo (BEVILACQUA,;
ABRAHAMSOHN, 1989). Principalmente os fibroblastos do estroma endometrial
sofrem um fendmeno de transformacéo celular chamado de decidualizacéo, que é
resultante da modificacdo da forma, ultraestrutura e metabolismo destas células
(NATALE, 2010). Em roedores a reagao decidual, se inicia por volta do 5° dia de
gestacdo, no endométrio que circunscreve a area da implantacdo embrionéria junto
a cripta da luz uterina, na regido antimesometrial. A medida que a implantacéo se
concretiza e ocorre o crescimento embrionério, a reagéo decidual propaga- se para a
regido mesometrial. Durante todo esse processo, a matriz extracelular do estroma
endometrial também sofre modificagées estruturais com mudancgas no colageno e
proteoglicanas (ROMAM, 2001). Desse modo atribuem — se a decidua algumas
funcdes de conter a invasividade do trofoblasto, manter a ancoragem segura do

blastocisto, além de promover a nutricdo do embrido e produzir horménios pra a
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manutencao da gestacao (BEVILACQUA et al., 1991). Existem também alguns tipos
especificos de células residentes na interface- materno fetal que sdo de grande
relevancia para uma perfeita gestacao e manutencdo do equilibrio existente entre o
feto e a gestante (ALBIERI et al., 2005).

Apesar da origem embrionaria as ceélulas trofoblasticas que revestem o
blastocisto, de primatas e roedores n&o participam da formacgéo do corpo do embrido
propriamente dito, mas, desempenham papéis de extrema importancia relacionados
ao estabelecimento de interacdes funcionais com o organismo materno. Estas se
localizam entre os tecidos maternos e fetais durante todo o periodo gestacional,
adquirindo um comportamento invasivo, hematotréfico e fagocitario (MUNTENER ;
HSU, 1977, ZUKEMANN; HEADEN et al., 1986; BEVILACQUA ; ABRAHAMSOHN,
1989; GEORGIADES et al., 2002; BEVILACQUA et al., 2010).

A invasividade e a fagocitose de elementos maternos destas células esta
relacionada a aquisi¢cdo de nutrientes para o desenvolvimento do embrido até que a
placenta esteja plenamente estabelecida (BILLINGTON, 1971), a aquisicdo de
espaco fisico para o crescimento embrionario (KATZ; ABRAHAMSOHN, 1987,
BEVILACQUA; ABRAHAMSOHN, 1989) e defesa embrionaria na medida em que
forma uma barreira fisica e funcional a entrada de patdgenos presentes no
organismo materno (SIMMONS; RUSSEL, 1962; PAVIA, 1983; GUILBERT; 1993;
GAGIOTI et al., 1996; GULERIA ; POLLARD, 2000; AMARANTE-PAFFARO, 2002;
AMARANTE-PAFFARO et al., 2004; BEVILACQUA et al., 2010). Sabe-se também
gue além dessa fagocitose de restos celulares, existe a eritrofagocitose, fundamental
para nutrir o embrido com ferro proveniente das hemoglobinas, onde por sua vez,
acontece principalmente por volta do 7,5 ou 8 dia de gestacdo (BEVILACQUA, E.;
ABRAHAMSOHN, 1988).

Com o amadurecimento da placenta, entretanto, as células trofoblasticas
gigantes gradativamente deixam de expressar atividade invasiva e fagocitaria,
assumindo outras funcdes como a sintese de horménio placentario lactogénico e
outras glicoproteinas relacionadas (KANAI-AZUMA; 1994; SOARES et al., 1996). No
entanto, esta atividade pode ser restabelecida, como dito anteriormente, quando
devidamente estimulada (AMARANTE-PAFFARO 2002; AMARANTE-PAFFARO et
al., 2004; BEVILACQUA et al.,, 2010). Estudos realizados in vitro e in vivo por
Paffaro- Amarante e colaboradores (2004), onde foi avaliada a atividade fagocitica

das células trofoblasticas gigantes perante patdbgenos como S. cerevisiae e E. Coli.



31

Observou-se que essas células, quando devidamente estimuladas por diversas vias,
sdo capazes de aumentar sua capacidade fagocitica, corroborando assim com a
fungéo protetora ao trofoblasto.

Devido a sua atividade fagocitaria e invasiva, a presenca de uma série de
receptores especificos (GUILBERT et al,. 1993; ALBIERI, 2001; BEVILACQUA et al.,
2010), pode conter uma grande quantidade de enzimas proteoliticas (AMARANTE-
PAFFARO et al., 2010), o fato de responder a citocinas inflamatérias como IFN -Y
(AMARANTE-PAFFARO et al., 2004; ALBIERI et al., 2005; HOSHIDA et al., 2007) e
IL -10 (PAULESU et al., 1991) as células trofoblasticas tem sido diretamente
comparadas a macrofagos (GUILBERT et al., 1993; GULERIA; POLLARD, 2000;
SASMONO et al., 2003; AMARANTE-PAFFARO et al. 2004, ALBIERI et al., 2005;
BEVILACQUA et al., 2009).Uma vez que essas células fagocitam, elas produzem e
liberam oxigénio e espécies reativas de nitrogénio como 0 &anion superoxido,
peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico (GAGIOTI et al., 2000). Alguns autores até
mesmo tém sugerido a inclusédo das células trofoblasticas no sistema imune inato do
organismo (GULERIA; POLLARD, 2000; SASMONO et al.,, 2003; AMARANTE-
PAFFARO et al., 2004; BEVILACQUA et al., 2010).

E conhecido de longa data que os macrofagos estéo diretamente envolvidos com
a atividade inflamatéria e remodelagéo tecidual. (BABIOR et al.,1973). Por outro
lado, durante a gestacdo de camundongos sabemos que toda a interacdo entre o
tecido materno e fetal parece ocorrer através das células trofoblasticas que mantém
o0 embrido isolado dos tecidos maternos. Dentro deste contexto, acreditamos que as
células trofoblasticas gigantes por serem invasivas e fagocitarias e tdo semelhantes
a macrofagos possam estar diretamente envolvida neste processo inflamatorio, de
reabsorcdo embrionaria e remodelacdo do tecido uterino. No entanto, ndo existem
estudos que confirmem histologicamente este fato.

Atualmente tem sido demostrado a importancia das células trofoblasticas
gigantes, macréfagos e neutréfilos na inter-relacdo de citocinas produzidas sendo
pré ou pré inflamatérias, assim como fatores reativos a oxigénio (ROS) em uma
gestacdo normal e também em diversos modelos de desequilibrio gestacional,
podendo levar a morte do embrido, ou reabsor¢cdo embrionaria em roedores. Alguns
trabalhos, por exemplo, Plaks e colaboradores (2010) averigou que na auséncia de
células deciduais e células trofoblasticas gigantes, ocorre falhas na implantacdo

embrionéria, deficiéncia na producdo de fatores angiogénicos como TGF- B1le
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remodelacao tecidual, culminando, portanto no processo de reabsorcéo uterina.

2.5 Aimunologia celular gestacional e o papel fundamental das Células Natural

Killer Uterinas.

Sabe- se também que existem outras populacdes celulares na decidua, como
células do estroma endometrial e populacdes transitorias de leucocitos (BULMER,
1995). Essas células atravessam a parede dos vasos sanguineos e linfaticos,
podendo atuar contra infec¢des e microorganismos existentes.

Portanto o sucesso da implantacdo e desenvolvimento do feto envolve um
conjunto de mecanismo complexo, quanto a diversidade genética do concepto que
ndo induz uma rejeicdo imunoldgica. Contribuem para essa tolerancia imunolégica o
fato das células trofoblasticas expressarem apenas antigenos de superficie da
classe HLA- G, HLA- C e HLA-E, tidas como moléculas do tipo ndo classicas
(TRUNDLEY A.; MOFFETT A, 2004). A auséncia de HLA- A, HLA- B e HLA — C nas
células trofoblasticas, por sua vez, ndo induziria a resposta imunoldgica classica
envolvendo linfécito T. Isso, por sua vez explica apenas a presenca de 10 % de
linfocitos T (CD 3+) na decidua. Por outro lado, € constantemente encontrado, nesse
ambiente, uma populacéo de linfocitos NK (Natural Killers) (80%) tanto em roedores
(HUNT et al., 2000) quanto em humanos RUSSEL et al., 2011). Porem, como as
células NK se apresenta em maior nimero na gestacado, é de extrema importancia o
entendimento da sua funcédo, seu surgimento e sua relacdo com outras populacées
celulares.

As células Natural Killer circulantes (cNK) pertencem as células do sistema
imune inato, exercendo atividade de defesa imunolégica contra células tumorais,
parasitas e células infectadas por virus ou bactérias. A linhagem destas células se
origina das células progenitoras da medula 6éssea, onde representam uma pequena
fracdo dos linfocitos do sangue periférico que possuem capacidade citotdéxica por
apresentarem granulos citoplasmaticos contendo perforina e granzimas (SMYTH,
2005), e sao capazes de lisar a célula alvo sem prévia sensibilizacdo (ZAVAN,
2011). De acordo com Perusia et al., (2005) em humanos existem dois tipos de

células Natural Killer no sangue periférico que se diferem pela expressdo da
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molécula CD56. As células CD56%™, onde representam 90% das células NK
periféricas, elas possuem alta densidade de CD16+ e tém como fun¢éo a defesa do
organismo pela citotoxicidade. E importante salientar que essas células apresentam
importantes funcdes em tecidos mucosos, como por exemplo, o Utero sendo um
tecido mucoso que libera grandes quantidades de hormdnios e propicia 0
recrutamento de células imunoldgicas, apoiando assim o desenvolvimento do
embrido (ZHANG et al., 2011). As células CD56"""™, por sua vez, sdo CD16-

e sd0 menos citotéxicas quando comparadas com as CD56%™ CD16+, mas
apresentam a grande capacidade de producdo de citocinas quando ativadas
(COOPER et al., 2001).

De acordo com Croy e colaboradores (1997), ultra estruturalmente os granulos
citoplasmaticos das células que constituem o agregado linfoide mesometrial da
gestacdo (MLAp), sdo heterogéneos e eletrodensos, com morfologia semelhante ao
granulos das células NK circulantes. Portanto sendo essas células denominadas na
literatura como células Naturais Killers Uterinas (NKu).

No momento da implantacdo embrionaria as células NKu estdo presentes
principalmente na regido mesometrial do Utero, estabelecendo um intimo contato
com as ceélulas trofoblasticas, sendo assim alvos das células NKu. Devido a
proximidade com as células do trofoblasto, na interface materno fetal, as células
NKu reconhecem tais células como sendo de origem fetal e apenas regulam sua
invasdo (KING, et al., 2000). Portanto a influéncia sobre a invasividade das NKu néo
ocorre por meio da citotoxicidade, apesar da presenca de receptores de ativacao
como NKp46, NKp44, NKp30, NKG2D, e 2B4 (KOPCOW et al., 2005). O processo
de invasdo do trofoblasto na decidua e artérias espiraladas é de extrema
importancia para o estabelecimento de suporte sanguineo necessario ao feto. Este
mecanismo deve ser controlado minuciosamente, uma vez que a invasao
exacerbada pode causar danos a gestacao, levando a pré- eclampsia, abortos e
partos imaturos (HANNA et al., 2006).

