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AGAO DA ESCINA SOBRE A VARIAGAO CIRCADIANA DOS LEUCOCITOS,
FIBRINOGENIO E PLAQUETAS EM SANGUE DE CAES SADIOS

LEUCOCYTES, FIBRINOGEN AND PLATELETS CIRCADIAN VARIATION
IN DOGS TREATED WITH AESCIN

Maria Vargas dos Santos’
Luis Carlos Ribeiro Fan®

RESUMO

Para analisar a variagcdo circadiana dos
leucocitos, fibrinogénio e plaquetas, foram utilizados 20
caes machos, sem raca definida, os quais foram
divididos em dois grupos de 10 animais. Os caes do
grupo | foram tratados com 1,3mg/kg de escina de 12
em 12 horas e 0s do grupo il sem nenhum tratamento.
Coletas de sangue foram feitas em todos os animais
as 0 (zero), 4, 8, 12, 16, 20 e 24h do dia para exame
dos leucOcitos, fibrinogénio e plaquetas. A escina
determinou eosinopenia as 8 e 12 horas,
monocitopenia as 24h e linfocitose em relacdao aos
animais sadios as 8, 16 e 20h. Na taxa de fibrinogénio
houve aumento as 20 e 24h e nas plaquetas
diminuicdo as 0 (zero), 8, 12, 16 e 20h. Pode-se
concluir que a escina determina variacdes circadianas
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instaveis do numero de alguns tipos de leucocitos,
plaguetas e quantidade de fibrinogénio em caes
sadios.

Palavras-chave: Escina, variagcao circadiana,
leuco6ceitos, fibrinogéenbio,
plaquetas.

SUMMARY

Twenty mongrel male dogs were used to
anlyse the circadian variations of leucocyte, fibrinogen
and platelet values. They were divided into two groups
of ten animals. The first group was treated with
1.3mg/kg of Aescin every 12 hours while the secona
group was left without treatment. Blood samples were
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collected in all animals at O (zero), 4am, 8am, 12am
4pm, 8pm and 12pm hours of the day to determine
leucocyte and platelet count and to evaluate fibrinogen.
Aescin produced: eosinopenia at 4am, 8am, 12am and
4pm hours; neutrophilia at 8am, 12am, 8pm, and 12pm
hours; monocytopenia at 12pm hour and lymphopenia
at 8am, 4am, 8pm an 12pm hours. There was an
increase in fibrinogen level at 8pm and 12pm and a
decrease in the platelet number at 0 (zero), 8am,
12am, 4pm and 8pm hours. Aescin determines
unstable circadian variations in the number of

leucocytes, piatelets and in the amount of fibrinogen in
health dogs.

Key words: Aescin, circadian variation, leucocytes,
fibrinogen, platelets.

INTRODUGAO

A cronobiologia € o estudo sistematico da
organizagao temporal da matéria viva.

Os ritmos dos sistemas biol6gicos associados
aos ciclos geofisicos sao os ritmos circadianos que
compreendem um ritmo biol6égico entre 20 e 28 horas,
permitindo aos organismos adaptarem-se aos eventos
recorrentes do mundo externo (PITTENDRIGH, 1981).

A cronofamacologia pode ser conceituada
como o ramo da cronobiologia que envolve a investiga-
¢ao do efeito das drogas sobre as caracteristicas
(periodo, amplitude e fase) dos ritmos biologicos; e
paaroes ritmicos para administracdo das drogas,
visando melhorar a eficacia e reduzir sua toxicidade
(REINBERG, 1982).

JERMSTAB & WAALER (1953) extrairam a
saponina da semente da Aarvore cavalo castanho
(Aesculus hippocastanum L.) através da adsorgao
da saponina ao 6xido de aluminio e posterior diluicao,
sendo purificada através de eletrodialise. Seus compo-
nentes foram estudados pela cromatografia onde foi
identificada como: hexose glicose, pentose xilose e
acido glicurdnico, sendo que PATT & WINKLER (1960)
e WAGNER et al. (1970) comprovaram através da
cromatografia a existéncia de uma substancia com
atividade hemolitica e efeito farmacol6gico anti-edema-
toso, a qual foi identificada como escina saponina.

