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Comunicacao

[Communication]

Composto homeopatico reduz a liberacao de &nion superoxido pelas células
mononucleares de ema (Rhea americana)

[Homeopathic compound reduces the release of superoxide anion by mononuclear
cells of rhea (Rhea americana)]
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A ema (Rhea americana), pertencente ao grupo
de aves conhecido como ratitas (Huchzermeyer,
2000) é tipica da fauna brasileira e sul-
americana. Assim como outras ratitas, como o
avestruz e o emu, a ema tem sido explorada
comercialmente. Os principais produtos da
inddstria da ema, atualmente, sdo a carne, o
couro e as plumas (Toledo e Tavares, 2003).

Muitas espécies animais sofrem estresse causado
pelos distdrbios provocados pelos seres humanos
ou pela alteracdo de seu habitat, provocando
diminuicdo na taxa reprodutiva, alteragdes
imunoldgicas e distirbios comportamentais
(Boonstra, 2004). Os animais respondem ao
estresse com uma serie de respostas enddcrinas.
Dentre elas destaca-se 0 aumento nas
concentragdes de cortisol (Creel, 2001). Com
isso, h& um desequilibrio nos processos
catabdlicos e anabdlicos, que, por longo periodo,
afetam negativamente a sobrevivéncia, a
reproducdo e a resisténcia as doengas (Boonstra,
2004; Leche et al., 2009).

S80 escassos o0s trabalhos envolvendo o
metabolismo oxidativo de aves (Rodriquez et al.,
2007; Trevelin et al., 2009) e ainda ndo ha
descricdlo de possiveis moduladores dessa
resposta. Diante disso e considerando seu
potencial econdmico, propds-se testar a acdo do
composto homeopético Fator Estresse Avestruz
(Arenales — Fauna e Flora) indicado para redugéo
do estresse de aves ratitas na liberacdo de &nion

Recebido em 4 de maio de 2011

Aceito em 1 de setembro de 2011

*Autor para correspondéncia (corresponding author)
E-mail: alinecfb@terra.com.br

superdxido pelas células do sangue periférico de
emas.

O estudo foi realizado no periodo de setembro de
2007 a maio de 2008, no Criadouro
Conservacionista do Centro de Desenvolvimento
Ambiental (CDA) da Companhia Brasileira de
Metalurgia e Mineracdo (CBMM), situado em
Araxa, MG.

O experimento foi realizado com 16 filhotes,
com idade média de sete meses e meio de vida,
provenientes tanto de incubacgdo natural quanto
de incubacéo artificial. Logo apds o nascimento,
os filhotes foram levados para a maternidade do
criadouro, onde foram abrigados em recintos
cobertos e com campanulas. Pela manha os
filhotes foram levados para o piquete, para o
banho de sol e a manutencdo dos recintos, onde
permaneciam até o fim da tarde, exceto em dias
de chuva. O acesso a &gua foi irrestrito, e a
alimentacdo era composta de verduras de folhas,
legumes, frutas e racdo inicial (L’atruche -
Socil), oferecida duas vezes ao dia, pela manha e
a tarde.

Os animais foram distribuidos em dois grupos de
oito animais. O grupo experimental recebeu
tratamento homeopético com o Fator Estresse
Avestruz, composto por Aconitum napellus
CH12, Chamomilla CH12, Bixa orellana e
sacarose, administrado junto a alimentacéo.
Foram utilizadas duas doses, sob orientacdo do
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laboratorio e da bula, de 3g por individuo, duas
vezes ao dia, do nascimento aos 60 dias de idade,
e de 5g por individuo, duas vezes ao dia, a partir
dos 60 dias de idade, até os filhotes completarem
oito meses de vida.

Foram coletadas 16 amostras de 5mL de sangue
venoso pela veia jugular. As amostras, coletadas
no periodo da manhd e colocadas em
tubos heparinizados, foram encaminhadas ao
laboratdrio. A separacdo de fagdcitos foi feita
pelo método de centrifugacdo por gradiente de
densidade com  Ficoll-Paque  (densidade:
1.077g/mL — Pharmacia), por 40 minutos, 160 x
g sob temperatura ambiente.