A funcdo das células NKu segundo, Trundley e Moffet (2004) pode ser
modificada apoés a ligacéo de seus receptores com moléculas de MHC néo classicas
(HLA-G, HLA-E e HLA-C) expressas pelas células trofoblasticas, e essa modificagéo
pode influenciar na invasividade trofoblastica. Desse modo, um dos mecanismos
mais aceitos na regulacdo da invasdo trofoblasticas pelas células NKu é a sua

producdo de citocinas (YU et al., 2006). As principais citocinas e fatores de
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crescimento secretados incluem: Ang-2, Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a),
Interferon-y (IFN-y) e Fator de Crescimento Tumoral — 1 (TGF-B1) que exercem
influéncia inibitéria na capacidade de invasdo do trofoblasto; além dessas, a IL-8 e
proteina induzida por interferon 10 também secretadas pelas células NKu se ligam a
receptores das células trofoblasticas induzindo sua migracdo (HANNA et al., 2006).
Portanto a funcdo geral das células NKu é participar da regulacdo da hemostasia
gestacional e o controle do remodelamento vascular (GUIMOND et al., 1998). Outros
estudos, demostraram por métodos imunocitoquimicos que algumas células
trofoblasticas, quando se encontram em apoptose, sao circundadas por células NKu,
sugerindo assim que as proprias NKu desencadeou esse processo de apoptose das
células trofoblasticas, ou elas pode, ter sido recrutadas apds o inicio do apoptose
(ZAVAN, 2011).

Em humanos, principalmente na fase litea secretora tardia do ciclo menstrual,
encontramos 0 maior niumero de células- NKu e estas sdo mantidas pela gestacao,
principalmente na regido mesometrial do Utero, onde nesse local se proliferam
(SHARMA, 1998).

As células NKu em camundongos estdo presentes em por¢des variadas no utero
durante a gestacdo, ou em uteros virgens (MANDELBOIM, O.; STANIESTSKY,
2010). Segundo KISO e colaboradores (1997), onde utilizou —se marcadores
especificos como Ly49 e Asialo- GM-1, sugeriram que as células precursoras de
NKu poderiam ser residentes permanentes do Utero, surgindo a partir da segunda
semana apoés o nascimento. Durante a puberdade, ndo ha mudancas na localizacdo
ou no numero relativo de NKu, e as células pequenas e agranulares sao
consideradas como precursoras das NKu (pré- NKu) (JIANHONG ZHANG et al.,
2011). Ha controversas sobre sua incidéncia no utero virgem ou ndo prenhe em
decorréncia da ambiguidade dos marcadores utilizados para identificacdo dessas
células, uma vez que nao tem conhecimento de um marcador especifico que
identifique as formas precursoras ou indiferenciadas. Porém por outro lado, Paffaro
JR e colaboradores, (2003) utilizando lectina Dolichos biflorus, que apresenta alta
seletividade e afinidade pelas células NKu de camundongos (CORREA DA SILVA,
1997), em estudos estereoldgicos e guantitativos, encontraram formas precursoras
de NKu apenas a partir do 5° dia de gestacéo.

Muitos estudos demostraram que a atividade citotoxica das NKu é reduzida

guando comparada com células NK do sangue periférico, embora as NKu
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expressem varios receptores de ativacdo , bem como niveis elevados de perforina,
granzinas A e B (BURKE et al., 2010). A atividade citotéxica das NKu pode ser
ativada apenas em situagbes na qual a homeostase gestacional seja rompida com,
por exemplo, em situacfes de infec¢cdo por virus, bactérias, ou compostos quimicos
gue alteram a permeabilidade do leito vascular. Na auséncia destas situacdes, as
interagbes da NKu com células imunoldgicas e ndo imunoldgicas na sua redondeza
inibem radicalmente sua citotoxixidade ( MURPHY et al., 2009).

De acordo com esses aspectos aqui descritos, o presente trabalho buscou
relacionar a integracdo das células NKu com as células trofoblasticas gigantes, de

modo elucidar possiveis mecanismos envolvidos em uma gestacdo a anormal.



36

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este projeto tem como objetivo principal avaliar os possiveis efeitos da
administracdo do extrato hidroalcodlico de Cassia angustifolia (Sene) em diferentes
periodos da gestacdo de camundongos, tanto no organismo materno como no
concepto, numa tentativa de elucidar os poucos dados existentes na literatura

cientifica a respeito da utilizacdo desta planta na gestacéo.

3.2 Objetivos especificos

e Averiguar um possivel efeito emenagogo, contraceptivo e/ou abortivo do
extrato hidroalcéolico de Cassia angustifolia na prenhes de camundongos.

e Averiguar o numero de possiveis sitios de reabsorcdo, hemorragias e/ou
quaisquer outras alteragcdes morfolégicas que possam ocorrer devido a

influéncia deste extrato.

e Avaliar as possiveis alteragbes encontradas comparativamente entre 0s
grupos experimentais de acordo com o periodo de administracdo do extrato
em cada grupo de maneira a determinar os periodos mais criticos para o

tratamento.

e Analisar histologicamente cada uma das possiveis alteragcdes morfol6gicas
encontradas nas fémeas prenhes e/ou nos conceptos em desenvolvimento.

e Calcular a taxa de implantacdo embrionaria (TI), a viabilidade embrionaria
(VE) e a perda embrionaria (PE) em cada um dos periodos de tratamento.

e Estudar o comportamento das células trofoblasticas e NKu de camundongos
nos sitios de implantacdo que possivelmente venham a apresentar alteragoes,
hemorrégicas e/ou reabsorcdes embrio/fetais.

e Quantificar a incidéncia e distribuicdo das células NKu DBA reativos em
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cortes histoldgicos de utero de camundongos submetidos ao tratamento com
Sene.

e Identificar, através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, o principal
componente quimico constituinte no extrato de Cassia angustifolia.

e Diminuir a caréncia de trabalhos no meio cientifico que constate os efeitos

desta planta durante a gestacéo

e Aproximar a pesquisa da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) as

necessidades e aos interesses da populacéo regional.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo do extrato hidroalcodlico

As amostras de Cassia angustifolia (sene) foram adquiridas no mercado
central de Belo Horizonte (MG) todas de um Unico lote de maneira a evitar
diferencas de compostos orgéanicos entre os exemplares de acordo com a
sazonalidade e regionalizacdo do plantio impedindo assim variagbes nos grupos
experimentais devido a variabilidade na composicdo do extrato. As amostras foram
identificadas pelo Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL- MG antes da
utilizacdo. As partes aéreas das plantas foram entdo secas em estufa ventilada a
40°C, trituradas e armazenadas em pacotes contendo 100g cada. Para preparo do
extrato, cada 100g da erva triturada foi transferida para um percolador onde
permaneceu por 72 h em alcool etilico 70 % para extracdo dos principios ativos.
Apbs este periodo, o extrato foi gotejando na velocidade de 10-12 gotas por minuto
até perder a coloracdo e o cheiro caracteristico da erva e concentrados em um rota-
evaporador a vacuo a 50°C até total eliminacdo do alcool. O extrato foi entdo
liofilizado e armazenado em um dissecador mantido em geladeira até 0 momento de

preparo da solucao estoque para tratamento das fémeas.

4.2 Animais

Neste trabalho foram utilizados 120 camundongos Swiss fémeas entre 8 e 16
semanas de idade mantidos sob regime ad-libidum de &4gua e racdo granulada no
biotério da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG).

Estas mesmas fémeas virgens foram acasaladas com machos adultos da
mesma linhagem na proporc¢édo 1:3 ao final de cada tarde. Na manha em que for

constatada a presenca de tampdao vaginal foi considerada como 1° dia de gestagao
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(ddg) (Fig. 2. A).

4.3 Dose e Administracao do Extrato

O extrato foi previamente suspensos em agua destilada na proporgéo de 250
mg/mL para preparo de uma solucdo de estoque a qual foi mantida por 4 dias em
geladeira e administrada por meio de uma agulha de gavagem (fig. 1 B) na
proporcao de 1000 mg/kg do animal, diariamente, no mesmo horario, durante um
periodo de 4 dias de acordo com cada um dos grupos experimentais (TABELA 1),
apos os calculos o volume de tratamento foi de 120ul do extrato de Cassia
angustifolia. A essa concentracdo utilizada, segundo Longato; Amarante- Paffaro,
2007, foi realizada uma curva dose- resposta das concentracdes de 250, 500, 750,
1000, 1500, 2000 mg/kg do animal de Cassia angustifolia. Observaram que as
concentracbes de 750, 1000, 1500 e 2000mg/kg apresentaram maiores alteragbes
nas fémeas prenhes. Portanto partimos desses resultados para estabelecer uma
concentracdo intermediaria no respectivo estudo. Ainda segundo o uso da Cassia
angustifolia pela populacéo carente, onde ela também é utilizada por meio de cha ou
decoccgao, a dosagem calculada leva em consideragdo a média de um “punhado”
pesado pela populacéo para preparo de 1 litro de cha ministrado a uma pessoa de
porte médio. Portanto o peso de um “punhado” equivale ao peso de 100g de folhas
trituradas e submetida ao procedimento de extracdo dos componentes.

Foram utilizadas pelo menos trés fémeas prenhes para cada dia gestacional
coletado apds o tratamento de cada um dos grupos experimentais mais trés fémeas
controle. Os animais utilizados como controle receberam agua destilada na mesma

proporcéo e condigdes experimentais dos grupos tratados.

4.4 Coleta e Processamento do Material
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As fémeas foram laparatomizadas no 8°, 11°, 15° e 18° ddg, sempre no
periodo da manhd, por deslocamento cervical para a coleta dos sitios de
implantacé@o e ovarios. Posteriormente morfologia dos 6rgéos internos foi observada
em busca de alteracbes morfoldégicas macroscépicas evidentes. Toda alteracao
observada foi devidamente contada e documentadas através de uma camera digital
(Sony Cybershot DSC-W120, 7.2 Megapixels, Zoom Otico 4x/Digital 8x). Os dados ja
coletados foram estudados e organizados para montagem de tabelas e graficos.

Tabela 1 - Grupos Experimentais com seus respectivos periodos de

tratamento e coleta.

Grupos Experimentais | Dias de Tratamento Coleta do Os
Material .
GRUPO | 1° a0 4°ddg 8°, ovario
Periodo de pré - 11°,15°,18° S
implantagéo ddge 1°dia foram
GRUPO I 4° ao 7°ddg 8°, coleta
Periodo de implantagdo 11°,15°,18° dos
embrionéria L an i inteir
GRUPO I 7° ao 11°ddg 15°,18° ddg e INteiro
Periodo pos 1° dia pos- S
obser

vados imediatamente em microscépio estereoscopico para contagem dos corpos

liteos e observacao de possiveis alterac6es morfoldgicas.

Os uteros foram removidos e esticados em placa cirdrgica para
documentacdo fotografica e analise macroscopica quando entdo foi contado o
namero de sitios embrionarios implantados e se presentes, também, foi
contabilizados o numero de sitios embriondrios de tamanho reduzido, de
hemorragias presentes entre os sitios de desenvolvimento embrionarios e entre 0s

mesmos assim como 0 numero de provaveis sitios em reabsorcao.

Nas fémeas sacrificadas no 8° ddg, os cornos uterinos foram cuidadosamente
removidos, e os sitios de implantagdo embrionarios foram individualizados para
processamento. No 11° ddg, os sitios de implantacdo além de individualizados

foram seccionados transversalmente para possibilitar melhor penetracdo das
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solucbes durante o processamento das amostras. Logo ap0s os embrides foram
cortados minuciosamente ao meio para melhor processamento. No 15° e 18° ddg os
fetos foram separados do botéo placentario e ambos seccionados longitudinalmente.