- VOIGTLANDER & ROSENBERG (1963)
observaram que 0s mesmos metabdlitos da escina
eram obtidos através da prosaponina-B sendo, portan-
10, uma composigcdo da a-escina e B-escina em
proporgoes iguais. -

A escina (escigenin-(-metil-3-acetoxibutirate)-
(2-xilosideo-4-glicosideo glicuronidase) é uma mistura

de varios acidos triterpendides saponina glicosideos
(WULFF & TSCHESCHE, 1969).

O glicosideo &€ um composto no qual o
triterpeno aglicona proescigenina e esterificado com
acido angelico e acido acetico ligado ao C, do acido
glicurénico, o qual é adicionado a duas moléculas de
glicose unidas aos C, e C, (WAGNER et al., 1970).

A escina possui um efeito seletivo antiinfla-
matoério e antiedematoso, sendo usada no tratamento
do edema traumatico difuso ou localizado, no cerebro,
com sintomatologia hipertensiva (RIVANO & ROSADI-
NI, 1970) e danos musculares (FINI et al., 1977;
PABST & KLEINE, 1986) nos seres humanos. &
administrada em formulagdes gel nas terapias percuta-
neas (GREIFENSTEINER, 1966; LANG, 1974/77), oral
(EISEMBURGER et al., 1976; PIRARD et al., 1976) e
venosa (MINGRINO & SCANARINI, 1978).

As possiveis variagdes que sofrem os consti-
tuintes sanguineos durante o periodo de 24 horas, a
importancia do estudo cronofarmacologico, bem como
a caréncia de publicagdes em relagao ao uso terapéu-
tico da escina na clinica médica veterinaria de peque-
nos animais, motivaram a realizagao da presente
pesquisa, cujo objetivo € determinar as variagoes
circadianas dos leucécitos, do fibrinogénio e das
plaquetas em céaes sadios tratados com escina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizaos 20 cdes machos, sem raga
definida, com peso médio de 12kg, com aproximada-
mente 6 anos de idade e sadios.

Os animais foram divididos em dois grupos(|
e Il) de 10 e reunidos cinco a cinco, em local medindo
3x4x2m, com temperatura entre 19 e 24°C, com 15
horas luz e alimentados com ragao comercial € agua

ad libitum.
Foram colhidos 2,5mi de sangue, em EDTA,

da veia cefalica e realizados hemogramas antes do
inicio do experimento € nas horas 0 (zero), 4, 8, 12,
16, 20 e 24 do dia. Para a contagem de plaquetas
teve-se 0 cuidado de manter o vidro com 0 sangue
sem a tampa para evitar a adesao de plaquetas na
mesma.

Nos animais do grupo | foram administrados,
por duas vezes, 1,3mg/kg de escina sbédica’, via
venosa, as 0 (zero) e 12 horas. Os animais do grupo
Il nao sofreram tratamento (testemunhas).

A contagem total dos leucécitos foi realizada
atraves de contador eletrbnico de células modelo
Coulter Counter’; a contagem diferencia dos leucocitos
foi realizada em esfregacos de sangue corados pelo
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meétodo Panoético e a leitura feita através da microsco-
pia optica com objetiva de imersdo em aumento de
100x.

O fibrinogénio foi medido segundo técnica de
KANEKO & SMITH (1967) e as plaquetas contadas
pela tecnica descrita por COLES (1986).

Para a analise estatistica considerou-se que
0 experimento bifatorial (2 grupos e 7 tempos) em 10
repeticdes no delineamento experimental inteiramente
casualizado, nao possui 0s valores conjuntamente
iIndependentes. Os dados para os referentes tempos
foram tomados dos mesmos individuos (c4es). Neste
caso, a falta de independéncia sugere a "andlise de
perfil"’, uma analise multivariada com hip6teses ade-
quadas para os objetivos do experimento.

