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RESUMO 

 

O gênero Brachiaria possui importantes espécies de forrageiras utilizadas em países 

localizados em regiões tropicais. No entanto, esse gênero de gramíneas está associado à 

fotossensibilização e intoxicações em animais de produção. Deste modo, objetivou-se com este 

estudo estabelecer o padrão para colheita, processamento e conservação de amostras de 

Brachiaria brizantha para quantificação de protodioscina e contagem de esporos de Pithomyces 

chartarum e a avaliação da Cavia porcellus (cobaias) como modelo experimental na intoxicação 

por diosgenina. Para a avaliação da Brachiaria brizantha, amostras foram colhidas de oito 

pastagens as quais foram subdivididas em folhas jovens, folhas maduras, folhas velhas e planta 

inteira e submetidas a nove diferentes métodos de processamento. Após separação e tratamento 

das amostras foi realizada a quantificação de saponinas e a contagem de esporos. Observou-se 

que na maioria dos tratamentos as folhas jovens apresentaram quantidades maiores de 

protodioscina que as folhas velhas e a planta inteira. Os tratamentos que mantiveram as maiores 

quantidades de protodioscina foram temperatura ambiente, estufa e estufa com ventilação 

forçada. Nas amostras das pastagens não foram encontrados esporos do fungo. Desta forma, 

conclui-se que a concentração de protodioscina é maior nas folhas jovens; a secagem em 

temperatura ambiente, em estufa ou em estufa de ventilação forçada são os melhores métodos 

para preservação de protodioscina e o congelamento de plantas para a quantificação de 

protodioscina não é recomendado. Para a avaliação das cobaias como modelos experimentais 

na intoxicação por diosgenina foram utilizadas 14 cobaias, divididas em dois grupos, o grupo 

tratado (GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluída em óleo 

vegetal e o GC recebeu somente o óleo vegetal, ambos por 30 dias. Para avaliação do 

hemograma e análises bioquímicas foram colhidas amostras sanguíneas no dia 0 (M0) e no dia 

30 (M30). Na bioquímica plasmática foram realizadas análises para ALT, AST, GGT, ALP, 

ureia, creatinina, glicose, colesterol, HDL, triglicerídeos, lactato, colinesterase e cálcio. A 

hematologia e a bioquímica não apresentaram alterações relacionadas à doença hepática 

causada por saponinas. Na histologia apenas um animal apresentou hiperplasia de ductos 

biliares, as outras alterações observadas foram de forma geral inespecíficas. Conclui-se que, na 

dose utilizada, a administração da diosgenina a cobaias não produz lesões hepáticas expressivas 

nem alterações hematológicas e bioquímicas relacionadas a hepatopatia. 

 

Palavras-chave: Brachiaria brizantha, diosgenina, fotossensibilização, modelo experimental, 

protodioscina.  
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ABSTRACT 

Standardization for harvesting and conservation of Brachiaria samples for 

quantification of saponin and subchronic toxicity of diosgenin in Cavia porcellus 

 

The genus Brachiaria has provided important forage species to the countries located in tropical 

regions. However, this genus of grass is associated with photosensitization and poisoning in 

animal production. Thus, the aim of this study was to establish the standard for collection, 

processing, and conservation of Brachiaria brizantha for protodioscin quantification and spore 

count from Pithomyces chartarum and the evaluation of guinea pig (Cavia porcellus) as an 

experimental model of poisoning by diosgenin. For Brachiaria brizantha evaluation, samples 

were collected from eight pastures, which were subdivided into young leaves, mature leaves, 

old leaves, and whole plant. After that, the samples were submitted to nine different drying and 

conservation treatments. After separation and treatment of the samples, saponins were 

quantified and spores were counted. In most of treatments, the young leaves presented larger 

amounts of protodioscin than the old leaves and the whole plant. The treatments that maintained 

the highest amounts of protodioscin were room temperature, oven, and oven with forced air 

circulation. No fungal spores were found in the pasture samples. Thus, we concluded that the 

concentration of protodioscin varies with the maturation stage of the leaves; drying at room 

temperature, in an oven, or in an oven with forced air circulation are the best methods, and 

freezing plants for preservation of protodioscin is not recommended. In the guinea pigs 

evaluation, 14 guinea pigs were divided into two groups, the treatment group (TG) and the 

control group (CG). The TG received 480 mg/kg of diosgenin and the CG received only 

vegetable oil. Both groups received the treatment for 30 days. Blood samples were collected on 

day 0 (M0) and day 30 (M30) for blood cell count and biochemical analyzes. In clinical 

biochemistry, the analyzes were performed for alanine aminotransferase, aspartate 

aminotransferase, gamma glutamyl trasferase, alkaline phosphatase, urea, creatinine, glucose, 

cholesterol, HDL, triglycerides, lactate, cholinesterase, and calcium. Hematology and 

biochemistry did not present alterations, which could not be related to hepatic disease caused 

by saponins. In histology, only one animal had bile duct hyperplasia, the other alterations 

observed were generally nonspecific. Therefore, we concluded that the administration of 480 

mg/kg of diosgenin to guinea pigs did not produce significant hepatic lesions or hematological 

and biochemical alterations related to liver disease. 

 

Keywords: Brachiaria brizantha, diosgenin, experimental model, photosensitization, 

protodioscin. 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1. Introdução 

 

A pecuária nacional tem usado predominantemente o manejo extensivo para criação 

de ruminantes, tendo as plantas do gênero Brachiaria como as mais predominantes nas 

pastagens. Essa gramínea contribuiu fortemente para o crescimento do mercado agropecuário 

tanto no âmbito nacional como internacional. 

Apesar de todos os benefícios trazidos pela introdução das braquiárias, alguns 

problemas acompanharam a gramínea. Inicialmente houve os prejuízos com a cigarrinha que 

infestava as pastagens de Brachiaria decumbens, as quais foram substituídas por cultivares mais 

resistentes e por outras espécies do mesmo gênero. Posteriormente, foi atribuído a B. 

decumbens os casos de fotossensibilização observados nos ruminantes e equinos, mas que com 

o passar dos anos foram também observados nas pastagens de B. brizantha, B. humidicula e B. 

ruizisienses1. Esses casos de fotossensibilização foram inicialmente atribuídos à esporidesmina, 

uma micotoxina produzida pelo fungo Pithomyces chartarum, os quais os esporos são 

constantemente encontrados nas pastagens2. 

Posteriormente, além dos casos clássicos de fotossensibilização relacionados ao 

eczema facial produzido pela esporidesmina, passou-se a observar outros sinais clínicos e 

achados histopatológicos. Os bovinos além de apresentarem a fotossensibilização, 

apresentavam quadros de emagrecimento progressivo, caracterizado como a forma subclínica 

da doença. Nos exames histológicos passou-se a observar cristais birrefringentes nos ductos 

biliares e hepatócitos dos animais. Foi observado que esses novos achados eram semelhantes a 

achados de intoxicações ocorridas por plantas que continham saponinas. Dessa forma, 

começou-se a investigar a presença de saponinas em gramíneas de Brachiaria, encontrando 

principalmente a protodioscina. 

Paralelamente, foi observado que culturas de Pithomyces chartarum, encontradas 

no Brasil, na maioria das vezes não produziam a esporidesmina3 e em muitos estudos já não 

encontravam grande quantidade de esporos dos fungos e a presença de saponinas nas plantas 

foi associada à intoxicação4. 

No entanto, apesar de muitos defenderem que a intoxicação por Brachiaria é 

causada por saponinas, há uma grande dificuldade de se reproduzir tal quadro, levando a que 

muitos pesquisadores ainda relutam em acreditar que as saponinas por si só acarretam na 

intoxicação, podendo haver outros fatores envolvidos. 
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2. Revisão de literatura 

 

2.1. Fotossensibilização 

 

A fotossensibilização caracteriza-se por uma sensibilidade exagerada do animal a 

certos comprimentos de onda da luz solar, a qual é determinada por agente fotossensibilizador 

presente no epitélio do animal4, que na maioria das vezes é um pigmento fluorescente5. 

A fotossensibilização causada por plantas é dividida em dois tipos, a primária e a 

secundária ou hepatógena. Na fotossensibilização primária, o agente fotossensibilizador é 

ingerido, atravessa a barreira hepática e cai na circulação geral, alcançando a pele, induzindo 

as lesões devido a excessiva sensibilidade aos raios solares5,6. Na fotossensibilização 

secundária, a planta possui substância tóxica que provoca alterações no parênquima hepático 

ou nos ductos biliares causando distúrbio no mecanismo de eliminação da filoeritrina. A 

filoeritrina é um pigmento fluorescente formado nos pré-estômagos dos ruminantes, a partir da 

clorofila, o qual é eliminado pelo fígado. Em casos de danos hepáticos a filoeritrina acumula-

se, passa para circulação sanguínea e alcança a pele. A forma clínica da doença caracteriza-se 

por lesões de pele, especialmente, nas partes menos pigmentadas ou menos protegidas por 

pelos5.  