4.5 Anélise da taxa de implantacao (TI), viabilidade e perda embrionaria (VE e
PE).

Para o calculo da taxa de implantacdo embrionaria o nimero de corpos
Luteos encontrados em microscOpio esteroscopio dos dois ovarios deve ser
comparado diretamente ao numero de sitios de implantacdes ou fetos encontrados
em desenvolvimento ao longo dos cornos uterinos. Quando este numero for
equivalente consideramos uma taxa de implantacdo de 100%. No entanto quando o
namero nao for equivalente devemos calcular a Taxa de implantacdo embrionéaria da

seguinte forma:

TI = n° de sitios de implantacdo ou fetos x 100

n° de corpos Luteos

A porcentagem de embribes viaveis (ou viabilidade embrionaria) deve ser

calculada de acordo com a férmula abaixo:

VE total do n® de embrides — embrides alterados x 100

n° total de embridoes

A porcentagem de perda embrionaria deve ser calculada da seguinte maneira:

PE = VE-100

4.6 Inclusdes em parafina e obtencéo de cortes histologicos
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Todo o material biolodgico, ate 0 momento coletado, foi fixado por imersdo em
solucdo aquosa de paraformaldeido (PFA) a 4% em tampéo fosfato salina (PBS)
0,1M pH 7,4 por 3h em geladeira e processado rotineiramente para inclusdo em
parafina histolégica contendo DMSO (Histosec - Merck Chemical Co., SP, BR).

Cortes de 5-7 nm de espessura foram obtidos em um micrétomo rotativo
(Leica RM 2135) e coletados em Iaminas histologicas revestidas com poli-L-lisina a
1% (Sigma-St.Louis/EUA, cod. P8920).

As laminas histoldgicas obtidas, forma coradas com hematoxila e Eosina (HE)
para analise em microscopia de luz ou reservadas para reagfes citoquimicas para
lectina DBA.

Figura 2 - A: Confirmagdo do acasalamento. A presenca da rolha vaginal (plug-
vaginal), considerado o 1°dia de gestacdo (ddg). B- Camundongos prenhes
submetidos ao tratamento por gavagem.

Fonte- Do Autor.

4.7 Citoquimica com lectina DBA (Dolichos Biflorus agglutinin)

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados com xilol por duas vezes de 20 minutos,
seguido da hidratacdo em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C,

80°C e 70°C e agua destilada, por cinco minutos em cada solucdo. Apds hidratacéo
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os cortes foram submetidos a reacdo de citoquimica para lectina DBA da seguinte
maneira:

A - Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3
vezes;

B - Incubacdo com H202 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

C - Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

D - Incubag&o com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

E - Incubacdo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma Chemical Co.
USA) diluida na proporcao de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4° C;

F - Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

G - Incubacdo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.—
USA) em PBS 0.05M na proporcédo de 1:300 por 1 hora;

H - Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

| - Incubagdo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma Chemical Co. — USA) (250uL) +
PBS 0,05M pH 7,4 (2250 pL) + H202 30 vols. (20 pL).

J - Lavagem com agua destilada;

L - Contra-coloracdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol e
diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para observacdo ao
microscoépio foténico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital
Sigth-Fil/Nikon/Japan) e  software de andlise de imagens (NIS-

Elements/Nikon/Japan).

4.8 Estudo estereoldgico em microscopia Foténica

Para o estudo estereoldgico das células NKu foram analisados aleatoriamente
3 cortes histolégicos de 3 sitios de implantacdo embrionéaria distintos de 3 animais
por grupo. Foram utilizados 3 animais controles, 3 animais para o tratamento |
(tratados do 1° ao 4°ddg), 3 animais para o tratamento Il ( tratados do 4° ao 7°ddg)
sacrificados no 8°ddg. Para a analise no 11°ddg foram realizados os mesmos

grupos de controle e tratamento. Ambos foram submetidos a citoquimica de lectina
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DBA. Foi realizado a analise quantitativa pela densidade dos perfils (QA) em uma
area teste de (AT) de 200um? do total geral de células uNK em trés regifes do Gtero
prenhe, modificado a partir dos experimentos de Paffaro Jr et al.,, 2003 e

representado nas figura 4 e 5.

G

Figura 3- A- Diagramas representando um sitio de implantag&o no 8°ddg e no 11° ddg
. B- Regides 1 (R1), 2 (R2), 3 (R3) utilizadas para a quantificaco total de células NKu. M,
Regido Mesometrial; AM, regi@o Antimesometrial; Mi, miométrio, CEP, Cone
Ecoplacentario; CTG, Células trofoblasticas gigantes; E, embrido e En, endométrio. P,
Placenta.

Fonte- modificado, segundo Paffaro et al, 2003

4.9 Andlise Cromatogréfica

O perfil cromatografico foi determinado utilizando cromatografo Shimadzu
Prominence equipado com detector DAD modelo SPD-M20A e coluna simétrica Cqg
(150 _ 4.6 mm i.d.; 5 m; agua) cm. Foi utilizada, como fase movel, solu¢cdo aquosa
de: metanol; agua; acido acético (20:80: 01 v/v/v) (eluente A) e solucdo de: metano;
agua; acido acético (80; 20; 0.1) (eluente B). Ambos em pH 4.0. O extrato foi eluido
segundo o sistema A/B: 80% de A por 5 minutos; seguido de eluicdo em gradiente
até 100% de B por 15 minutos; e foi mantido 100% de B durante mais 20 minutos. O



45

fluxo foi de 0.8 mL/minuto, a absorbancia em UV visivel foi monitorada a 285 nm e o
tempo total de andlise foi de 40 minutos. O extrato hidro-etandlico foi solubilizado na
fase mével B na concentracdo de 1mg/mL e volume de injecdo foi de 25 pL. O limite
minimo de detecgdo do método foi 0.2ug/ml de senosideo A e 0.1ug/ml de

senosideo B.

4.10 Analise estatistica

Os dados serdo expressos como = S.D. e as diferengas entre 0os grupos
controles e os tratados com o extrato hidroalcéolico de Cassia angustifolia foram
analisados usando ANOVA seguido por poOs teste de Scott- Knott, p < 0,05 foi
considerado significativo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise do uso da Cassia angustifolia e seu perfil cromatografico

Em nosso trabalho, a espécie Cassia angustifélia (sene) foi escolhida para ser
utilizada na gestacdo de camundongos para que pudéssemos averiguar se esta

planta pode ser considerada como um agente efetor de alteracdes na gestacao
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capaz ou nao de ocasionar um efeito abortivo. Inicialmente partimos dos relatos
presentes junto a cultura popular de diversas regifes onde o sene esta associado a
efeitos abortivos e emenagogos (BELEW, 1999; CIGANDA, A.; LABORDE, B., 2003;
TOLEDO et al.,, 2000; BARBOSA- FERREIRA et al.,, 2011). No entanto, nossa
abordagem tomou rumos muito mais abrangentes. Foi realizada uma andlise
morfolégica do efeito do extrato hidroalcéolico desta planta ao longo de toda a
gestacdo, podendo desse modo observar sua influéncia direta no embrido e nos
tecidos maternos. Um enfoque mais detalhado foi direcionado ao processo de “turn
over” tecidual realizado pelas CTGs apds a morte embrionaria e na influéncia das Nk
uterinas (NKu) como indutores deste processo de forma semelhante a inflamacéo.
Outro aspecto que observado em paralelo foi o efeito sistémico deste extrato que
demonstrou ser capaz de alterar inclusive parametros comportamentais do animal
tratado.

O extrato obtido a partir das partes aéreas de Cassia angustifolia utilizado em
nossos estudos apresentou uma coloracdo acastanhada e cheiro caracteristico
semelhante ao descrito por Lombardo e colaboradores (2009). Apos a obtencédo do
extrato, para conseguirmos identificar seus constituintes presentes em maior
guantidade, optamos pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
De acordo com Xu e colaboradores (2010) este método analitico fornece uma 6tima
resolucdo para a maioria dos compostos podendo ser efetivamente usado para a
analise de extratos vegetais.

Desta maneira, ap0s a verificacdo de padrdes analiticos como: o comprimento
de onda, o tempo total gasto da corrida cromatogréfica e a coluna cromatogréafica a
ser utilizada, foi possivel a padronizacdo das fases moéveis. A fase movel A, foi
constituida de metanol, 4gua e acido acético (20:80: 0,1v/v/v) e a fase B por agua,
acido acético e metanol de (80: 20: 0,1v/v/v) (BALA et al., 2001; SANTANA, et al.,
2007). Nossos resultados referentes a andlise do extrato de sene produzido
mostraram dois picos majoritarios de retencdo. O primeiro aos 33.215 mim e o

segundo aos 34.197mim (Graf. 1).

Cromatograma: Extrato puro de Cassia angustifolia
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Grafico 1 - Cromatograma HPLC do extrato bruto de C. Angustifolia sem a presenca
do padrdo de senossideo A. Picos majoritarios, nos tempos de retencdo 33.215 e
34.197, onde representam senossideos A e B respectivamente.

Fonte- Do Autor.

O senossideo A foi utilizado como padrdo de referéncia e de acordo com a
corrida desta molécula (Graf. 2) pode comprovar que 0 pico presente em nossa
amostra do extrato bruto no tempo de retencdo 33.210 mim, observado no perfil
cromatografico era representativo do senossideo A. O outro pico que apresentava
em nossa mostra um pico de retencdo aos 35.663 mim, acreditamos que seja
equivalente ao senossideo B, pois apesar de nao ter sido realizada uma corrida com
0 padrao especifico para esta molécula, a curva do HPLC representativa do extrato
de sene bruto contem um padrdo semelhante ao observado por Bala e
colaboradores (2001) onde é descrita a presenca de um pico similar para o
senossideo B. Além disso, Sun e colaboradores (2002), descrevem como 0S
principais constituintes da Cassia angustifolia as diantronas-8-8'-diglicosideos
chamados senosideos A-F, com predominio dos senosideos A e B o que confere

com os dados apresentados em nosso grafico.

Cromatograma: Extrato + padréo senossideo
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Gréfico 2- Cromatograma HPLC do extrato de C. Angustifolia associado ao padréo de
senossideo A. Picos majoritarios, nos tempos de retencdo 33.215 e 34.197, onde
representam senossideos A e B respectivamente.

Fonte- Do Autor.

As moléculas tanto senossideo A como o senossideo B, segundo Barbosa-
Ferreira e colaboradores (2005) podem estar associados a efeitos deletérios nos
estdgios iniciais da gestacdo de camundongos, podendo aumentar
significativamente o numero de embrides anormais e causar um atraso no
desenvolvimento e transporte embrionario podendo também diminuir a implantagéo.
Ainda segundos outros trabalhos, por exemplo, Morales e colaboradores (2004),
estes compostos, apresentam caracteristicas de baixo peso molecular (450 Da),
passando assim para a circulacdo placentaria e posteriormente atingindo o
desenvolvimento e nutricdo do embrido. Na gestacdo acreditamos que possa
interferir em uma série de processos prejudiciais, por exemplo, hemorragias,
reabsorc6es embrionarias, danos na integridade decidual, assim como na interacao
das CTGs com as NKu. Portanto o presente trabalho avaliou o efeito em diferentes
periodos gestacionais, a fim de elucidar qual sua influéncia na interacdo materno

fetal e no desenvolvimento embrionario.