Para os calculos usou-se o programa de
computador SISMUL e para analise, considerou-se o
modelo de SINGER &ANDRADE (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 2 demonstram os resultados
obtidos na presente pesquisa.

Embora nao tenha sido o objetivo primeiro da
presente pesquisa, convém antes de mais nada
discutir as variag0es circadianas observadas nos
parametros medidos nos caes sadios (grupo Il, Tabela
1), uma vez que nada existe na literatura médico

Tabela 1 - Variagao circadiana de leucécitos, de fibrinogénio e de plaguetas em cées

sadios.

_—_—_m_—*__—-l———_tl——__—_h_

veterinaria sobre este assunto. Observou-se nestes
animais uma variagao no niimero de eosindfilos, sendo
que o valor maximo ocorreu a 0 (zero) hora do dia e 0
minimo as 24h.

Os neutr6filos nao segmentados mantiverams-
se constantes durante todo o periodo, exceto as 16
horas, sendo que nos neutréfilos segmentados nao
houve variacao.

Os nameros de mondécitos tiveram varia¢io
durante o dia e a noite, e 0 valor maximo ocorreu as
12 e 24h do dia, nos demais parametros observados:
eosinofilos, bastonetes, neutrofilos segmentados estao
de acordo com MEYER et al. (1992). Seqgundo os
autores citados os granulécitos renovam-se duas e
meia a trés vezes por dia no "pool" circulante, 0 que
justifica a diferenca de contagem nos diferentes
horarios.

A monocitose encontrada as 24 horas pode
estar associada a possivel liberagcdo de corticoide
endogeno, uma vez que ocorreu linfopenia e eosino-
penia no mesmo periodo, embora nao tenha ocorrido
leucocitose com neutrofilia 0 que caracteriza 0 hemo-
grama de estresse (COLES, 1986; MEYER et al.,
1992).

Na concentragao de fibrinogénio ocorreu uma
ligeira elevagdo as 12 e 16 horas, sendo que as
plaquetas tiveram uma variagcdo numérica, sendo
minima as 12 horas € maxima as 8 horas.

A analise destes dados permite afirmar a
existéncia de uma variagao circadiana dos diferentes
constituintes sangilineos. este fato permite
sugerir um maior cuidado em relacao a
interpretacdo dos exames hematolégicos
realizados em diferentes horas do dia.

Nos animais tratados com escina
(Tabela 2) observou-se uma variacao no

Parametros Noite Horas do gi': Noite numero de eosinofilos, ocorrendo uma
0 4 8 12 16 50 04 diminuigao significativa as 8 e 12 horas.
- Estes achados podem ser explicados pela
| atividade da escina em liberar ACTH, des-
cosinofilos/ crito por HAI et al. (1981). Segundo DUN-
mm 1652,0 1293,6 1464,0 1492,8 920,0 10152 5644 CAN & PRASSE (1982), COLES (1986) e
Neutrofilos NS/ ’ . e
Neutréfilo S/ nuem o0s nimeros de eosindfilos circulan-
mm?® | 7654,0 8683,8 85426 8236,4 99536 90836 82528 tes, produzindo eosinopenia.
:'121’;00"03’ 1408 2666 1816 8o4o & Os neutréfilos segmentados apre-
Linfocitos/ | | ’ ’ €1z B4l6 17828 sentaram uma variagao caracterizada por
mm’ 176,0 1192 1206 121,4 1330 1276 1334 neutrofilia as 16, 20 € 24 horas. Este fato
Leucocitos/ talvez possa ser explicado por uma agao
mm? | 10017,2 10405,0 10308,8 10744,6 11793,4 11017,8 10946,0 antiinflamatoéria da escina semelhante aos
rgi%inogemo is o s . ‘e s - corticoides. Segundo COLES (1986) estes
Plaquetas/ | | | ’ ’ ’ ' diminuem a diapedese dos neutréfilos,
mm? 3332 3348 3362 3148 3248 3314 3332 muito embora tenha sido evidenciado

e e e e e e e o e e e e e e e e e e oo

linfopenia somente as 16 horas. Nos de-
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Tabela 2. Variag4o circadiana das médias de leucdcitos, de fibrinogénio e de plaguetas

em cdes sadios tratados com escina.