No Brasil, casos de fotossensibilizações hepatógenas estão relacionadas a inúmeras 

espécies de plantas como por exemplo: Senecio spp., Myoporum spp., Lantana spp. e 

Brachiaria spp.4. Em relação às braquiárias, os surtos são frequentemente relatados em ovinos 

e bovinos, e causam grande prejuízos ao produtor devido a morte de animais e a redução na 

produtividade7. 

 

 

2.2. O gênero Brachiaria spp. 

 

No Brasil, a principal fonte de alimento para a pecuária têm sido os pastos8, 

especialmente por ser um país de clima tropical e com grande extensão de terras cultiváveis9. 

Segundo censo agrícola do IBGE10 em 2006, havia no Brasil mais de 170 milhões de hectares 

de terras com pastagens, o que garante uma fonte de recursos nutricionais de menor custo para 

os animais9. Desta vasta área de pastagens no Brasil, estima-se que mais de 50% das áreas são 

de forrageiras cultivadas, sendo que as principais espécies de plantas utilizadas são as do gênero 

Brachiaria8. 
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A introdução de gramíneas cultivadas para a formação de pastagens teve o intuito 

de aumentar a disponibilidade de alimento para os animais, podendo assim, gerar ganhos quanto 

as taxas de lotação, o desempenho e a produtividade8. Além disso, muitas pastagens estão 

localizadas em regiões de solo ácido e baixa fertilidade, sendo necessária a busca por espécies 

que se adaptassem a este tipo de situação. Desta forma, a introdução de plantas do gênero 

Brachiaria no Brasil teve grande expansão a partir de 1970, com a introdução de gramíneas 

que se reproduziam por sementes e com boa adaptação ao clima e aos solos, principalmente os 

do Cerrado11. 

O gênero Brachiaria tem grande importância para regiões de clima tropical, tanto 

na África e Austrália, como na América do Sul. A larga utilização dessas plantas é decorrente 

da alta produção de matéria seca, fácil cultivo, adaptação a diferentes tipos de solos, bom 

crescimento ao longo do ano e baixo custo de manutenção1,11,12. 

As braquiárias são gramíneas perenes ou anuais, cespitosas ou decumbentes, 

normalmente apresentam enraizamento nos nós, quando entram em contato com o solo, dando 

a esta boa cobertura vegetal e protegendo-o contra erosões. São um gênero de plantas tropicais, 

principalmente de origem africana, abrangendo cerca de 80 espécies46. No Brasil, apesar de 

haver inúmeras espécies de Brachiarias cultivadas quatro são predominantes: B. brizantha, B. 

decumbens, B. humidicola e B. ruiziziensis1,8,11. 

A B. decumbens foi introduzida no Brasil em 1962 pelo Instituto de Pesquisas 

Experimentais Agropecuárias do Norte (IPEAN), por meio do cultivar B. decumbens cv. 

IPEAN. Mais tarde, a B. decumbens cv Basilisk foi trazida da Austrália, devido sua reprodução 

por sementes, o que propiciou rápida expansão do cultivar pelas regiões Centro-Oeste, Norte e 

Sul do Brasil1,12. Nos tempos atuais, a B. decumbens vem sendo substituída pela B. brizantha, 

que foi introduzida nos anos 80, tendo como principal razão sua resistência as cigarrinhas-das-

pastagens1. 

A B. brizantha, a mais utilizada nos solos de Cerrado, tem como cultivar mais 

utilizado a Marandú, que possui potencial produtivo superior a B. decumbens, podendo produzir 

23 t/ha/ano de matéria seca8,11. 

No bioma Cerrado, localizado principalmente na região Centro-Oeste, que é a 

principal área de produção de carne bovina no país, estima-se que haja mais de 60 milhões de 

hectares de pastagens cultivadas, sendo que, o gênero Brachiaria responde por 85% da área8,13. 

Neste contexto, 51 milhões de hectares são constituídos de Brachiaria sendo 30 milhões de B. 

brizantha, 15 mihões de B. decumbens e 6 milhões de B. humidicola14. 
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Apesar da vasta utilização, da boa produção de matéria seca e da adaptação ao clima 

e ao solo, diferentes espécies de braquiárias têm sido associadas a casos de intoxicação em 

distintas espécies de animais de produção1,15–17. 

 

 

2.3. Intoxicação por Brachiaria 

 

2.3.1. Etiologia 

 

Inicialmente os quadros de fotossensibilização observados em animais mantidos em 

pastagens de braquiárias eram atribuídos à toxina esporidesmina, produzida pelo fungo 

Pithomyces chartarum. Posteriormente, inúmeros pesquisadores têm associado esses quadros a 

intoxicação por saponinas contidas nas gramíneas1. 

Os esporos do fungo Pithomyces chartarum tem, recorrentemente, sido encontrado 

em amostras de braquiária e é fato que a esporidesmina, produzida por algumas de suas cepas, 

causa fotossensibilização em diferentes espécies6. No entanto, em estudo realizado com cepas 

do fungo encontradas no Brasil, Colômbia, Estados Unidos e Canadá, constatou-se que elas não 

eram produtoras da toxina. Os achados levaram os pesquisadores a sugerir que as cepas do 

Pithomyces chartarum encontradas nas Américas são diferentes das cepas isoladas na Austrália, 

Nova Zelândia e África do Sul. Assim, indicam que as cepas presentes no Brasil têm baixa 

capacidade ou mesmo, não tem a capacidade de produzir a esporidesmina e consequentemente, 

não têm relação com os casos de fotossensibilização e intoxicações por braquiárias3. 

Deste modo, cada vez mais, têm se considerado a saponina como agente causal da 

intoxicação por braquiária. Adicionalmente, outras plantas que causam intoxicações associadas 

às saponinas, tem quadros clínicos semelhantes à intoxicação por braquiária1. Segundo 

Graynon18, a colangiohepatite associada a cristais observada na intoxicação por Brachiaria é 

semelhante à que ocorre nas intoxicações por Tribulus terrestris e por Panicum spp. Além 

disso, em vários casos de intoxicação por braquiárias não foram encontrados esporos do P. 

chartarum ou esses se encontravam em quantidades muito baixas, enquanto as saponinas 

estavam presentes1,17,19–21.  

Provavelmente a diminuição na quantidade de esporos encontradas nas pastagens 

se dá devido o melhor manejo destas. Como forma de controle da quantidade de fungos 

recomenda-se que as pastagens sejam bem manejadas, de forma a evitar o acúmulo de matéria 

orgânica. Esse acúmulo favorece a condições propícias para a procriação dos fungos, os quais 
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desenvolvem-se saprofiticamente nas folhas mais velhas, em condições de temperatura (18 a 

27ºC) e umidade (96%) favoráveis22. 

 

 

2.3.2. Epidemiologia 

 

A intoxicação associada à braquiária afeta boa parte dos animais de produção, sendo 

observada em ovinos, caprinos, equinos, bovinos e bubalinos. Apesar de afetar inúmeras 

espécies as mais acometidas são os ovinos e bovinos, com destaque para os ovinos. Os 

ruminantes jovens são os mais predispostos e principalmente os que não tiveram contato prévio 

com a gramínea1. 

Existem evidências que animais expostos a primeira vez ao capim são mais 

susceptíveis do que animais já adaptados. Estudo com ovinos com e sem o contato prévio com 

pastagens de braquiária indicou que apenas 8,9% dos animais que já tinham contato com a 

gramínea adoeciam, enquanto que animais sem esse contato apresentaram 33,3% de 

morbidade23. Em trabalho com ovinos que não tiveram contato prévio com a braquiária, foi 

observada morbidade próxima aos 80%, com mortalidade de 90%24. Já em estudo 

epidemiológico, com 34 surtos de intoxicação por braquiária, em ovinos, na região central do 

Brasil (estados de Goiás, Minas Gerais e Distrito Federal), observou-se que 90% dos animais 

acometidos tinham menos de um ano de idade e em 45,5% dos casos os animais eram recém 

introduzidos na propriedade16. 