5.2 Analise morfoldgica
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ApoOs a laparotomia todas as fémeas tiveram seus Uteros e ovarios coletados
e a observacdo destes o6rgdos isolados, nos animais controle, nos permitiu
caracterizar as alteragdes anatdmicas normais que podem ser observadas durante a
progressdo da gestacdo de camundongos. Nos animais analisados no 8° ddg
observamos em média 12-14 estruturas esféricas de tamanho uniforme distribuidas
de forma mais ou menos semelhante entre ambos os cornos uterinos. Estas
estruturas, denominadas sitios de implantacdo embrionaria (SIE), variavam em torno
de 5 a 7 por corno uterino e apresentavam uma coloracdo réseo sendo o0 espaco
delimitado entre as mesmas formado por um tecido limpido e de coloracdo mais
opaca. Esta organizacdo deixava o Utero gravidico com a aparéncia de um pequeno
colar de contas (Fig. 4 A). Os ovarios destas mesmas fémeas quando observados ao
estereomicroscopio, apresentaram corpos Luteos avermelhados e bastante
evidentes em meio a um estroma ovariano de cor péalida (Fig. 4 B). O numero de
corpos Luteos presentes nos ovarios de um animal, quando somados, costumava
coincidir com o numero total de SIEs em desenvolvimento observados em ambos 0s
cornos uterinos. Estes dados comprovaram que todos 0s ovocitos liberados, pelas
fémeas controles, haviam sido fecundados e implantados no endométrio materno.
No 11° ddg observamos os SIEs distribuidos de forma semelhante ao descrito para o
8° ddg, mas agora estes apresentavam uma coloracdo résea mais intensa e
praticamente o dobro do tamanho. As regides inter-sitios continuavam limpidas, com
uma coloracdo opaca, porém, apresentavam sua area reduzida devido ao
crescimento do SIEs (Fig. 4 C). Os ovarios destes animais nada continham de
diferente em relacdo aos do 8°ddg e o numero de Corpos Luteos presentes também
era coincidente com os SIEs observados. Os cornos uterinos das fémeas prenhes
observados no 15° ddg apresentaram uma distribuicdo uniforme de fetos evidentes
(Fig.4 D). Destaca visivelmente o aumento de tamanho dos sitios de
desenvolvimento e estes ainda cresceram mais um pouco quando observados no
18° ddg (Fig. 4 E). Devido a este grande crescimento a parede uterina fica com sua
espessura bastante fina e nos possibilita visualizar por transparéncia os fetos
voltados para a regido antimesometrial e as placentas todas voltadas para o
mesométrio (Fig. 4 F).

Toda a descricdo morfologica da gestagcdo de camundongos observada
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durante a coleta dos grupos controles esta de acordo com os trabalhos de; LIPPE,
2007, CARMO et al.,, 2004; BOARETO, 2007, onde observaram as mesmas
caracteristicas morfolégicas do respectivo trabalho. Em alguns poucos animais foi
possivel observar um evento isolado de reabsorcdo. Normalmente estes episédios
coincidiam com gestacdes em periodos mais avancados com maior namero de fetos
em desenvolvimento o que parece estar de acordo com uma selecdo natural por
falta de espaco fisico no ventre materno (FABIAN et al., 2004).

A anadlise morfolégica macroscopica das fémeas de camundongos tratadas
com o extrato hidroalcoolico de sene nos permitiu averiguar alteracdes morfolégicas
gue sinalizaram uma interferéncia significativa na integridade da gestacdo durante o
desenvolvimento embrionario e/ou fetal de acordo com o efeito do extrato ministrado
nos periodos de pré-implantacdo, implantacédo e pds implantacdo embrionario como

descrito abaixo.
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Figura 4- Fotografias de Uteros e ovario de camundongos fémeas controles em diferentes periodos
gestacionais. A- Utero gravidico no 8° ddg, setas indicam sitios embrionarios normais. B- Ovario de
um animal controle no 8° ddg corpos liteos bem evidentes e avermelhados (asterisos). C- Utero
gravidico no 11° ddg, setas representam sitios normais, e tamanhos caracteristicos para esse dia de
gestacdo. D- Utero gravidico de animal controle no 15° ddg, o embrido ja desenvolvido (setas). E-
Utero gravidico no 18° ddg, setas indicam o embrido e a placenta. F- Fémea laparatomizada no
18°ddg, seta indica vasos sanguineas da regido mesometrial (seta) e o embrido voltado para a regiao
oposta, anti- mesometrial. A barra representa 0,5 cm.

Fonte- Do Autor.
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5.2.1 Periodo pré-implantacional.

Nos animais tratados com extrato hidroalcodlico de Cassia angustifolia
durante o periodo pré-implantacional, do 1° ao 4° ddg, ndo observamos diferencas
morfoldégicas comparadas aos ovarios coletados das fémeas prenhes do grupo
controle em nenhum dia de gestacéo (ddg).

Quando o utero foi exposto e avaliado macroscopicamente no 8° ddg foi
possivel observar que a quantidade de SIEs presentes nos cornos uterinos se
manteve semelhante ao controle (Graf. 3 A) e estes SIEs eram aparentemente
normais, com tamanho e coloracdo semelhante ao controle, sem indicios de
alteracdes hemorragicas evidentes (Fig. 5 A).

As fémeas submetidas ao mesmo tratamento observadas no 11° ddg
apresentaram o numero de SIEs constante (Graf. 3 B) No entanto, a regido entre 0s
SIEs apresentou uma quantidade de focos hemorragicos em média sete vezes maior
do que o controle referente ao mesmo ddg analisado (Graf. 3 B). Estas areas
hemorragicas contabilizadas, morfologicamente apresentam uma coloracéo escura e
um aspecto semelhante a um coagulo sanguineo (Fig. 5 B).

Nas fémeas analisadas no 15° ddg observamos hemorragias entre os SIEs
em maior quantidade que nos animais controles, no entanto, o0 numero destes focos
hemorragicos parecia estar mais reduzido em comparacdo aos animais tratados no
11° ddg (Graf. 3 C). Nestas fémeas foram observados também focos hemorragicos
no interior dos SIEs e SIEs em reabsorcédo (Graf. 3 C). Morfologicamente estas
hemorragias que se estendem para o interior dos SIEs podem ser evidenciadas por
regides enegrecidas ocupando parte dos SIE ou toda a sua area. As reabsorcdes
sdo facilmente identificadas, pois sdo caracterizadas como um SIE de tamanho
bastante reduzido com aspecto necrético (Fig. 5 D).

No 18° ddg observamos que as fémeas tratadas apresentavam um aumento
bastante significativo do nimero de reabsor¢des observadas e as demais alteracdes

eram demasiadamente reduzidas (Gréaf. 3 D e Fig. 5 D).
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Grafico 3 - Os graficos demostram as médias dos valores obtidos através da analise macroscopica
dos parédmetros de alteracdes morfologicas. Animais controle e tratados com Cassia angustifolia no
periodo pré — implantacional (1° ao 4°ddg). A- Animais sacrificados no 8 ° ddg. B- Animais sacrificados
no 11° ddg. C- Animais sacrificados no 15°ddg. D- Animais sacrificados no 18°ddg e Foi realizado o
teste One- way ANOVA, seguido do pés-teste de Scott- Knott, onde p < 0,05 foi considerado
significativo.

Fonte- Do Autor.
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Figura 5- Fotografias de uteros de camundongos em diferentes periodos gestacionais tratados com
extrato de Cassia angustifélia no periodo pré - implantacional. A- Utero gravidico de uma fémea no 8°
ddg, setas indicam sitios embrionarios aparentemente sem alteracdes evidentes. B- Utero gravidico
de uma fémea no 11° ddg, onde observamos hemorragias entre os sitios (cabecas de setas). C- Utero
gravidico de fémea no 15°ddg, observamos hemorragias no interior dos sitios (flechas com cauda) e
também reabsor¢bes embrionarias (flechas vermelhas). D- Utero gravidico de animal sacrificado no
18° ddg, podemos visualizar reabsor¢fes uterinas (flechas vermelhas). A barra representa 0,5 cm.

Fonte- Do Autor

5.2.2 Periodo implantacional

Nos animais tratados com o extrato hidroalcodlico de Cassia angustifélia no
periodo implantacional, do 4° ao 7° ddg, também observamos ovarios sem
alteracdes. No entanto, logo no 8° ddg ja foi possivel a visualizacdo de focos
hemorragicos entre os SIEs (Fig. 6 A), o que nao foi observado nos animais
controles, e também nas fémeas do grupo pré-implantacional (Graf. 6 A) e estes
focos aumentaram no 11°ddg (Fig. 6 B, Graf. 4 B). Neste grupo foi as absorcdes

comecaram a ser evidentes logo no 11° ddg e, por conseguinte, o0 numero de sitios
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aparentemente normais ja parece mais reduzido neste ddg (Fig. 6 B).

No 15° ddg foi possivel identificar o surgimento de focos hemorragicos no
interior dos sitios concomitante a uma queda relevante do numero de hemorragias
entre os SIEs (Graf. 4 C) apesar de ndo ser observado um aumento no niamero de
reabsorcées em relacdo ao 11° ddg com o mesmo tratamento ou em relacdo aos
animais controles do 15° ddg (Fig. 6 C) e (Graf. 4 C).

No 18° ddg as fémeas tratadas no periodo implantacional apresentaram uma
guantidade quatro vezes maior de ocorréncias de reabsorcbes em relacdo ao
controle, 11° ddg e 15° ddg. As hemorragias praticamente ndo foram visualizadas
neste periodo, no entanto, ocorreu um decréscimo significante quanto ao numero de

fetos aparentemente normais (Graf. 3 D).
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Grafico 4 - Os gréaficos demostram as médias dos valores obtidos através da analise macroscopica
dos parametros de alteragBes morfoldgicas. Animais controle e tratados com Cassia angustifolia no
periodo implantacional (4° ao 7°ddg). A- Animais sacrificados no 8 ° ddg. B- Animais sacrificados no
11° ddg. C- Animais sacrificados no 15°ddg. D- animais sacrificados no 18°ddg. Foi realizado o teste
One- way ANOVA, seguido do pos-teste de Scott Knott. p < 0,05 foi considerado significativo.

Fonte- Do Autor.
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Figura 6 - Fotografias de uteros de camundongos em diferentes periodos gestacionais tratados com
extrato de Cassia angustifélia no periodo implantacional. A- Utero gravidico de um animal sacrificado
no 8°ddg, podemos observar focos hemorragicos entre os sitios (cabecas de setas). B- Utero
gravidico de animal sacrificado no 11° ddg, onde observamos hemorragias entre os sitios C- Utero
gravidico de animal sacrificado no 15° ddg, onde observamos hemorragias no interior dos
sitios(flechas pretas) e reabsorcdes embrionarias (setas vermelhas). D- Utero gravidico de animal
sacrificado no 18° ddg, podemos visualizar reabsor¢cBes uterinas (setas vermelhas). A barra
representa 0,5 cm.

Fonte- Do Autor

5.2.3 Periodo pdés-implantacional

Neste periodo, como o tratamento das fémeas foi realizado até o 10° ddg, os
primeiros resultados que observamos foi relativo a fémeas laparatomizadas no 11°
ddg. Nestes animais, estavam presentes hemorragias entre os SIEs e no interior dos
mesmos em quantidade bastante significativa se comparada com o mesmo dia
experimental dos outros tratamentos e dos animais controle (Graf. 5 A) e (Fig. 7 A).

Neste periodo de tratamento, os Uteros prenhes observados no 15°ddg quase
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continham hemorragias, mas as reabsor¢cdes eram evidentes (Fig. 7 B). No 18° ddg,
estas reabsor¢cbes chegam a ser evidentes em 35% dos fetos em desenvolvimento
(Fig. 7 C) e concomitantes com uma reducdo na mesma propor¢cdo de sitios

embrionarios normais.
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Gréfico 5 - Os gréficos demostram as médias dos valores obtidos através da analise macroscépica
dos parametros de alteragBes morfoldgicas. Animais controle e tratados com Cassia angustifolia no
periodo pos- implantacional(7° ao 10°ddg). A- Animais sacrificados no 11 ° ddg. B- Animais
sacrificados no 15° ddg. C- Animais sacrificados no 18°ddg. D- Animais tratados e sacrificados nos
respectivos dias de gestacdo. Foi realizado o teste One- way ANOVA, seguido do pos-teste de Scott
Knott. p < 0,05 foi considerado significativo.