nas possuem uma potente acgao inibi-
téria sobre agregacao plaquetaria. Por
outro lado a diminuigao do numero de
plaquetas pode ser também devido a

Horas do dia
Parametros Noite Dia Noite seu sequestro em orgao reticulo-endo-
0 4 8 12 16 20 24 telial, de acordo com as afirmacoes de
DAVENPORT et al. (1982). Isto pode
Eosindfilos/ ocorrer e ser justificado pela atividgde
mm? 14961 879.9 592, 5* 713.4* 840 .3 12635 4467 da prOStaglandina liberada pela eSCina
Neutr6filos NS/ que € capaz de produzir vasodilatagcdao
mm?) 1562,4 353,6 307,2*  246,7* 240,2  212,7 33,7 em algumas regides do organismo.
:i:jfomos ” 6351,3 9203,5 9360,8 10501,6 11484,8 12941,7 11501,7 Nos animais tratados el
Mondcitos/ | | ’ ’ ’ ' ’ escina todos os parametros medidos
mm3 4166 2326 653.,8 483.6 4397 308.,5 587 2* diminUiram durante 0 periOdO de lUZ e
Linfécitos/ de escuro, sendo que durante o dia a
Tem::octos/ 1949,1 1609,9 1100,9* 1042.8 942,8* 1203,0* 1370,7 diminuigao predominou sobre a noite.
ot Estes achados demonstraram uma
:‘;g}inogenio 10365,6 12279,6 12015,2 12988,1 13947,8 15929,4 13940,0 atividade farmacologica da escina,
g/ 16 22 3,1 2,9 36. 32  4.4* potencializadora da atividade biologica
Plaquetas/ que ocorre de forma mais Intensa
mm® 225,5* 311,5 281,5* 195,4* 94,7* 188,6* 263,5 durante o periodo diurno, conforme
demonstraram varios autores citados
* Difere do grupo controle (P< 0,05). por CIPOLLA et al. (1388).
mais horarios as variagdes encontradas nos linfécitos CONCLUSOES

permaneceram dentro dos limites nomais, 0 mesmo
ocorrendo para os monécitos (DUNCAN & PRASSE,
1982; COLES, 1986 e MEYER et al., 1992).

Pode-se observar variagbes no numero de
leucécitos 0 que estd de acordo com MEYER et al.
(1992) os quais citam que os granulocitos tém uma
estadia curta na circulagdo (aproximadamente 10
horas).

Como explicar os mecanismos pelos quais a
escina foi capaz de aumentar a concentracio de
fibrinogénio nos animais do grupo 1? Seria a droga
estimuladora da atividade microssomal hepatica para
0 aumento da sintese protéica? Seria ela mesma por
si s0 causadora de um estado inflamatério, uma vez
que 0 aumento da concentragao de fibrinogénio se faz
necessario para suprir a atividade dos fibroblastos
que, de acordo com DUNCAN & PRASSE (1982) e
FENER (1985), ocorre durante o processo inflamaté-
rio? Somente pesquisas adicionais poderao responder
estes questionamentos.

A diminuicdo do nimero de plaquetas ob-
servada nos animais tratados com escina pode ser
explicado pelos achados de BERTI et al. (1977) e
LONGIAVE et al. (1978), os quais demonstraram que
a escina possui habilidade para estimular a producao
e liberagcdo de prostaglandinas através dos pulmdes.
Segundo demonstrou KLOEZE (1967) as prostaglandi-

Em caes sadios a escina determina:

- neutrofilia, linfopenia e eosinopenia em
diferentes horas do dia;

- aumento da concentracdo da taxa de
fibrinogénio plasmatico as 0 (zero), 20 e 24 horas do
dia, e

- uma diminuigdo constante no numero de
plaquetas durante o ciclo circadiano.
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