Em relação à resistência, tem sido observado que ovinos filhos de pais que não 

apresentam sinais clínicos prévios de intoxicação, quando pastejando braquiária, apresentam 

menor suscetibilidade a intoxicação. Em um estudo no qual se utilizou filhos de pais resistentes, 

mantidos em pastagens de braquiária, tanto os pais como os filhos não apresentavam sinais de 

intoxicação. Já os filhos de pais susceptíveis, ou seja, com histórico de intoxicação por 

braquiária, também adoeceram (10 de 15 animais), quando colocados em pastos da gramínea, 

indicando que eram mais susceptíveis. Nenhum dos ovinos do grupo resistente apresentou 

sinais de intoxicação. Esses resultados sugerem a existência de resistência genética a 

intoxicação25. 

No que diz respeito à espécie de gramínea associada às intoxicações, a maioria dos 

casos ocorre em pastagens formadas com B. decumbens, seguida por casos em B. brizantha e 

com menor frequência em pastagens de B. humidicola1,26,27. Segundo levantamentos de 
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Sant`ana26 de 54 surtos observados 79% ocorreram com pastagens de B. decumbens, 17% em 

B. brizantha e 3% em B. humidicola. 

A ocorrência mais elevada de casos de intoxicações que ocorreram em pastos de B. 

decumbens em relação à B. brizantha pode estar relacionada a um esteroisômero da 

protodiosicina, a protoneodioscina. A protoneosdicina é encontrada em uma quantidade cinco 

vezes maior na B. decumbens (20 mg/kg) do que na B. brizantha (4mg/g). Dessa forma, é 

provável que a protodioscina tenha um menor efeito tóxico que a protoneodioscina28. 

 

 

2.3.3. Características clínicas, laboratoriais e anatomopatológicas 

 

a) Ovinos e caprinos 

Nos ovinos os sinais clínicos podem aparecer após 10 dias da exposição ao capim. 

A intoxicação pode ser classificada em hiperaguda, aguda, crônica e subclínica, à depender do 

início e dos sinais clínicos29. É caracterizada clinicamente por hiperemia da mucosa ocular, 

icterícia, apatia, emagrecimento, queda de pelos, ulceração da pele, principalmente em animais 

com pelagens claras, prurido, inquietação, fotofobia, edemas em orelhas, pálpebras, base da 

calda e prepúcio, mucosas amareladas, secreção ocular e nasal17,24,29. Na patologia clínica pode-

se observar aumento da atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST)24, gama 

glutamiltransferase (GGT) e aumento da concentração sérica de de bilirrubina total, direta e 

indireta17,24,30. 

Na necropsia de ovinos doentes, é observado icterícia generalizada, hepatomegalia, 

distensão da vesícula biliar e fígado com padrão lobular acentuado. Na análise histológica, as 

alterações ocorrem principalmente no fígado, sendo descrita a presença de macrófagos 

espumosos, proliferação de ductos biliares, necrose de hepatócitos, colangite e presença de 

cristais birrefringentes em macrófagos e hepatócitos17,24,29. 

Os caprinos acometidos pela intoxicação apresentam eritema e edema na região dos 

olhos, focinho e orelhas, icterícia e formação de crostas nas regiões com lesões. Na necropsia 

observa-se o aumento do fígado, coloração amarelada e distensão da vesícula biliar. Na 

histologia, observa-se tumefação difusa de hepatócitos, fibrose periportal acompanhada por 

proliferação de células de ductos biliares, presença de cristais refringentes no interior dos ductos 

hepáticos Na patologia clínica observar-se aumento da atividade sérica da GGT31. 
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b) Bovinos 

Nas intoxicações por Brachiaria spp., bovinos de diferentes idades, podem 

apresentar sinais de fotossensibilização ou uma síndrome progressiva causando emagrecimento 

e a morte sem a presença de sinais clínicos de fotossensibilização1,27. Os sinais clínicos 

frequentemente observados, nas intoxicações, são o edema de barbela, dermatite com 

espessamento da pele e formação de crostas, ulceração na parte ventral da língua, edema de 

orelha, corrimento ocular, salivação, inquietação, prurido e fotofobia (Figura 1)27. Nos animais 

com emagrecimento progressivo, os sinais clínicos mais comuns são apatia, anorexia e 

caquexia, podendo evoluir para o óbito dos animais1. 

 

 

FIGURA 1 – Bovinos mantidos em pastagens de Brachiaria decumbens com sinais clínicos de 

fotossensibilização 

Fonte: Fioravanti, 1999 

 

Na necropsia dos animais são observados hepatomegalia, fígado amarelado e com 

padrão lobular, ulcerações na parte ventral da língua, rins acastanhados e urina escurecida. Nos 

indivíduos que não apresentam sinais de fotossensibilização, mas que apresentam 

emagrecimento progressivo observa-se, na necropsia, fígado aumentado de volume e 

amarelado. No exame histopatológico do fígado observa-se tumefação e vacuolização de 

hepatócitos, além de graus variáveis de fibrose periportal, hiperplasia de células epiteliais dos 

ductos biliares, retenção biliar, infiltrado periportal, macrófagos espumosos, cristais 

birrefringentes no interior dos ductos biliares, células gigantes multinucleadas com núcleos 

distribuídos no citoplasma ou na periferia27. Bovinos clinicamente sadios, mantidos em 

pastagem de Brachiaria spp., podem também apresentar grandes quantidades de macrófagos 

espumosos no fígado e linfonodos mesentéricos, sugerindo a presença de intoxicação2,32,33. 

Na patologia clínica os animais mantidos em pastagens de braquiária com a 

intoxicação subclínica e clínica, podem apresentar valores da atividade plasmática de AST e 
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GGT aumentados2,34, sendo a AST mais sensível nesses casos. Apesar disso, os animais podem 

apresentar lesões hepática sugestiva de esporidesmicotoxicose subclínica e mesmo assim 

apresentar enzimas hepáticas com valores dentro dos de referência2. 

 

 

2.4. Saponinas 

 

2.4.1. Classificação das saponinas 

 

As saponinas são um grupo de glicosídeos distribuídos nas plantas superiores. Esses 

glicosídeos têm a habilidade de reduzir a tensão superficial de soluções aquosas, formando 

espuma, quando submetidos à agitação35. A denominação de saponina deriva-se do latim sapo 

(sabão), refletindo sua habilidade de formar espuma36. As saponinas consistem em uma 

molécula de açúcar usualmente contendo glicose, galactose, ácido glucônico, xilose e ramnose 

ligadas a uma aglicona hidrofóbica (sapogenina) que pode ser um triterpeno ou um esteróide 

natural37. A característica da saponina de formar espuma em solução aquosa é consequência de 

sua natureza anfifílica, na qual a sapogenina interage com compostos apolares e as cadeias de 

sacarídeos interagem com substâncias polares36. 

As saponinas são geralmente classificadas de acordo com o núcleo fundamental 

aglicona, podendo ser triterpênicas e esteroidais35,38. As saponinas triterpênicas são encontradas 

principalmente em plantas dicotiledôneas enquanto que as esteroidais são de ocorrência 

principal em plantas monocotiledôneas35. 

Outra classificação das saponinas baseia-se no número de cadeias laterais de 

sacarídeos. As mais conhecidas são as saponinas monodesmosídicas, que tem apenas uma 

posição da aglicona glicolisada (Figura 2). Na maioria destas saponinas a cadeia de sacarídeos 

está ligada ao grupo C3 hidroxil. Já saponinas com duas cadeias de sacarídeos são denominadas 

bidesmosídicas, e essas cadeias estão geralmente ligadas C26 ou C28 (Figura 3). A grande 

complexidade da estrutura da saponina é advinda da variedade de estruturas de agliconas, a 

natureza das cadeias laterais e a posição dessas moléculas sobre a aglicona39,40. 
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FIGURA 2 – Saponina monodesmosídica 

Fonte: Adaptado de AUGUSTIN40 

 

FIGURA 3 – Saponina bidesmosídica 

Fonte: Adaptado de AUGUSTIN40 

 

 

Muitas saponinas conhecidas são derivadas de metabólitos secundários das 

plantas41. Elas ocorrem em grande quantidade de espécies de plantas, tanto nas silvestres como 

nas cultivadas. Nas plantas cultivadas as saponinas triterpenóides são geralmente 

predominantes, enquanto que as saponinas esteroidais predominam em plantas utilizadas na 

medicina popular, na maioria, silvestres39. 

Devido à característica anfifílica, as saponinas têm atraído a atenção do homem 

desde tempos antigos. Um exemplo disto é a utilização da casca de Quillaja saponiaria, uma 

árvore nativa da região dos Andes, que era retirada por indígenas da região e utilizada como 

agente detergente e, pelos Xamãs, como agente de cura39. Em tempos mais recentes as 
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características das saponinas têm atraído a atenção de diversos setores da indústria como a área 

farmacêutica e cosmética. 