Fonte- Do Autor.
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Figura 7 - Fotografias de Gteros de camundongos em diferentes periodos gestacionais tratados com
extrato de Cassia angustifolia no periodo pds - implantacional. A- Utero gravidico de um animal no
11°ddg, podemos observar focos hemorrdgicos entre os sitios(cabecas de setas) e hemorragias no
sitio(flecha preta). B- Utero gravidico de animal no 15° ddg, onde observamos reabsorgio
embrionéria (Flechas vermelhas) e hemorragias no sitio (flecha preta). C- Utero gravidico de animal
no 18° ddg, onde observamos um maior nimero de reabsor¢c6es embrionéarias (Flechas vermelhas). A
barra representa 0,5 cm.

Fonte- Do Autor

5.3 Taxa de implantacdo, viabilidade gestacional e perda embrionaria

A taxa implantacdo (TI), a viabilidade gestacional (VG) e a perda embrionéria
(PE) dos animais foram calculadas, de acordo com o item 4.5 deste mesmo trabalho.
Uma pequena perda embrionaria pode ser normal nas fases iniciais da gestagao de
camundongos (DAMASSENO et al., 2002) e esta perda pdde ser observada em

nosso trabalho nos grupos tratados no periodo de pré e pds-implantagdo mas néo a
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consideramos importante. No entanto, podemos observar que houve um efeito
importante na taxa de implantacdo no periodo de tratamento do 4° ao 7° ddg, onde
observamos uma Tl de 83,68% justamente no periodo de implantagdo no qual as
células trofoblasticas estdo em franca atividade sendo responséaveis pela adeséo e

invasdo do endométrio materno pra implantacdo do concepto (Graf. 6).
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Grafico 6 - O gréafico representa a porcentagem da taxa
implantacional nos trés diferentes grupos experimentais: periodo pré
implantacional (1° ao 4°dd), implantacional (4° ao 7°ddg) e pOs-
implantacional (7° ao 10°ddg).

Fonte: Do Autor.

O tratamento com o extrato realizado no periodo de pré-implantacdo
embrionaria ndo demonstrou ter efeito significativo na VG e PE comparados aos
respectivos controles (Graf. 7 A). Os efeitos comecaram a ser observados a partir
do 15° ddg quando foi computada uma VG de 83,12% e PG de 16,18%. Nas fémeas
no 18° ddg observamos uma VG de apenas 45% devido a alta PE (55,04%).

Quando analisados a PE e VG dos animais tratados no periodo de
implantacdo embrionaria observamos que houve uma pequena perda embrionaria
nas fémeas sacrificadas no 8°ddg e 11° ddg, porém néo significativo. (Graf. 7 B).
Estas perdas correspondiam a sitios que apresentaram alguma pequena alteragédo
gue na verdade, sem a analise morfologica, ndo poderiamos ter certeza de sua
viabilidade e por este motivo, ndo os consideramos adequados. Neste periodo de
tratamento observamos uma PE acentuada logo no 15° ddg (36,89%) e esta se

manteve relativamente constante no 18 ° ddg (37%) (Graf. 7 B).
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Nas fémeas submetidas ao tratamento com extrato de sene, durante o
periodo pos-implantacional ocorreu uma PE bastante significativa (55%), chegando a
ser maior do que a VG (45%) logo no 11° ddg. No 15° ddg e no 18° ddg este efeito
contrariando 0 que esperavamos parece que foi reduzido, no entanto ainda
significativos. No 15° ddg observamos uma PE de 20% e no 18 ° ddg de 29,33%.
Acreditamos que este fato represente um efeito mais imediato do extrato neste
periodo de tratamento. (Graf. 7 C).

Viabilidadegestacional e Perda embrionaria nos periodos de
tratamento com extrato hidroalcoéolico de cassia angustifolia
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Gréafico 7 - O gréfico demostra, em porcentagem a viabilidade gestacional e perda embrionaria dos
grupos tratados com extrato de Cassia angustifolia. A- Periodo de pré - implantagdo embrionaria (1°
ao 4°ddg). B- Periodo de Implantacdo embrionaria (4° ao 7°ddg) e C- Periodo de pés — implantacéo
embrionéria (7° ao 10°ddg).

Fonte: Do Autor.
Segundo Souza e Lima (2009), em mamiferos, o periodo considerado de pré-

implantagcdo deve compreender o intervalo entre a fecundagdo do o0cito e a
implantacdo do concepto. Este periodo é caracterizado por clivagens sucessivas do
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zigoto até os estadios embrionarios iniciais, pela ativacdo da transcricdo embrionaria
e eventos morfogenéticos de compactacdo e cavitacdo que culminam com a
formacgéao do blastocisto (MORIS, et al., 2012).

Dentro deste contexto, de acordo com os resultados observados no grupo
tratado durante as fases iniciais da prenhez, podemos afirmar que o extrato de sene
aparentemente nao interfere nos periodos iniciais de desenvolvimento de
camundongo. Nestes animais ndo foram observados efeitos no indice de
implantacdo embrionéaria (Graf. 7) que se manteve. O extrato de Ruta graveolens
interfere diretamente na implantacdo embrionaria quando a fémea é tratada no
mesmo periodo de gestacao (Longato et al., 2012 — submited). Segundo, Guitierrez-
Pajamares e colaboradores (2003), os blastocistos tratados com extrato
hidroalcoolico de arruda apresentam alteracdes morfoldgicas importantes e atraso
de desenvolvimento e estas alteracdes sdo atribuidas ao efeito da grande
concentracao de alcaloides neste extrato. O extrato de sene por sua vez nao contem
alcaloides (CAVALIERI et al., 2010) dentre os seus constituintes o que vem a ser
condizente também com este trabalho.

Os achados morfologicos das fémeas em diferentes dias gestacionais e
tratados no periodo de implantacdo embrionaria ressaltam a importancia dessa fase
de desenvolvimento no decorrer dos eventos embriolégicos. Nesta etapa as CTGs
gue envolvem o blastocisto de camundongo estdo adentrando ao tecido materno,
abrindo vasos sanguineos e espaco fisico para o desenvolvimento embrionario
viabilizando o processo de implantacdo. No entanto, para que esta implantacéo
tenha sucesso, € necessario que ocorra um sincronismo perfeito de
desenvolvimento entre a as células trofoblasticas do blastocisto e 0o endométrio
materno visando o reconhecimento especifico entre os dois organismos (CHAVEZ;
ANDERSON, 1985). Este periodo de complexas interacdes entre mae e concepto
qgue possibilita a implantacdo embrionaria é denominado de janela de implantacdo
(YAMADA, 1993). Logo que o blastocisto implanta no endométrio as células
trofoblasticas da regido mesometrial formam uma e acrescéncia denominada cone
ectoplacentarios (CEP) (COOP, 1979). O CEP é precursor de todas as populactes
celulares de origem trofoblastica que se organizam para formar a placenta
(MUNTENER; HSU, 1976; BULMER, 1995).

Interferéncias produzidas por um medicamento, ou compostos quimicos que

possam vir alterar minimamente estas interagdes iniciais entre a mée e o concepto
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podem acarretar um insucesso gestacional por embrioletalidade ou alteracbes
provocadas no endométrio materno (FRIAS, 2008). Analisado os dados
apresentados no grupo tratado com extrato de sene durante o periodo de
implantacdo embrionaria, observamos um efeito importante deste extrato na taxa de
implantacéo ocasionando uma queda de 16, 32% (Graf. 6). Desta maneira podemos
sugerir que algum composto presente no sene esteja interferindo diretamente no
endométrio materno, pois como ja observamos se o tratamento ocorrer antes do
periodo de implantacdo néo altera este processo.

O periodo de tratamento de 7° ao 10° ddg coincide com o periodo de
organogénese, onde os embrifes estdo mais suscetiveis a teratogénese (GILBERT,
2003; COSTA et al.,, 2005). Apesar de muitas vezes o efeito teratogénico ser
atribuido a fatores genéticos, atualmente temos conhecimento que a maior causa
destas alteracbes morfofisiolésicas € acarretada pela utilizacdo de drogas
medicamentosas e demais fatores quimicos ou ambientais (JOHNS et al., 2006). Os
efeitos desencadeados podem ser pontuais, de acordo com a diferenciacdo ou
determinismo funcional de cada populacdo celular ou mais generalizado
(CHERNOFF et al., 1989). Desta maneira, muitas vezes observamos que a resposta
teratogénica pode ser determinada pelo periodo de desenvolvimento no qual ocorre
a exposi¢do, bem como a toxicidade inerente ao agente (ROMAM, 2011). Por
exemplo, acido acetil salicilico em ratas prenhes s6 € capaz de produzir fenda
palatina se o concepto for exposto a este medicamento entre o 10° e 16° ddg,
periodo este em que se forma o palato (DAMASCENO et al., 2002). Portanto, quanto
maior for o periodo critico de um determinado sistema, mais suscetivel este, seré
aos efeitos de um determinado agente quimico.

Aparentemente o extrato de Cassia angustifolia, na concentracdo de
200mg/kg do animal, ndo manifestou efeito teratogénico importante, pois os fetos
analisados no 15° e 18° ddg ndo apresentaram alterac6es morfoldgicas evidentes.
No entanto, nao foi realizada nenhuma andlise especifica para nenhum sistema.

Os graficos 8 A, B e C, nos mostram comparativamente o0 conjunto de
alteracdes dos grupos tratados onde podemos observar que existe uma ordem
cronologica nas alteragcbes morfolégicas no utero gravidico de camundongos.
Primeiro observamos hemorragia entre os sitios de implantacdo, estas
aparentemente invadem o sitio e acabam acarretando por consequéncia um

processo reabsortivo. Estes dados conferem com a cinética de eventos descrita por
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Longato e colaboradores (2012-submited) em fémeas de camundongos tratadas
com extrato hidroalcéolico de arruda.

As hemorragias presentes nos animais tratados presentes tanto nas regioes
entre os SIEs como no interior destes, decorrentes do tratamento com o extrato
hidroalcodlico de Cassia angustifolia, acreditamos que possam ter ocorrido
principalmente pela agdo da substancia antraquinona. As antraquinonas, familia a
qual pertence o grupo dos senossideos, estdo presentes em grande quantidade no
extrato de sene (SHIA et al., 2011). Trabalhos recentes tem atribuido a esta familia a
capacidade de induzir contragdes uterinas, aumentar o fluxo sanguineo para a
regido do utero ampliando o risco de perda do feto, bem como podem também
passar para o leite materno e causar efeitos indesejaveis, como espasmos, no bebé
(SHULTZ et al., 2002).

Além disso, os compostos antraquindides podem causar diminuicdo da
producdo de ATP por desacoplamento mitocondrial (interrupucéo da fosforilacdo
oxidativa) como relatado por Barbosa —Ferreira (2005). Os senossideos (A-F) sao
diantronas que segundo Cavalleri (1997), pode agir prejudicialmente na fosfolrilacao
oxidativa interferindo no consumo de oxigénio placentario, uma vez que a maior
parte do oxigenio consumido pela placenta é formada por esta via (CARTER, 2000).
Desta maneira, segundo Barbosa — Fereira (2011), a reabsorcdo embrionaria pode
ser causada inicialmente devido a toxicidade molecular das diantronas que
atravessam a placenta devido ao seu baixo peso molecular. Estas moléculas nao
apenas causam alteracbes no metabolismo oxidativo placentario como também
podem atingir diretamente as células fetais levando a morte (HARAGUCHI et al.,
1998).
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Grafico 8- O gréfico representa os parametros de alteragbes em todos os grupos de tratamento. A-
Periodo de Pré- implantacdo embrionaria. B- Periodo de implantacdo embrionaria. C- Periodo de
Pés- implantacdo embriondria. Foi realizado o teste One- way ANOVA, seguido do pés-teste de Scott
Knott p < 0,05 foi considerado significativo.