Apos a centrifugacdo do sangue, formou-se uma
camada com formato de anel, com células
mononucleares, sendo este retirado e reservado.
A outra porcdo do sangue foi submetida a
sedimentacdo por Dextran (10g/1 — Sigma), por
um periodo de duas horas, a 37°C, para
a separacdo das células polimorfonucleares
(Franca, 1997).

A producdo de anion superdxido pelos fagécitos
do sangue periférico foi determinada utilizando-
se 0 cromdgeno ferricitocromo C, segundo o
método de Pick e Mizel (1981). Em
presenca de superdxido, o ferricitocromo C sofre
oxidacdo, passando a ferrocitocromo C, sendo
esta mudanca colorimétrica detectavel em
espectrofotobmetro com filtro de 630nm. As
suspensdes foram colocadas em placas de cultura
celular de 96 pogos, com um volume de 100uL
por poco, acrescidas 0,5mL de ferricitocromo C
(SIGMA) nas amostras. A leitura foi realizada no
espectrofotdmetro de placas (Elisa Plate Reader
p 2000 - Robonik) para placa com filtro 630nm.
A concentracdo do anion superéxido foi
calculada por meio da seguinte relacéo:
Concentracdo 02- (nmol) = (DO X 100)/6,3.
Com auxilio do programa GraphPad InStat (3.0
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for Windows), foi aplicado o teste t para
comparagao entre 0s grupos.

A Fig. 1 mostra a concentracdo de superdxidos
liberados por células MN e PMN do sangue das
emas em presenca e auséncia do Fator Estresse
Avestruz. Nos MN obtiveram-se 4,9 e 8,2 para 0s
grupos teste e controle, respectivamente, e houve
diferenga  significativa entre 0s  grupos.
Entretanto, para células PMN, as concentrag6es
foram de 4,6 e 54 para 0s grupos teste e
controle, respectivamente, e ndo houve diferenga
entre eles. A reducédo observada para células MN
indica que o composto, ao reduzir os niveis de
estresse do animal, também provoca redugdo do
estresse oxidativo em nivel celular. Isso pode ser
benéfico, pois a produgdo de uma grande
quantidade de radicais livres pode causar danos
ao DNA e morte celular (Anderson, 1996).

Nas aves, os heterofilos sdo leucdcitos PMN
equivalentes aos neutréfilos nos mamiferos e séo
essenciais para o funcionamento do sistema
imunolégico inato. Sob estimulo, expressam
receptores de membrana responsaveis pela
aderéncia e migracdo pelo endotélio vascular,
dirigindo-se por quimiotaxia ao sitio de infecgéo.
Apbs fagocitose, hd a morte do agente infeccioso
por meio de enzimas liticas e agentes oxidantes
(Farnell et al., 2003). Entdo, se o composto
avaliado neste estudo provocasse reducdo de
superoxido nos PMN das emas, que ja se
apresentava em concentracfes baixas, poderia
comprometer a defesa em casos de infeccdes.

Neste estudo, pdde-se observar redugdo de
superoxido pelas células MN em presenca de
Fator Estresse Avestruz, indicando influéncia
positiva do produto em relacdo ao estresse
oxidativo. Além disso, surgiram perspectivas
para investigacfes futuras como avaliagdo de
outros intermediarios reativos do oxigénio e
enzimas antioxidantes.
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Figura 1. Concentragdo de anion superoxido liberado por células mononucleares (MN) e
polimorfonucleares (PMN) do sangue de ema em presenca (teste) e auséncia (controle) de Fator Estresse
Avestruz. *indica diferenca estatistica significativa (P<0.05).
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ABSTRACT

The action of the "Stress Factor Ostrich (Arenales - Fauna and Flora)" was tested in the release of
superoxide anion by cells in the peripheral blood of rhea (Rhea americana). Sixteen samples of 0.5mL of
venous blood were collected through the jugular vein in the morning and placed in heparinized tubes. The
leukocytes were separated into polymorphonuclear (PMN) and mononuclear (MN). The production of
superoxide anion by phagocytes of peripheral blood was determined using the chromogen
ferricytochrome C. There was a reduction of superoxide by MN cells in the presence of "Stress Factor
Ostrich" indicating a positive influence of product against oxidative stress. Furthermore, future
researches, such as the evaluation of other reactive oxygen intermediates and antioxidant enzymes,
researches.
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