 

 

2.4.2. Produção das saponinas nas plantas 

 

As plantas produzem diversos metabólitos secundários, como parte do seu 

crescimento normal ou em resposta a ataques de patógenos ou estresse. Por definição os 

metabólitos secundários são considerados “artigo de luxo”, que não são requeridos para o 

crescimento ou reprodução da planta. Entretanto podem ser importantes para conferir vantagens 

para as plantas produtoras, inibindo o crescimento de plantas vizinhas ou protegendo-as contra 

patógenos. Eles podem ainda ter papel sutil na fisiologia da planta, no entanto esse papel ainda 

não foi caracterizado. Em adição, os metabólitos secundários também representam um vasto 

recurso, devido à complexidade de suas moléculas, que são valorizados e explorados pelo 

homem na farmacologia e em outras áreas42. 

A formação da saponina ocorre por meio da ligação da molécula de açúcar à 

aglicona, mas pouco se sabe a respeito de enzimas que participam desse processo e das vias 

bioquímicas envolvidas na sua biossíntese. No entanto, uma característica comum de todas as 

saponinas é a ligação de uma molécula de açúcar à posição C3 da aglicona. As cadeias de 

açúcares diferem substancialmente entre as saponinas, podendo serem ramificadas e 

constituídas por até cinco moléculas de açúcar. Acredita-se que o processo de glicolização seja 

a etapa final da formação das saponinas, no entanto, inúmeras etapas o precedem42. 

As plantas produtoras de saponinas geralmente acumulam essas substâncias como 

etapa normal de seu desenvolvimento. No entanto, a produção de saponinas pode ser 

influenciada por diversos fatores ambientais como disponibilidade de nutrientes, água, 

irradiação solar, e outros fatores combinados. A produção de saponinas varia também de acordo 

com as características individuais das plantas ou tecidos e demonstram flutuações sazonais40. 

A quantidade de saponinas pode apresentar em diferentes concentrações a depender 

da parte da planta. Há plantas que tem maior quantidade de saponinas nas folhas, enquanto 

outras, nos frutos. Essa variação ocorre devido às diferentes necessidades de proteção da planta. 

Assim, a maior quantidade de saponinas nos frutos jovens previne o ataque de herbívoros e 

fungos, favorecendo o amadurecimento de maior quantidade de frutos, garantindo o 

amadurecimento das sementes e dispersão destas43. Em outras plantas a quantidade de 

saponinas pode ser maior nos tubérculos, protegendo a parte reprodutiva da planta40, ou mesmo 
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nas raízes prevenindo ataque de fungos44. A quantidade de saponinas pode ainda variar em 

diferentes estágios de amadurecimento das plantas45. Em geral as plantas em estado de 

germinação ou imaturas apresentam maiores quantidade de saponinas39. Nas Brachiaria 

decumbens e B. brizantha foi demonstrado que as plantas em pleno crescimento apresentam 

maior quantidade de saponinas que as plantas em fase reprodutiva46. 

As concentrações de saponinas nas plantas podem ser aumentadas em resposta ao 

tratamento com indutores, como extratos com leveduras. Estas estratégias são adotadas quando 

há o objetivo da utilização das saponinas para fabricação de produtos comerciais. Assim, quanto 

maior a concentração de saponinas na planta, mais fácil é seu isolamento41. 

 

2.4.3. Ação das saponinas no rúmen 

 

As saponinas têm demonstrado a capacidade de alterar a fermentação ruminal, 

refletindo na melhoria da produção animal. A modificação na fermentação ruminal pelas 

saponinas é mediada por meio de sua influência direta sobre a atividade de protozoários, 

bactérias e fungos. Em geral, o mecanismo de ação das saponinas sobre os micro-organismos é 

devido à sua interação com a molécula de esterol que está presente na membrana celular dos 

micro-organismos. Nas bactérias o mecanismo de ação relaciona-se com a alteração da parede 

bacteriana, por meio da modificação da tensão superficial extracelular47, já que elas não têm 

esteróis em sua parede48. 

Os efeitos das saponinas sobre a comunidade microbiana no rúmen e fermentação 

são interdependentes, variando com o tipo e níveis de saponinas, composição da dieta, 

população microbiana afetada e adaptação da microbiota ruminal à saponina47. 

Em decorrência da diversidade de saponinas existentes, elas podem atingir 

diferentes micro-organismos. Isso ocorre devido à interação dos esteróis de membrana com a 

saponina, os quais alteram de acordo com a espécie do micro-organismo. Devido a esse efeito 

espécie dependente, o uso de uma saponina pode favorecer a manipulação seletiva do 

metabolismo do rúmen. Um exemplo disto seria a descoberta de uma saponina que reduzisse o 

crescimento de Streptococcus bovis em dietas com alto teor de concentrados, o que reduziria a 

produção de ácido lático e por consequência a ocorrência de acidose ruminal47. 

As saponinas têm sido mais efetivas contra os protozoários, causando sua morte. 

Os protozoários consomem as bactérias e fungos do rúmen, o que diminui a eficiência da 

utilização de proteínas pelos ruminantes47.  Assim, a diminuição no número de protozoários 
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pode aumentar a eficiência da síntese bacteriana, o fluxo de proteínas para o duodeno e melhorar 

a retenção de nitrogênio nos animais47,49. 

As saponinas podem também diminuir a liberação do metano para a atmosfera, 

diminuindo o impacto ambiental50,51. Acredita-se que elas podem se ligar ao metano quando 

suas concentrações estão altas no rúmen, e liberá-lo quando as concentrações voltam a ficar 

baixas. Isso mantém um suprimento constante para a síntese microbiana de proteínas52. A 

diminuição na liberação do metano pode ocorrer também devido à ação das saponinas contra a 

microbiota envolvida na formação do metano, incluindo os metanogênicos e protozoários51. 

Em estudo utilizando sistema de fermentação ruminal in vitro, foram adicionadas 

diferentes quantidade de saponinas de Quillaja saponaria, com intuito de avaliar a composição 

química, a fração microbiana e os parâmetros da fermentação. Observou-se que as saponinas 

reduziram significativamente a contagem de protozoários após 24 horas, tendo diminuição de 

51,3% quando comparada com o controle. Houve ainda aumento no nitrogênio o que foi 

atribuído ao efeito antiprotozoários das saponinas. A adição de saponinas favoreceu a redução 

na produção de metano e melhorou a eficiência da síntese microbiana de proteínas53. 

Para avaliar o efeito das saponinas sobre a performance produtiva dos animais, um 

estudo utilizou 27 ovelhas alocadas em três grupos: sem saponina, 3g e 6g de saponinas por 

dia. As doses utilizadas nos animais foram estabelecidas em experimento in vitro que avaliou 

a fermentação ruminal. No estudo in vitro foi observado, após a adição das saponinas, que a 

produção de metano diminuiu significativamente em 12 e 24 horas, reduziu a quantidade de 

protozoários em até 45% (dose dependente), aumentou a disponibilidade de nitrogênio e 

aumentou o fluxo de proteína microbiana para o intestino, em comparação com o grupo que 

não recebeu saponinas. In vivo foi observado que a adição de saponinas melhorou o ganho de 

peso diário e a eficiência alimentar54. Ao contrário dos achados de Hu54, os resultados de Zhou55 

ao trabalhar com saponinas de Ilex kudingcha, adicionadas na dieta de carneiros, não indicaram 

melhoria na digestibilidade de nutrientes e fermentação ruminal. 

 

 

2.4.4. Toxidade das saponinas 

 

Plantas que contêm saponinas frequentemente têm sido apontadas como causadoras 

de quadros de intoxicações caracterizados, principalmente, por lesões hepáticas, renais e 

fotossensibilização30,56,57, podendo causar também problemas gastrointestinais, como 
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gastroenterites e diarreia50. Acredita-se que a intoxicação esteja relacionada com a formação de 

estruturas cristaloides e sua deposição no sistema biliar e no fígado58. 

A formação dos cristais biliares se dá, provavelmente, no metabolismo 

gastrointestinal das saponinas nos animais. Acredita-se que após a ingestão das saponinas 

esteroidais elas são hidrolisadas formando as sapogeninas, as quais sofrem conjugação com 

ácido glicurônico. Os glicoronídeos das sapogeninas ligam-se com os íons de cálcio e formam 

sais insolúveis que depositam em forma de cristais59,60. Com a deposição dos cristais, pode 

ocorrer a inflamação e obstrução do sistema biliar, necrose de hepatócitos periportais e, 

consequentemente, os sinais de intoxicação relatados50,59,60. 

As intoxicações por saponinas são relatadas em inúmeras plantas, mas são mais 

frequentemente descritas nas Brachiaria spp, Tribulus terrestris, Panicum spp, Agave 

lecheguilla, Narthecium ossifragum, quase sempre relacionadas a quadros de 

fotossensibilização50. 