Fonte- Do Autor.

Os estudos famacocinéticos recentes, por exemplo, Chiang e colaboradores
(2011), verificaram que a molecula de diantrona podem inuduzir a apoptose atraves
duas vias diferentes levando, por exemplo, as células tumorais gastrointestinais a
morte. A primeira via ocorre através da caspase 8 e a outra através da geracao de
(EROs). Esses efeitos da sinalizagéo intracelular da molécula de diantrona, esta
detalhado na revisédo da literatura do respectivo trabalho. Acreditamos desse modo
gue um mecanismo semelhante possa estar sendo ocasionado nas células
placentarias e/ou do embrido de camundongos tratados com extrato hidoralcodlico
de Cassia angustifolia.

Diante da relevancia da viabilidade gestacional dos embrides para o alcance
de uma elevada fertilidade ao parto, o presente trabalho buscou abordar alguns

possiveis fatores que regulam o desenvolvimento embrionario no periodo de pré-
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implantacéo, incluindo as mudancas morfofisiologicas do embrido, os efeitos da
nutricdo histotréfica e o metabolismo embrionério. Dessa maneira € considerado de
extrema importancia esses parametros para analisar os possiveis efeitos do extrato
hidroalcéolico de Cassia angustifolia na gestacdo. Segundo alguns trabalhos, por
exemplo, Boareto (2007) a PE e a VG foi determinada em ratas submetidas ao
tratamento com extrato de Artemisia annua L., onde verificou uma relagdo com o uso
do extrato e a prole. Portanto, nossos resultados salientam que esse aumento da
perda embrionaria, principalmente nos animais sacrificados no 15° ddg e 18° ddg,
esta possivelmente relacionado uma acado dos compostos existentes no extrato de
Cassia angustifdlia.

Através dessa andlise de viabilidade e perda embrionaria no periodo pés —
implantacional, assim como nos periodos anteriores, 0 embrido pode continuar seu
desenvolvimento normal, desenvolver-se anormalmente ou morrer. Segundo NOSsS0s
achados, os valores mais significativos foram no periodo pdés — implantacional,
corroborando com os achados morfolégicos onde o nimero de reabsor¢des também
foi elevado nessas fémeas. A proporcao de reabsorcdes correlaciona o niamero de
reabsorcfes observadas e o numero de implantes viaveis (0s que contém um feto
vivo) - quanto maior a proporgéo de reabsor¢cdes maior, evidentemente, o nimero de
fetos cujo desenvolvimento foi interrompido (FIGUEIRO-FILHO et al., 2002).

Os resultados desse periodo aqui descritos corroboram as analises
macroscopicas desse mesmo periodo. Visto que, uma vez ja se iniciado o processo
de hemorragia no interior dos sitios e posteriormente evoluindo pra reabsorcdes
embrionarias, esse mesmo sitio é calculado como um sitio anormal ou inviavel.
Outro fator importante segundo Almeida e colaboradores (2000), uma falha no
periodo de implantacdo pode estar relacionada a exposicdo materna a agentes
quimicos, interferindo por diversos mecanismos. Estes incluem alteracdes
morfolégicas no embrido que interferem com a implantacdo ou promovendo a
embrioletalidade, modificacbes a niveis hormonais, interferindo assim com a
implantagdo do embrido e por final alteragdo das condi¢cdes uterinas necessarias
para a nidagao(CUMMINGS, 1990).

Existem também, outras variaveis podem ser indicativas de efeitos adversos
mais sutis, como por exemplo, perda de massa corporal da fémea durante o
tratamento, massa dos 6rgaos e sinais clinicos de toxicidade da prenhes (diarreia,

piloerecdo, sangramento, variagdes no comportamento, etc.) (VIGNATI et al., 2004).



66

Portanto é sabido que um agente quimico pode interferir no desenvolvimento dos
embrides diretamente, ou indiretamente, ao comprometer a capacidade da

progenitora em sustentar a prole (EPA, 1996).

5.4 Analise Histologica

5.4.1 Anédlise Histoldgica dos sitios de implantagcdo embrionaria

Tanto os ovarios como o utero de animais gestantes prenhes do grupo
controle e do grupo tratado foram analisados histologicamente. Nos ovarios néo
encontramos nenhum alteracdo histologica evidente. Todos 0s ovarios possuiam
uma camada cortical constituida por um estroma ovariano contendo células
intersticiais e tecido conjuntivo frouxo. Entre estas células foram evidenciados
muitos foliculos ovarianos em diferentes estadios de desenvolvimento sem nenhuma
alteracdo em sua normalidade (Fig. 8 A). Além dos foliculos ovarianos eram
facilmente visualizados alguns conjuntos celulares de limite relativamente regular
composto por células globosas mais baséfilas com citoplasma proeminente. Estas
estruturas aos corpos Luteos (Fig. 8 A e B) e as mesmas nhao apresentavam
diferenca ente os animais tratados e controle o que nos leva a crer que néo existe
alteraces significativas no ciclo ovariano ou na ovulagéo devido ao tratamento com
extrato de sene.

A andlise histoldgica dos SIEs de 8°ddg em desenvolvimento nos permitiu
observar na regido mesometrial vasos sanguineos dilatados delineando por
trabéculas deciduais e o embrido de camundongo era facilmente visualizado na
regido antimesometrial com o seu CEP voltado para a regido do mesometrio (Fig. 8
C).Quando observados em maior detalhe podemos constatar a presenca das CTG
em intimo contato com o tecido materno delineando uma area contendo lacunas de
sangue em torno do embriéo.

Os SIEs de 11° ddg apresentavam um tamanho maior e nos seus cortes
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histolégicos encontravamos com facilidade o embrido circundado pelo vesicula
amnidtica (Fig 8D). A placenta pode ser visualizada e apresenta suas camadas em
formacdo. O labirintotrofoblasto j& ocupa quase metade da &rea placentaria e as
células do espongiotrofoblasto estdo distriduiadas ao seu redor. Entre os tecidos
maternos e fetais observamos as CTGs que sdo encontradas delimitando a porcao
dfetal da placenta e em torno de todo o perimetro embrionario (Fig. 8D). Estas CTGs
tem um acumulo significativo na borda placentaria onde podemos observar seus
prolongamentos irregulares formando uma trama contendo sangue materno (Fig. 8 D
e E). Este aspecto é apresentado nesta regido e em todo a regido abembrionaria
onde podemos observar intensa atividade fagocitaria por estas células pois o seu
citoplasma apresenta uma grande quantidade de vacuolos contendo restos celulares
e hemacias (Fig. 8 E). Esta descricdo é perfeitamente condizente com os trabalhos
de (PELL; BULMER, 1976; KANAI AZUMA, et al., 1994, AMARANTE 1997
BEVILACQUA, et al., 2010; AMARANTE-PAFFARO et al. 2011). No 15°ddg
analisamos separadamente a placenta e os embrides de camundongos. A placenta
possuia uma aparéncia discoidal e apresentava todas as camadas ja formadas,
sendo que o labirinto trofoblasto ocupava a maior extensdo placentaria. As CTGs
eram encontradas perfazendo o perimetro placentario, mas agora um tanto mais
alongadas devido ao grande crescimento placentario (Fig 8E). A descricdo
morfolégica da placenta de camundongo pode ser encontrada nos trabalhos e
AMARANTE, 1997 E KANAI AZUMA, et al., 1994,
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Figura 8 - A-B - Fotomicrografia mostrando detalhes de ovéario de fémeas controles contendo
Corpos Luteos (asteriscos), foliculos ovarianos em desenvolvimento (setas) C-Sitios de implantacédo 8
° ddg, aumento de 10x. C- Sitio de implantacdo de um animal controle no 8° ddg, podemos observar o
embrido (E) implantado na regido anti- mesometrial(RAM), circundado por células sanguineas
(asterisco), o cone Ectoplacentario (CEP) j& na regido Mesometrial(RM), comum acumulo de vasos
sanguineos delimitando a trabéculas(V) e a presenga da decidua(D), aumento de 4x. D- SIE no 11°
ddg visualizamos o embrido (E), envolto a uma membrana aminiética(cabeca de seta) e a presenca
da placenta constituida de Espongiotrofoblasto(Sp) e labirintotrofoblasto (La) e Células trofoblasticas
gigantes(CTGs) envolta da placenta(setas), aumento 10x. E- Perimetro embrionario de um animal
controle, onde observamos células sanguineas maternas (asteriscos) ndo entram em contato com
eritrécitos fetais (asteriscos sem preenchimento), CTGs contendo restos de hemacias (setas),
aumento de 40x. F- Placenta no 18°ddg, onde observamos CTGs (setas), (Sp) e (La), aumento de 4x.
Ambos os cortes corados com H.E

Fonte: do Autor.
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Os animais submetidos ao tratamento com o extrato de Cassia angustifdlia,
nos periodos gestacionais de pré-implantacional e de implantagdo, mesmo nao
tendo demonstrado alteracdo aparente na analise macroscépica, em alguns casos,
na microcopia de luz, podemos observar hiperemia e um acumulo de sangue maior
nas regides em torno do embrido se comparada aos animais controle (Fig. 9 A). As
CTGs nesta area costumam abrir vasos sanguineos e com seus prolongamentos
delimitar uma micro circulagdo em torno do embrido (MUNTENER; HSU, 1997,
BEVILACQUA et al., 1991; KANAI-AZUMA et al., 1994; GEORGIADES et al., 2002),
mas este processo precisa ser muito bem controlado (BEVILACQUA,;
ABRAHAMSOHN, 1989; BEVILACQUA et al., 2010). Em nossas laminas os SIEs de
8°ddg apos tratamento com sene aparentemente fogem um pouco da normalidade o
gue pode ser acarretado, talvez, por um efeito do sene nos vasos sanguineos que
podem acabar acarretam quadros hemorragicos uma vez que a invasividade das
CTGs nesta regiao nao parece aumentada. De acordo com Morales e colaboradores
(2009) a antraquinona, presente no extrato hidroalcoolico de Cassia agustifolia, pode
induzir mudancas nas células epiteliais e aumentar a contracdo da musculatura lisa
dos vasos sanguineos, podendo ocasionar hemorragias e/ou sangramentos.
Corroborando com este trabalho podemos acrescentar o fato de que em algumas
laminas de reabsorcao embrionaria podemos observar flagrantes de edemas do tipo
exudato refletindo provavelmente algum problema na angiogénese (Fig.9 B).

As hemorragias encontradas entre os SIEs de implantacdo normalmente
mostravam hema@acias livres na luz uterina que aparentemente extravasavam para o
interior do SIE formando grandes lacunas contendo hemorragia recente e/ou tardia
(Fig 9 C). Estas hemorragias inicialmente eram encontradas em regides laterais a
placenta ou ao embrido em desenvolvimento, no entanto, fora do saco amniético (Fig
90C).
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Figura 9- A- corte histolégico de SIE no 8°ddg, em destaque embrido (E), cone ectoplacentario
(CEP), células sanguineas em locais inapropriados (asteriscos), circundado por células trofoblasticas
gigantes (CTGs)(setas), aumento 40x. B- Corte histolégico de SIE no 11°ddg, em destaque grande
area de hemorragia recente (He) na regiéo lateral ao embrido (E), circundado por locais inapropriados
(asteriscos), também circundado por CTGs (setas) e a presenca de membrana aminiética(cabeca de
seta), aumento 20x. C- Corte histolégico de animal tratado no periodo implantacional, em destaque
extensa area hemorragica recente (He), ocupando todo o local do embrido.