Especificamente nas braquiárias, a saponina encontrada em maior quantidade é a 

protodioscina, a qual tem na sua estrutura a diosgenina como aglicona59. A diosgenina é uma 

sapogenina esteroidal originada da hidrólise das saponinas presentes em inúmeras espécies de 

plantas como Dioscorea nipponoca Makino, Smilax china Linn, Smilax bockii Warb, Solanum 

incanum, Solanum xanthocarpum, Costus speciosus and Trigonella foenum graecum61, B. 

decumbens62 e Panicum dichotomiflorum60. Essa sapogenina é utilizada como material inicial 

para a síntese de contraceptivos orais, hormônios sexuais e outros componentes esteroidais. 

Além disso, tem o seu uso estudado em diversas doenças como a leucemia e a 

hipercolesterolemia61. Apesar de seus efeitos benéficos serem bastante estudados, plantas que 

contém saponinas com a diosgenina como aglicona têm sido associadas a intoxicações em 

animais59. 

 

 

3. Contextualização da linha de pesquisa 

 

O início das pesquisas com Brachiaria e seus efeitos sobre os animais na EVZ/UFG 

teve como primeiro trabalho desenvolvido a tese de doutorado “Incidência, avaliações clínica, 

laboratorial e anatomopatológica da intoxicação subclínica por esporidesmina em bovinos”, 

desenvolvido em parceria com a Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu e 

Jaboticabal2. O estudo avaliou aspectos da intoxicação subclínica por esporidesmina em 

bovinos, mantidos em pastagens de Brachiaria sp, na idade ao abate, além de realizar a 
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comparação com animais que apresentavam sintomas clínicos da intoxicação. Nos animais 

estudados foi observado que 64% apresentavam incidência subclínica da doença. Os achados 

histopatológicos sugestivos de esporidesminotoxicose foram colangiohepatite, caracterizada 

pela presença de infiltrado inflamatório mononuclear restrito ao espaço porta, acompanhado de 

hiperplasia do tecido conjuntivo e proliferação dos ductos biliares. Não foram encontrados 

cristais dentro dos hepatócitos, sinusóides e ductos biliares. A colangiohepatite foi encontrada 

isoladamente ou acompanhada de outras alterações. A reação inflamatória granulomatosa zonal 

esteve mais frequentemente associada a ela e caracterizou-se pelo acúmulo de macrófagos 

espumosos, sob a forma de células isoladas ou aglomerados, no parênquima hepático e no 

espaço porta. Houve correlação negativa entre peso vivo das fêmeas e dos machos e o número 

de macrófagos encontrados no fígado. A correlação negativa também foi significativa entre a 

intensidade da doença e o peso vivo das fêmeas, consequentemente, apesar das lesões 

histopatológicas não provocarem sinais clínicos e não determinarem alterações 

macroscopicamente observáveis, o funcionamento do órgão foi afetado, refletindo-se 

negativamente no ganho de peso. 

Considerando as diversas dúvidas quanto a etipatogenia da lesão hepática de 

bovinos mantidos em braquiária, o segundo trabalho desta linha de pesquisa, a tese de 

doutorado intitulada “Papel das saponinas e do Pithomyces chartarum como agentes 

hepatotóxicos para ruminantes em sistema de pastejo”63 tinha como objetivos: 1. realizar o 

isolamento e quantificação da saponina protodioscina nas diferentes fases do ciclo vegetativo 

de B. decumbens e B. brizantha, verificando se a fase de desenvolvimento interferia na 

quantidade de saponina da planta e se houve diferença na quantidade de saponina entre as duas 

espécies de braquiária; 2. acompanhar casos clínicos em ruminantes com contagem de esporos 

do fungo e dosagem de saponinas nas pastagens a fim de determinar o agente etiológico da 

enfermidade; 3. avaliar rebanhos bovinos mantidos em pastos de Brachiaria sp e a quantidade 

da saponina esteroidal protodioscina e de esporos presentes nas pastagens ao longo do ano. 

Nessa última fase, foi feita avaliação da quantidade da saponina e de esporos e se houve 

diferenças com relação à estação do ano; avaliou-se a presença de alterações hepáticas, por 

meio da determinação da atividade sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato 

aminotransferase (AST) e dos valores de bilirrubina63. Durante o período do estudo não 

ocorreram surtos em bovinos, tendo sido observado somente um surto de fotossensibilização 

em ovinos, com presença de pequena quantidade de esporos do Pithomyces chartarum 

insuficiente para causar a intoxicação, mas houve a presença de protodioscina, associando esse 

surto à saponina do capim. A manutenção de bovinos em pastagens de braquiárias sem a 
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presença de quantidade elevada de fungos, mas com presença de protodioscina não resultou em 

lesões histopatológicas e laboratoriais sugestivas da intoxicação. O conjunto de achados sugeriu 

que os ovinos são susceptíveis a intoxicação por protodioscina presente na braquiária, mas 

bovinos não, ou seja, somente a presença da saponina protodioscina não é suficiente para 

determinar o aparecimento de surtos de fotossensibilização hepatógena nos bovinos17,63. A 

maior quantidade da saponina protodioscina foi observada em março, final da estação das 

chuvas, e a menor quantidade ocorreu em julho, no meio da estação seca, demonstrando grande 

variação nas concentrações de saponinas, sugerindo uma relação com a precipitação 

pluviométrica e/ou ciclo de vida das espécies de Brachiaria avaliadas45. 

Nesta fase de desenvolvimento das pesquisas, estava claro para a equipe, que seria 

necessário o desenvolvimento de mais estudos, especialmente a reprodução experimental da 

intoxicação com quantificação da saponina e a determinação das concentrações tóxicas de 

saponinas para ruminantes, além do acompanhamento de casos clínicos da enfermidade. Outro 

grande desafio colocado é a determinação da capacidade de produção de esporidesmina pelas 

cepas brasileiras de P. chartarum, bem como a realização do isolamento e quantificação da 

micotoxina (esporidesmina)63. 

O terceiro estudo da linha de pesquisa, foi a tese de doutorado intitulada “Avaliação 

clínico-laboratorial e desempenho de bovinos alimentados com capim Brachiaria e 

Andropogon”, que avaliou o desempenho ponderal e a higidez do fígado de bovinos, por meio 

de exames laboratoriais e histológicos, fazendo a relação com a contagem de esporos e a 

concentração de saponinas nas pastagens de Andropogon e Brachiaria64. Os dois capins 

apresentaram contagens semelhantes de esporos de P. chartarum que variaram de 0 a 50.000 

esporos por grama de forrageira. A saponina protodioscina foi detectada nos capins Brachiaria 

e Andropogon, ocorrendo em maior quantidade nas pastagens de Brachiaria e na época 

chuvosa. Foi observado que apesar dos bovinos mantidos em Andropogon apresentarem 

vantagem no desempenho, os exames laboratoriais e histológicos dos animais mantidos em 

ambas as pastagens apresentaram resultados semelhantes34,64. Ocorreu um aumento da AST, 

GGT e bilirrubinas, indicando presença de alteração hepática crônica nos bovinos alimentados 

com os dois tipos de capim34,64. Os resultados histológicos indicam que a presença de alterações 

hepáticas degenerativas e inflamatórias independe do tipo de capim ingerido pelos bovinos. Os 

macrófagos espumosos estiveram presentes no parênquima hepático e no linfonodo 

mesentérico dos bovinos alimentados com os dois tipos de capim, mas com maior ocorrência 

nos animais alimentados com capim Brachiaria. Bovinos com maior número de macrófagos 

espumosos no fígado apresentaram pesos menores64,65. 
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Ao término desse estudo, inevitavelmente novos desafios foram estabelecidos pela 

equipe. Como a variável ganho em peso sofre influências do indivíduo, do ambiente e da 

ocorrência de enfermidades e maioria dos bovinos, independentemente do tipo de capim 

ingerido, apresentou graus variáveis de alteração hepática com presença de correlações 

negativas com o peso, fica claro que são necessários mais estudos que visem quantificar as 

possíveis perdas em decorrência do menor desenvolvimento de bovinos alimentados com capim 

Brachiaria spp. A ocorrência de alteração hepática crônica, em bovinos alimentados com os 

capins Brachiaria e Andropogon, confirmada pelo aumento da AST, GGT e bilirrubinas e pela 

presença de colangiohepatite acompanhada grande número de macrófagos espumosos 

ocupando grande extensão de parênquima hepático, é fortemente sugestiva de 

esporidesminotoxicose na forma subclínica. Portanto são necessários estudos que avaliem a 

capacidade de produção de esporidesmina pelas cepas brasileiras de P. chartarum, bem como 

a realização do isolamento e a quantificação da micotoxina64. 

Diante da manutenção das lacunas no esclarecimento do mecanismo etiopatogênico 

da intoxicação de ruminantes mantidos em pastagens de braquiárias, uma vez que os trabalhos 

deste e de outros grupos de pesquisa falharam no estabelecimento da intoxicação experimental 

por braquiária em bovinos, optou-se por tentar um modelo experimental que incluísse ovinos. 

Neste contexto, foram desenvolvidas a dissertação de mestrado intitulada “Avaliação clínico-

laboratorial, histopatológica hepática e desempenho de ovinos alimentados com feno de 

braquiária ou cana-de-açúcar”66 e a tese de doutorado “Fatores que interferem nas 

concentrações de saponinas em braquiárias e intoxicação experimental em bovinos”46. 

A dissertação de mestrado foi desenvolvida com o objetivo de avaliar a função 

hepática e o desempenho de ovinos alimentados com feno de Brachiaria brizantha ou cana-de-

açúcar (Saccharum officinarum L.), por meio de exames clínicos, laboratoriais, análise macro 

e microscópica do fígado. Os animais, independentemente da alimentação fornecida, 

apresentaram desempenho semelhante e alteração bioquímica da função hepática, com 

diminuição nos níveis séricos de colesterol total e elevação de GGT, acompanhados de 

alterações histológica característica de leve colangite66. Assim, os achados não implicaram as 

saponinas como causadora das lesões nos animais alimentados com Brachiaria brizantha. 

A cada estudo desenvolvido algumas perguntas eram respondidas e inúmeras 

lacunas eram abertas. Por essa razão, estudos mais controlados começaram a ser executados e 

a tese de doutorado abarcou vários deles: a avaliação dos fatores que afetam as concentrações 

de saponina esteróide e esporos do fungo P. chartarum em Brachiaria brizantha (BB) e 

Brachiaria decumbens (BD); a determinação do efeito do estágio de crescimento da planta nas 
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concentrações de saponinas esteróides em BB e BD e a correlação entre protodioscina, saponina 

e fibras das gramíneas; avaliação do efeito da ensilagem ou fenação sobre as concentrações de 

saponina esteróide em BB e BD; e os efeitos da alimentação com feno de BB contendo saponina 

esteróide em bezerros46.  

Canteiros de braquiárias (B. decumbens e B. brizantha) foram plantados com intuito 

de avaliar as saponinas e a presença do fungo Pithomyces chartarum. Foi observado que a B. 

decumbens contêm maiores quantidades de protodioscina que a B. brizantha e que as plantas 

jovens contêm maior quantidade de protodioscina. Em relação ao fungo, observou-se que as 

plantas mais velhas apresentaram maior quantidade de esporos dos fungos em ambas as 

braquiárias. No estudo, relacionou-se também a quantidade de saponinas com a idade e a 

concentração de fibras nas plantas. Foi constatado que a idade da planta influenciou na 

quantidade de protodioscina, sendo que plantas mais jovens, com baixa concentração de fibras, 

apresentaram maiores quantidade de protodioscina. Assim, pôde-se sugerir a atuação das 

saponinas no sistema de defesa das plantas, já que plantas jovens têm maiores concentrações 

de protodioscina devido à baixa deposição de fibras na parede celular. Devido a essa baixa 

deposição de fibras, as plantas jovens, não têm a barreira física completamente formada. Desta 

forma, maiores quantidades de saponinas as protegem contra fungos e bactérias, o que poderia 

afetar também os herbívoros46,67.  

Paralelamente, buscando o estabelecimento de modelos experimentais da 

intoxicação, o estudo anterior também avaliou os efeitos da fenação e da ensilagem sobre as 

concentrações de saponina e o efeito do feno de braquiária na alimentação de bovinos46. Foi 

observado que no processo de ensilagem as saponinas não são mais detectadas após quatro dias 

na B. brizantha e que reduzem em 80% na B. decumbens, sendo que nesta última as 

concentrações chegam a zero após 20 dias46,68. Os bovinos alimentados com o feno de 

braquiária foram comparados com animais que receberam cana de açúcar. Alterações 

compatíveis com hepatopatia como presença macrófagos espumosos, infiltrado de células 

inflamatórias mononucleares, degeneração macrovacuolar e necrose de coagulação no fígado 

foram observadas em ambos os grupos, não podendo ser atribuída a participação das saponinas 

no processo46. 

Nesta fase de desenvolvimento da linha de pesquisa as principais considerações 

sobre o estado da arte serão descritas a seguir. Nos últimos anos, diante da evidência que as 

cepas do fungo Pithomyces chartarum encontradas no Brasil, na sua maioria, não são 

produtoras de esporidesmina, os estudos sobre fotossensibilização hepatógena priorizaram a 

avaliação das propriedades tóxicas da Brachiaria, especialmente a identificação e quantificação 
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de saponinas esteroidais. Infelizmente a ausência de grupos no Brasil trabalhando com o fungo 

resultou na impossibilidade de realização do isolamento e quantificação da micotoxina46. 

Como, mesmo depois de vários anos de estudo, a etiopatogenia da intoxicação 

hepatógena de ruminantes alimentados com Brachiaria ainda não estava completamente 

esclarecida, optou-se por uma outra abordagem do problema, a busca da origem dos macrófagos 

espumosos no fígado dos bovinos.  

A primeira abordagem foi a realização da dissertação de mestrado intitulada 

“Macrófagos espumosos: estudo comparativo entre placas de aterosclerose em seres humanos 

e fígado de bovinos”, com o objetivo de avaliar a expressão de receptores de membrana de 

macrófagos espumosos das placas de aterosclerose em humanos e do fígado de bovinos 

clinicamente saudáveis mantidos em pastagem de Brachiaria sp. A reação granulomatosa do 

fígado de bovinos apresenta semelhanças em relação à reação encontrada em placas de 

aterosclerose em seres humanos, especialmente quanto a presença das células espumosas. Outra 

similaridade é a maior concentração dessas células próximas a veia terminal hepática, ou seja, 

próximo de endotélio. Considerando-se que a etiopatogenia da aterosclerose está bem 

caracterizada, esperava-se que um estudo comparativo utilizando diferentes marcadores 

imunoistoquímicos, para macrófagos espumosos, pudesse elucidar pontos importantes ainda 

obscuros na etiopatogenia do processo que determina o surgimento dessas células em fígado de 

bovinos aparentemente saudáveis69. 

A hipótese que sustentou o estudo foi proposta por Fioravanti2 que relatou que uma 

das mais expressivas alterações encontradas em bovinos alimentados com braquiária foi a 

presença dos macrófagos espumosos, sobretudo devido ao grande número de células 

observadas. Em alguns animais as quantidades eram tão significativas que ocorria substituição 

de extensão apreciável de parênquima hepático por granulomas. Essas células apareceram de 

forma isolada ou em grandes aglomerados, caracterizando uma inflamação crônica do tipo 

granulomatosa. 

Em sua discussão, Fioravanti2 informa que os macrófagos espumosos são células 

de citoplasma abundante, com inúmeros vacúolos pequenos de lipídios, que dão ao citoplasma 

a aparência de espuma70. Essas células foram observadas em vários processos: tumores de 

mama71; xantomas ou xantogranulomas da pele72,73; glomeruloesclerose74, pulmão75, placas de 

arteriosclerose70,73,76 e em fígado, baço e linfonodos de bovinos e ovinos mantidos em pastos 

de braquiária32,77–79. Os macrófagos espumosos podem ser encontrados em qualquer sítio de 

lesão celular e reação inflamatória, como resultado da fagocitose do colesterol das membranas 

das células destruídas70. 
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Fioravanti2 relata ainda que os macrófagos podem agrupar-se de modo bastante 

peculiar e são capazes de fagocitar quantidades crescentes de substâncias estranhas ao 

organismo, à medida que permanecem por mais tempo nos locais onde existe estes materiais. 

Neste caso, os fagócitos apresentam-se, inicialmente, como células isoladas e jovens, que 

evoluem para ninhos de células hipertróficas maduras e, finalmente, dão origem a granulomas 

bem formados80. Esta cronologia de eventos foi observada nas lesões granulomatosas do seu 

estudo, bem como por Silva77. No estudo de Fioravanti2 os macrófagos espumosos, tanto na 

forma de células isoladas como de granulomas, apresentaram o mesmo padrão de distribuição 

no lobo direito e esquerdo do fígado. Em ordem decrescente foram encontrados na região 

periacinar, mediozonal, dentro do espaço porta e na região centroacinar. Esta maior prevalência 

na região periacinar também foi descrita em outros estudos32,77,79. Os macrófagos espumosos 

ocorreram em 67,57% (n= 150) dos bovinos estudados por Fioravanti2 e em 52,2% (n= 94) dos 

estudados por Silva77. 