Fonte: Do Autor.

Alguns sitios de implantacdo apresentavam grandes areas hemorragicas
isoladas. Nestas areas nos chamou a atencdo a grande quantidade de
prolongamentos citoplasméticos de CTGs entremeados ao tecido sanguineo (Fig 10
A-B). O extenso prolongamento citoplasméatico emitido pelas CTGs parece envolver
toda a area hemorragica 0 que por sua vez acarretar em alguns sitios uma
compressdo do embrido (Fig. 10 A). As areas hemorrdgicas extensas como
demonstradas na imagem fotografica podem promover transtornos vasculares locais
gue tendem a hip6xia, desencadeando um processo de morte celular por déficit
nutricional (YOSHINORI et al., 2003; ELMORE, 2007).

As CTGs observadas demonstram intensa atividade eritrofagocitaria, o que é
uma caracteristica intrinseca destas células (ALBIERI et al., 1995; GULERIA ;
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POLLARD, 2000; SASMONO et al.,, 2003; AMARANTE-PAFFARO et al. 2004,
ALBIERI et al., 2005; BEVILACQUA et al., 2009 (Fig 10 C). As CTGs se dispunham
em regides de extravasamento sanguineo, tanto na area placentaria como nas
regides dos SIEs onde deveriam estar o embrido em desenvolvimento (Fig 10 C).
Estudos recentes demostraram resultados semelhancas a este em suas descri¢cdes
histologicas de reabsor¢cBes embrionarias de roedores em diversos tipos de
tratamentos, por exemplo, Passey e colaboradores (2012) verificaram reabsorgoes
uterinas em animais deficientes na proteina A.a, uma enzima importante na sintese
de prostaglandinas, aumentando as reabsorcfes. Ja Shima e colaboradores (2010)
verificaram o papel fagocitario das células trofoblasticas gigantes e também o papel
das células T regulatérias no desenvolvimento anormal da gestacdo de roedores,
deficientes geneticamente para células T regulatorias.

Muitos SIEs tratados em processo de reabsorcdo mostravam em seu interior
uma completa desorganizacao tecidual onde as estruturas presentes muitas vezes
ndo eram reconhecidas. Desta maneira ndo conseguiamos identificar o que provinha
de restos celulares fetais (Fig. 10 D). Nestes sitios esta massa em completa
desorganizacao estrutural aparecia estremada a processos hemorragicos intensos,
aréas de edema contendo deposicao de proteinas plasmatica e infiltrada linfocitaria
(Fig. 10 D-E). Nestas areas a invasao de CTGs era evidente e provavelmente pode
estar associada a remodelacao e o “turn over” tecidual. Descricdes semelhantes ja
foram realizadas em SIEs de camundongos atribuindo as CTGs importante funcéo
de invasividade de fagocitose (PLAKS, et al., 2008).
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Figura 10- A- Corte de SIE no 11°ddg, onde em destaque regido de hemorragia recente(He),
CTGs(setas) emitindo prolongamentos citoplasmaticos, aumento de 40x. B- Corte de SIE no
11°ddg, em destaque células trofoblasticas gigantes (CTGs) emitindo prolongamento
citoplasmatico (asterisco), envolto a uma extensa area hemorragica (He), aumento 20x. C- Corte
de SIE no 15°ddg, em destaque atividade fagocitaria das CTGs, aumento 40x. D- Corte de SIE no
15°ddg, em destaque desorganizacdo decidual e a presenca de CTG em meio ao processo
hemorragico, aumento 20x. E- Corte de SIE no 15°ddg, em destaque reabsorcdo uterina e a
atividade das CTGs, aumento 20x. Ambos os cortes corados por H. E.

Fonte: Do autor.

Segundo, Barbosa - Ferreira (2008) animais tratados com compostos
antracénicos, apresentaram alteragbes histopatolégicas caracteristicas de um
edema intersticial, tumefacdo, acumulo de células inflamatérias e tecidas em
necrose. Esse aspecto necrético foi também evidenciado em nossos cortes de SIES
e de reabsor¢cdo embrionaria, assumindo caracteristicas de perda da arquitetura
geral da decidua, acumulo de material fibrindide amorfo, células que apresentaram

nacleo picnoético sendo alguns desses nudcleos picnéticos fragmentados,
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denominados carriorréxis e a presenca de areas de calcificacédo (Fig 11 Ae C), o que
confere com as descricbes de um processo necrotico caracteristico (CASTRO et al.,
2000; PEREIRA et al., 2005).

Muitos sitios demonstram areas com grande quantidade de infiltrado
linfocitario, células em degeneracdo com nudcleos picnéticos e edema (Fig. 11 B).
Este conjunto de alteracfes evidenciadas pode ser considerado como sinais de uma
resposta inflamatéria aguda, (MALE et al., 2006). Em outros SIE em intensa
atividade de reabsorcdo embrionaria foi possivel observar grandes areas
hemorragicas, recentes e tardias tomando toda a area interna sendo, muitas vezes,
permeadas a restos celulares contendo nucleos picnéticos caracteristico de um
processo de morte celular semelhante a necrose e/ou apoptose (Fig 11 C).

Desta maneira, se considerarmos o0 processo de reabsorcdo embrionaria
semelhante a um processo inflamatério agudo, podemos supor que citocinas
inflamatérias estejam presentes em alta concentracdo nesta regido. Citocinas, como
IL-1, IL-6,TNF-a, LIF (leukemia inhibitory factor) e IFN-y que sé@o produzidas no local
de inflamacédo e desempenham papel crucial na resposta de fase aguda podem estar
envolvidas com o processo de reabsorcdo (SHIMA et al., 2010; MALIK et al., 2009;
PLEVYAK et al.,, 2002) observado neste trabalho. No entanto, experimentos
complementares visando medir o indice sérico destas citocinas ou a expressdo das
mesmas neste sistema ainda nédo foram realizados.

O mecanismo de acdo dos derivados antraquinbnicos, sobre células
deciduais, CTGs e demais células da interface materno fetal ndo estdo
completamente esclarecidos, porém alguns trabalhos descrevem uma possivel acdo
toxica de Sena ocidentalis, constituida também por derivados antracénicos, na
alimentacdo de ruminantes, verificou atrofia de fibras musculares, com alargamento
da mitocbndria, armazenamento de lipideos e moderada quantidade de fibras
oxidase negativas, sugerindo uma acao toxica baseada no desacoplamento da
fosforilacdo oxidativa mitocontrial, atigindo assim o metabolismo dessa organela,
desencadeando uma cascata de apoptose (descrito anteriormente), levando a morte
celular e tecidual (BARBOSA -FERREIRA et al., 2011).
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Figura 11- A- Corte de SIE em processo de reabsor¢do embrionaria tardia, em destaque
regido com acumulo de material fibrindide amorfo (seta curva), evidencia também células
comnucleo piccnéticos(cabeca de seta), aumento de 10x. B- Corte de reabsor¢cao embrionaria
no 15°ddg, em destaque células, sanguineos (asterisco) recentes e infiltrados inflamatérios
(cabeca de seta) aumento 20x. C- Corte histologico de reabsorcdo embrionaria no 15°ddg, em
destaque nucleos picnéticos caracteristico de um processo de morte celular semelhante a
necrose e/ou apoptose (Flecha) aumento 40x.

Fonte: Do autor.

Desta maneira, acreditamos que as alteracdes histopatoldgicas evidenciadas
em nossos resultados sdo desencadeadas principalmente pelo composto quimico
antraquinona, predominantemente encontrado e identificado no extrato
hidroalcéolico de Cassia angustifélia. Este composto aparentemente possui uma
atividade bastante intensa nos SIEs e as alteracdes encontradas nos permitiram
observar caracteristicas diversas que podem ser associados a processos
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inflamatorios e morte células por necrose e/ou apoptose. Muito pouco € descrito
sobre 0 processo de reabsorcdo de roedores € descrito na literatura e normalmente
estes relatos compreendem uma descricdo superficial devido a grande quantidade
de fatores envolvidos. Estudos mais apronfundados para compreensdo deste

processo precisam ser realizados.

5.4.2 Analise estereoldgica e morfoldgica das células NKu atraves da

citoquimica de lectinas

As reacdes citoguimicas para lectina DBA realizadas em nosso trabalho
demonstraram uma reatividade acastanhada forte que nos permitiu identificar as
células NKu nos sitios de desenvolvimento embrionario com bastante facilidade. A
especifidade da lectina DBA para as NKu se mostrou evidente de acordo com o
descrito por Pafaro-Jr e colaboradores (2003) e nos permitiu uma analise
morfologica e estereoldgica mais detalhada.

A distribuicdo das células NKu nos SIEs foi analisada através de uma analise
estereoldgica realizada nos animais de 8° e 11° ddg tanto controles como tratados
com o extrato hidroalcéolico de cassia angustifolia, na mesma dose dos
experimentos anteriores. A distribuicdo morfolégica das areas analisadas pode ser
acompanhada panoramicamente nos SIEs de implantacdo onde j4& podem ser
observadas algumas diferencas na distribuicdo geral das NKu entre os animais
controles e tratados (Fig.12).

Nos animais controle, na regido | (R1), proxima ao miométrio uterino da regiao
mesomentrial observamos uma incidéncia média de 15 células no 8°ddg e 30 células
no 11°ddg por 200pm? Na regido Il (R2), localizada em uma &rea intermediaria entre
0 miométrio e o endométrio decidualizado, préximo ao embrido, obtivemos uma
contagem média de aproximadamente 30 NKu no 8°ddg e 38 no 11°ddg (Fig. 12 A).
Ja na regiao Il (R3), localizada na por¢do do endomeétrio mais proxima ao embriao
em desenvolvimento, observamos nos mesmo animais uma incidéncia média de 40
NKu no 8 °ddg e 45 uNK no 11°ddg (Fig. 13 Ae E).

Segundo Paffaro-Jr e colaboradores (2003) cada uma das regifes uterinas
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observadas apresenta uma atividade especifica em relacdo a histofisiologia das
células NKu. Desta maneira, a R1 corresponde a regido de influxo das NKu, a R2 a
regido de proliferacdo das NKu e a R3 a regido de maturacdo e migracdo destas

célula.

Figura 12- Fotomiografias de cortes histolégicos de SIE no 8 °ddg e 11°ddg , submetidos a
reacao de lectina- DBA. A- Animal controle no 8°ddg destacando as regifes 1, 2 e 3, aumento de
10x. B- Animal tratado no periodo pré — implantacional sacrificado no 8°ddg, destacando as
regides 1, 2 e 3, incidéncia maior de NKu, aumento de 10x. C- Animal controle sacrificado no
11°ddg, aumento de 10x. D - Animal tratado no periodo implantacional e sacrificado no 11°ddg,
destacando a incidéncia maior de NKu em ambas as regides 1, 2 e 3, aumento de 10x. Lectina
DBA/DAB-Peroxidase/hematoxilina de Harris.