Segundo Fioravanti2 algumas hipóteses podem ser levantadas para explicar a causa 

do surgimento dos macrófagos espumosos no fígado dos bovinos estudados. A presença de 

degeneração gordurosa extensa resultando em morte de hepatócitos pode desencadear o 

surgimento dos macrófagos espumosos70. Esta possibilidade foi excluída, porque nos bovinos 

avaliados, a degeneração gordurosa não foi uma característica relevante e a necrose pouco 

ocorreu. Além disso, o processo inflamatório manteve-se limitado ao espaço porta e o maior 

acúmulo de macrófagos espumosos ocorreu na região periacinar. 

Para Fioravanti2, no caso da arteriosclerose o mecanismo de acúmulo de lipídios no 

interior dos macrófagos já está bem definido. O macrófago espumoso deriva da internalização 

da LDL modificada por oxidação, via receptores inespecíficos (scavenger)81,82. O macrófago 

espumoso estoca em seu citoplasma colesterol livre e esterificado83. A LDL oxidada é tóxica 

em decorrência da lesão oxidativa que causa à membrana do lisossoma, provocando vazamento 

das enzimas para o citosol84. Além disso provoca alteração na síntese do DNA, na estrutura da 

membrana plasmática e na função celular85. 

A oxidação enzimática e não enzimática do colesterol produz uma série de produtos 

chamados oxiesteroís. Nos alimentos são formados por processos não enzimáticos de oxidação, 

especialmente a auto-oxidação. Essas substâncias são citotóxicas, aterogênicas, mutagênicas e 

carcinogênicas. Os oxiesteroís alteram a LDL desencadeando o aparecimento de macrófagos 

espumosos86. O estresse oxidativo, por diminuição dos mecanismos de proteção do organismo82 

ou pela presença de uma substância exógena capaz de produzir lipoperoxidação também 

promovem a oxidação do LDL e consequentemente o surgimento dos macrófagos espumosos. 
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Silva77 imputou o aparecimento dessas células à alguma substância trazida pelo 

sangue até o fígado, sugerindo a possibilidade de haver relação com a esporidesmina. Driemeier 

e colaboradores79 atribuíram a presença dos macrófagos espumosos a obstrução de ductos 

biliares decorrente da contínua ingestão de Brachiaria sp. 

Frente a todas essas considerações alguns pontos foram levantados por Fioravanti2. 

Apesar de um número muito grande de animais apresentarem a colangiohepatite não foram 

observados sinais histopatológicos e bioquímicos de colestase. Portanto, não se pode atribuir a 

presença dos macrófagos à obstrução biliar. 

Como a esporidesmina é rapidamente auto-oxidada, gerando radicais superóxidos87 

esses radicais podem ocasionar, no fígado, a peroxidação de lipídios, que, por sua vez, poderia 

desencadear o surgimento de macrófagos espumosos. Um segundo ponto a ser considerado é o 

fato da lesão predominar em torno das veias terminais. Esta localização poderia indicar o 

envolvimento das células endoteliais no desencadeamento do processo2. Hipótese semelhante 

é levantada por Spanel-Borowski e colaboradores88, em estudo in vitro com células endoteliais 

de aorta de bovinos, que sugerem ser necessária a presença concomitante de monócitos e células 

endotelias para que haja a formação das células gigantes multinucleadas. 

Os resultados obtidos pelo trabalho de Trindade69 foram pouco esclarecedores, pois 

foram relatados diversos problemas com os marcadores, especialmente porque os 

comercialmente disponíveis são específicos para humanos e roedores, praticamente não 

existindo, a época da realização do estudo, marcadores para macrófagos bovinos e não foi 

possível chegar a um resultado conclusivo que permitiria confirmar ser a aterosclerose poderia 

ser um modelo de etiopatogenia para a lesão no fígado de bovinos. 

Mesmo diante deste resultado negativo, outros estudos foram conduzidos com o 

objetivo de avaliar se substâncias antioxidantes tem o potencial de reduzir o número de 

macrófagos espumosos no fígado de bovinos e consequentemente resultarem em melhor 

desempenho produtivo. Assim desenvolveu-se a tese de doutorado intitulada “Estresse 

oxidativo em bovinos confinados alimentados com feno de Brachiaria sp e suplementados com 

antioxidantes”. Nesse estudo acompanhou-se bovinos confinados recebendo feno de B. 

briazantha e suplementação com diferentes antioxidantes (vitamina E, selênio, zinco e selênio 

associado a vitamina E). Concluiu-se que a suplementação não alterou o estresse oxidativo nos 

eritrócitos mas, os antioxidantes reduziram o número de macrófagos espumosos presentes no 

parênquima hepático e a suplementação com selênio associado a vitamina E e a de zinco 

minimizam o dano oxidativo hepático89. 
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Outra tese de doutorado, desenvolvida paralelamente com a anterior, intitulada 

“Avaliação clínica, laboratorial e produtiva de bovinos confinados e alimentados com feno de 

Brachiaria sp. e suplementados com antioxidantes” concluiu que a suplementação com 

antioxidantes não melhorou o desenvolvimento ponderal dos bovinos, as características de 

carcaça e a qualidade da carne. Os bovinos alimentados com feno de braquiária com baixas 

quantidades de saponina e de esporos do fungo Phytomices chartarum não desenvolveram 

sinais clínicos de lesão hepática e a avaliação laboratorial indicou pequenos aumentos da 

bilirrubina direta e de globulina sugerindo presença de alteração hepática inflamatória crônica. 

A suplementação com antioxidantes não alterou o perfil metabólico dos bovinos alimentados 

com feno de braquiária, mas resultou na redução na quantidade dos macrófagos espumosos no 

fígado dos bovinos90.  

Fechando essa série realizou-se mais uma dissertação de mestrado intitulada 

“Avaliação dos macrófagos espumosos hepáticos e do peso de carcaça quente de bovinos 

criados extensivamente em Brachiaria spp.”. Na pesquisa foram analisados os pesos das 

carcaças de bovinos no momento do abate e correlacionado com as lesões observadas na 

fotossensibilização subclínica. Histologicamente, no tecido hepático, foram relatados 

degeneração do tipo microvacuolar, necrose, colangiohepatite e presença de macrófagos 

espumosos. No entanto, não houve correlação entre o peso da carcaça com a área comprometida 

do parênquima hepático contendo macrófagos espumosos91. 

Além dos trabalhos utilizando animais de produção, tem-se tentado o 

desenvolvimento de modelo experimental em animais de laboratório. Esse modelo 

experimental poderia diminuir os custos, agilizar os processos, ter um melhor entendimento da 

etiopatogenia e trabalhar com as saponinas isoladas ao invés de trabalhar com a planta inteira. 

Em dados não publicados, os pesquisadores da linha de pesquisa têm realizado tentativas de 

induzir a intoxicação por saponinas em ratos e camundongos. No entanto, em ratos não foi 

possível constatar a intoxicação. Análises preliminares com os camundongos demonstraram 

que a dose necessária para intoxicação nesses animais pode ser inviável e possivelmente os 

animais são resistentes a toxicidade das saponinas. No entanto, o estudo ainda está em fase de 

análise de dados.  

Diante do exposto e após os resultados do trabalho de Lima46, a nova etapa da linha 

de pesquisa teve como foco a busca por padronizações que possam auxiliar no seguimento dos 

estudos, como o desenvolvimento de um padrão para a colheita e preservação de braquiária 

para a quantificação de saponinas, além de o desenvolvimento de um modelo experimental 
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viável que possa auxiliar no entendimento da etiopatogenia do processo. Dessa forma, trabalhos 

com esse intuito iniciaram-se em 2012 e deram origem a esta Tese de doutorado. 

 

 

4. Justificativa e objetivos 

 

Devido a relação entre a intoxicação e o consumo de plantas com saponinas ainda 

não estar claramente estabelecido, muitos estudos tentam reproduzir o quadro clínico com a de 

plantas que contem saponinas, sendo raro as pesquisas que trabalham com saponinas isoladas. 

Além disso, tentativas de induzir a intoxicação, mesmo com concentrações mais elevadas do 

que as encontradas nas plantas têm falhado, o que leva ao questionamento se somente as 

saponinas são suficientes para desencadear a intoxicação ou se há um sinergismo delas com 

outros fatores, como a presença de micotoxinas50 ou de uma microflora intestinal ou ruminal 

específica92. 