Fonte: Do Autor.
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Figura 13- Ae E - Andlise estereoldgica do nimero total de células NKu no 8° ddg na regido
1, 2 e 3 do periodo de tratamento pré- implantacional(1° ao 4°ddg) e implantacional(4° ao 7°ddg),
p < 0,05 foi considerado significativo. B C e D- Cortes histologicos da regido 2 de SIEs no 8°
controle e tratados, mostrando a distribuicdo de NKu(setas), no periodo pré- implantacional e
implantacional, aumento de 40x. E- Andlise estereolégica do numero total de células NKu no
li°ddg, na regido 1, 2 e 3 do periodo de tratamento pré- implantacional(1° ao 4°ddg) e
implantacional(4° ao 7°ddg), p < 0,05 foi considerado significativo. F G e H- Cortes histoldgicos
da regido 2 de SIEs no 11° controle e tratados, mostrando a marcacdo irregular de Lectina
DBA/DAB-Peroxidase nas NKu (cabecas de setas) no periodo de tratamento 1°- 4°ddg e 4°- 7°
ddg, aumento de 40x. (*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p <0,05) quando
comparado com o grupo controle.

Fonte: Do Autor.
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A andlise da R1 nos animais tratados com extrato de sene, em ambos 0s
periodos de tratamento, sacrificados no 8°ddg n&o apresentaram diferencas
significativas em relagao ao controle (Fig. 13 A). Na R2 desses animais observamos
um aumento significativo no numero de NKu no tratamento do 1 ao 4° ddg e um
aumento ainda mais expressivo no tratamento de 4° ao 7° ddg(Fig. 12 C e D). A
andlise da regido R3 também néo foi significativa para o 8 ddg.

Na andlise dos SIEs no 11° ddg observamos que houve um aumento de
células em todas as regifes para o tratamento realizado do 1° ao 4° ddg. No entanto
para o tratamento do 4° ao 7° ddg este aumento ndo demonstrou ser efetivo na
contagem total de NKu (Fig. 13 E) e (Fig. 13 G e H).

Quando analisamos as caracteristicas morfolégicas das NKu DBA positivas dos
animais controles no 8° e 11° ddg foi possivel detectar uma , reatividade para
lectina-DBA de forma continua nas membrana celular nos granulos citoplasmaticos e
este aspecto foi considerado normal para as células Nku (Fig. 14 A). Nas fémeas
tratadas em ambos os periodos quando analizadas no 8° ddg apresentavam poucas
diferencas para o controle no geral aumentava apenas a quantidade de células
contendo espacos vazios que podemos associar a um aspecto de degranulacéo
celular. (Fig. 14 B). No entanto, quando verificamos o0s animais tratados com sene no
periodo de implantacdo notamos um maior nimero de alteracBes nas células NKu.
Além dos granulos com aspecto vazio observamos que ocorreu perda de
especificidade da lectina DBA com a membrana plasmatica destas células
acarretando uma descontinuidade da reatividade em suas membranas, até mesmo
auséncia de reatividade para DBA em algumas células Nkus (Fig. 13 G e H). Esta
alteracdo morfologica refletindo na reatividade das Nkus foi descrita recentemente
por Zavan (2011) em camundongos tratados com LPS durante a prenhes.

Acreditamos que esta alteracdo pode ter interferido na analise morfométria,
pois foram contabilizadas apenas as células DBA positivas, desta maneira
acreditamos que o numero de células NKus presentes com este tratamento seja
maior do que o observado no gréafico (Fig.13 A e E). Se considerarmos este fato
podemos inclusive supor que o efeito do tratamento no periodo de implantacdo foi
mais drastico uma vez que foi capaz de alterar morfologicamente uma grande

guantidade de células Nku.
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Figura 14- A- Fotomicrografia de corte histologico de SIE no 11°ddg
controle, em destaque boa reatividade para DBA e células NKu sem
granulos (setas), aumento 40x. B- Corte histolégico no 11°ddg de um
animal tratado no periodo implantacional (4°- 7°ddg) evidenciado
alteracdes no padrdo de reatividade para lectina DBA nas NKu e
também granulos de aspecto vazio(cabecas de setas), aumento
40x. Lectina DBA/DAB-Peroxidase/hematoxilina de Harris.

Fonte: Do Autor.

De acordo com o que temos descrito na literatura, as células NKu comegam a
entrar no ambiente uterino no 5°ddg (Croy et al.,, 1997) e a quantidade maxima
destas células é encontrada no 11° ddg seguida por uma queda (BULMER et al.,
2005; TRUNDLEY, 2004). Se a este fato for considerado, o tratamento do 1° ao 4°
ddg foi realizado antes da presenca das Nku no ambiente uterino e o tratamento de
4° a0 7° ddg realizado quando no momento em que o influxo destas células estava
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ocorrendo para o utero gestante. Desta maneira, de acordo com 0S NOSS0S
resultados podemos supor que o tratamento com o extrato de sene aparentemente
parece ser mais significativo quando as Nku j& estdo presentes no endométrio
materno.

Embora o fenbmeno da degranulacdo das células NKu ndo tenha sido
experimentalmente confirmado em nosso trabalho, o fato das alteragdes das
células NKu presentes nos sitios em reabsor¢cdo perderem o contetddo granular
reativo a lectina DBA é um forte indicio de que deva ocorrer a liberacdo parcial ou
total deste conteudo. Ndo sabemos como o extrato de sene pode estar interferindo
nesta degranulacdo, no entanto, Van del Heuvel e colaboradores (2000), sugerem
qgue as células NKu apresentam uma dinamica funcional peculiar sendo capazes de
responder ao estimulo de uma alteracdo embrionaria, ocasionado por fatores
guimicos ou fisicos, com a liberacdo de seu conteddo granular e em seguida
restaurar esse contetdo rapidamente. Uma vez que estes granulos parecem conter
perforina, serina, esterases, fosfatases entre outras (PEEL, 1989), glicoproteinas
incluindo Muc-1 (CROY et al., 1997), TNF- q, IL- 10 ,IL-17, IL- 15, IL- 7, TGF B,
(SANTNER et al., 2009; HUNTINGTON et al., 2009; HATTA et al., 2012). A liberacao
dos mesmos pode caracterizar um efeito citotdxico em todo ambiente uterino
(CROY; KISO, 1993; GUIMOND et al., 1997; ASHKAR; CROY, 2003).

Croy e colaboradores, 1997 observaram, in vitro, que a liberacdo do contetudo
dos granulos das células NKu, estédo relacionadas com a atividade citolitica, onde o
contato destas células com as células-alvo induz a uma rapida degranulacdo do
contetdo citolitico, com morte das células-alvo por apoptose. Tais alteracdes
também foram verificadas por Roman e colaboradores (2002), onde através de uma
lesdo mecanica nos sitios de implantacdo embrionarios observou focos
hemorragicos no interior dos sitios, entre os sitios e alteracbes morfolégicas das
células NKu que indicavam auséncia ou reducao de reatividade na superficie celular
pela lectina DBA, reproduzem a perda, auséncia ou reducédo temporal do receptor
expresso na superficie celular, o qual deve ser importante papel no controle da
ativacdo das Nku. Esta descricdo vem perfeitamente de encontro com as alteracdes
descritas em nosso trabalho e no trabalho de Zavan (2011).

No ambiente gestacional as citocinas inflamatorias devem estar em equilibrio
adequado para o sucesso da gestagdo. O aumento significativo de IFNy, por

exemplo, pode acarretar no comprometimento no desenvolvimento gestacional
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(KIMURA et al., 2004; GERMAIN et al., 2007). Concentra¢cdes muito altas de IFN-y
mostram ocasionar morte das CTGs, in vitro (ALBIERI et al., 2005) e podem ser
deletérias aos embrides jovens (GRAHAM et al., 1994).

Segundo Croy e colaboradores, 2010 os mesmos autores, estas células séao
responsaveis pela producdo de INF-y, influenciando a partir desta citocina
modificacdes vasculares que aumentam o suprimento sanguineo durante a
gestacdo. Além do IFN-y (GRAHAM et al., 1994) estas células produzem também
TNF-a, TGF-a1 (DUNK et al., 2000; BAUER et al.,, 2004) que sédo citocinas
essenciais para o crescimento, proliferacdo e diferenciacdo do trofoblasto (VON
RANGO, et al., 2003; ZHANG et al., 2012). Assim, estudos recentes sugerem gue as
NKu podem regular a invaséo do trofoblasto auxiliando no aumento do suprimento
sanguineo das artérias espiraladas para o feto, através da liberacdo de INF-y
(GRAHAM et al., 1994, ASHKAR et al., 2009).

O aumento da atividade das CTGs observado em nosso trabalho pode estar
diretamente associado ao incremento da atividade fagocitaria destas células pelo
INF-y (AMARANTE-PAFFARO, 2002; AMARANTE PAFFARO et al., 2004; ALBIERI
et al., 2005; BEVILACQUA et al., 2010). Este fato associado aos achados de CTGs
em intensa atividade fagocitaria nos SIEs em reabsor¢cao nos leva a supor que o
extrato de sene possa acarretar um aumento atividade fagocitaria exercida pelas
CTGs em decorréncia da reacdo inflamatoria observada nestas regifes. Desta
maneira, o IFN-y, assim como outras moléculas do processo inflamatério, poderiam
estar agindo diretamente no recrutamento e incremento da atividade fagocitaria
destas células. Uma vez que as CTGs sdo largamente comparadas aos macréfagos
(GILBERT et al., 1993; SHARMA et al., 1998) e até mesmo sugeridas para serem
inclusas no sistema imune inato do organismo durante a gestacdo (GULERIA ;
POLLARD, 2000; AMARANTE-PAFFARO, 2002; AMARANTE-PAFFARO et al., 2004;
2011; BEVILACQUA et al., 2010) esta hiptétese parece condizente.

Dentro deste contexto, a analise quantitativa das células NKu em animais
tratados com plantas que contenham atividade abortiva torna-se interessante pois de
acordo com Silva e colaboradores (2008) uma inibicAo ou super expresséo
inadequada das células NKu pode culminar em aborto, passando por problemas de
nutricdo responsavel pelos 6bitos fetais e retardo de crescimento intra-uterino, além
de se associar a hipertenséo gestacional.

Ainda de acordo com nossos resultados estereoldgicos, foi possivel
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averiguar uma possivel acdo sinérgica entre as células Nku e as células
trofoblasticas gigantes que se encontravam em grande quantidade nos cortes
histologicos de reabsor¢cdo embrionaria, assim como nos processos hemorragicos
existentes. Pesquisas recentes, por exemplo (ZAVAN 2011) demostrou através de
métodos imunocitoquimicos que algumas células trofoblasticas, quando se
encontram em apoptose, sao circundadas por células NKu, sugerindo assim que as
proprias UNK desencadeou esse processo de apoptose das células trofoblasticas, ou

elas pode, ter sido recrutadas apoés o inicio do apoptose.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos por nossos estudos morfolégicos, citoquimicos ,

comportamentais, e estereolégicos nos permitem concluir que:

- O extrato de Cassia angustifolia utilizado em nosso trabalho apresenta como
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principais constituintes os senosideos A e B.

- O tratamento com o extrato hidoralcéolico de Cassia angustifolia, nos
camundongos prenhes acarretou hemorragias e reabsorgbes embrionarias
diminuindo da viabilidade gestacional e o numero da prole.

- O tratamento com o extrato de Cassia angustifolia induziu um aumento significativo
no numero total de células NKu presentes no sitio de implantacdo de 8° e 11° ddg.

- As células Nku, das fémeas tratadas com extrato de Cassia angustifolia
apresentaram uma resposta sinérgica com as CTGs, frente as reabsorcdes e
alterac6es embrionarias encontradas.

- Os efeitos quanto a presenca de focos hemorragicos anormais, reabsorcées
embrionérias, diminuicdo da viabilidade gestacional e morte celular programada aqui
observados podem estar sendo causados pela grande concentracdo de senosideos
presentes no extrato.

- Devido as alteragdes observadas neste trabalho o uso de Cassia angustifdlia deve

ser contra indicado durante a gestacéo
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