Diante de todas estas lacunas, o presente estudo teve como objetivos definir o 

método mais adequado de processamento e conservação de amostras de Brachiaria para a 

quantificação de saponina e avaliar a toxidez da sapogenina, presente na Brachiaria, em cobaias 

(Cavia porcellus). 
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CAPÍTULO 2 – PADRONIZAÇÃO PARA COLHEITA E PROCESSAMENTO DE 

AMOSTRAS DE Brachiaria brizantha UTILIZADAS NA QUANTIFICAÇÃO DE 

SAPONINAS 

 

Resumo 

O gênero Brachiaria possui importantes espécies de forrageiras utilizadas em países de regiões 

tropicais. No entanto, esse gênero de gramíneas está associado à fotossensibilização e 

intoxicações em animais de produção. Deste modo, o objetivo deste estudo foi estabelecer 

padrão para colheita e método de processamento de amostras de Brachiaria brizantha para 

quantificação da saponina protodioscina e contagem de esporos de Pithomyces chartarum. 

Foram colhidas amostras de oito pastos as quais foram subdivididas em folhas jovens, folhas 

maduras, folhas velhas e planta inteira e submetidas a nove diferentes métodos de 

processamento. Após separação e tratamento das amostras foi realizada a quantificação de 

protodioscina e a contagem de esporos. Observou-se que na maioria dos tratamentos as folhas 

jovens apresentaram quantidades maiores de protodioscina que as folhas velhas e planta inteira. 

Os tratamentos que mantiveram as maiores quantidades de protodioscina foram temperatura 

ambiente, estufa e estufa com ventilação forçada. Nas amostras das pastagens não foram 

encontrados esporos do fungo. Desta forma, conclui-se que a concentração de protodioscina é 

maior nas folhas jovens; a secagem em temperatura ambiente, em estufa ou em estufa de 

ventilação são os melhores métodos para preservação de protodioscina e o congelamento de 

plantas para a quantificação de protodioscina não é recomendado. 

Palavras-chave: braquiária, capim, fotossensibilização, protodioscina. 

 

Standardization for harvesting and preservation of Brachiaria brizantha samples utilized 

to saponins quantification 

 

Abstract 

The genus Brachiaria has provided important forage species to the countries located in tropical 

regions. However, this genus of the grasses is associated with photosensitization and poisonous 

in farm production. Thus, the aim of this study was to establish the standard for the collection, 

processing and conservation of Brachiaria brizantha samples for protodioscin quantification 

and spore count from Pithomyces chartarum. Samples were collected from eight pastures, 

which were subdivided into young leaves, mature leaves, old leaves, and whole plant. After 

that, the samples were submitted to nine different drying and conservation treatments. After 

separation and treatment of the samples, saponins were quantified and spores were counted. In 

most of treatments, the young leaves presented larger amounts of protodioscin than the old 

leaves and the whole plant. The treatments that maintained the highest amounts of protodioscin 

were room temperature, oven, and oven with forced air circulation. No fungal spores were 

found in the pasture samples. Thus, we concluded that the concentration of protodioscin varies 

with the maturation stage of the leaves; drying at room temperature, in an oven, or in an oven 

with forced air circulation are the best methods, and freezing plants for preservation of 

protodioscin is not recommended. 

Keywords: Brachiaria, grass, photosensitization, protodioscin.  
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1. Introdução 

 

O gênero Brachiaria tem fornecido importantes espécies de forrageiras para os 

países localizados em regiões tropicais, dentre eles o Brasil. As espécies de Brachiaria sp. são 

amplamente utilizadas na formação de pastos por serem gramíneas de alta produção de matéria 

seca, por adaptarem a uma gama de tipos de solos e apresentarem crescimento bem distribuído 

durante a maior parte do ano1. No entanto, esse gênero de gramíneas está associado a 

intoxicações em animais2–5, causando perdas substanciais para os produtores6–8. 

Nas intoxicações por Brachiaria sp. os animais apresentam a forma clínica, no qual 

é evidenciado sinais de fotossensibilização ou podem apresentar uma síndrome progressiva que 

causa o emagrecimento e a morte dos animais, conhecida como a forma subclínica da doença. 

Em ovinos foram descritos sinais clínicos como, prurido, inquietação, fotofobia, edema de 

orelha, pálpebra e base da cauda, mucosas amareladas, lesões cutâneas (crostas na região dos 

olhos, focinho e orelha), cólica, depressão, apatia, anorexia, além de sinais clínicos relacionados 

ao sistema nervoso como incoordenação motora, tremor de cabeça, letargia, ataxia, depressão 

e coma antes da morte. Na avaliação da bioquímica renal e hepática observou-se aumento nas 

concentrações séricas de ureia, creatinina, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, bilirrubina 

total (BT) e na atividade sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase 

(AST)9.  

Alguns autores associam a toxidade da Brachiaria sp. à presença de saponinas2,10,11, 

para outros, os quadros de fotossensibilização são decorrentes da micotoxina esporidesmina 

produzida pelo fungo Pithomyces chartarum8,12. É fato que as plantas relacionadas com a 

fotossensibilização associada a cristais contêm saponinas esteroidais e que os cristais biliares 

são produtos de seu metabolismo, mas isso não implica que elas sejam as únicas responsáveis 

pelas lesões hepáticas. É possível que fatores, tais como outras plantas ou micotoxinas, tenham 

efeito sinérgico ou levem ao metabolismo anormal que resulte na formação de cristais 

biliares13,14. Assim os pesquisadores utilizam a quantificação de saponinas e a contagem dos 

fungos como uma ferramenta de apoio nas pesquisas que buscam elucidar a etiopatogenia da 

intoxicação de animais mantidos em pastagens de Brachiaria sp. 

Para realizar a quantificação de saponinas e identificação do fungo Pithomyces 

chartarum amostras de Brachiaria sp. são colhidas de diferentes formas nas pastagens. A 

colheita pode ser realizada cortando a planta rente ao solo15,16, a dez centímetros do solos17 e 

na altura de pastejo18. Existem ainda pesquisadores que não descrevem o método de colheita da 

Brachiaria sp. para contagem de Pithomyces chartarum ou quantificação de saponinas19,20. É 
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importante salientar que podem ocorrer variações na quantidade de saponina das gramíneas 

conforme a época do ano e a idade da planta11,21,22. 

Frente ao exposto, devido a ampla variação das saponinas, os diferentes métodos 

de colheita e tratamento das amostras podem causar divergências nos valores e nos resultados 

dos experimentos, ocasionando uma falta de homogeneidade nos resultados quando 

comparados entre si. Deste modo, há a necessidade de estabelecer o padrão para colheita e 

armazenamento de amostras de Brachiaria spp. destinadas a quantificação de saponinas e 

contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum. 

Assim, com este estudo objetivou-se estabelecer o padrão para colheita e 

processamento de amostras de Brachiaria brizantha, a serem utilizadas para a quantificação da 

saponina protodioscina e contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum. 

 

 

2. Material e métodos 

 

O estudo foi realizado na Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade 

Federal de Goiás (UFG) com colheita de amostras na Fazenda Tomé Pinto/UFG, localizada no 

município de São Francisco de Goiás, e na Embrapa Arroz e Feijão, localizada no município 

de Santo Antônio de Goiás. A quantificação de protodioscina nas amostras de pastos foi 

realizada no Poisonous Plant Reseach Laboratory – United States Department of Agriculture 

(PPRL/USDA), na cidade de Logan (Utah, EUA). 

As amostras de capim utilizadas neste estudo foram de oito pastos de B. brizantha, 

quatro da fazenda Tomé Pinto e quatro da Embrapa Arroz e Feijão. A colheita das amostras foi 

realizada seguindo a recomendação de 15 a 20 sub amostras por hectare, de forma que toda a 

área da pastagem fosse abrangida23, as plantas foram colhidas rente ao solo em somente um 

momento, no mês de abril do ano de 2013. Após colheita e homogeneização da amostragem, 

foi realizada a subdivisão do material em folhas jovens (FJ), folhas maduras (FM), folhas velhas 

(FV) e planta inteira (PI), em metodologia adaptada de Ferreira21. As folhas jovens 

compreendiam as folhas em expansão, as folhas maduras compreendiam as folhas expandidas, 

as folhas velhas compreendiam as folhas senescentes e a amostra de planta inteira foi composta 

por toda a parte aérea da planta.  

Posteriormente, alíquotas das amostras (FJ, FM, FV e PI) foram submetidas a 

diferentes métodos de processamento, que caracterizaram nove grupos, descritos a seguir: 1. 

secagem em temperatura ambiente (TA), 2. estufa (E), 3. estufa com circulação forçada (EVF), 
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4. congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente (C+TA), 5. congelamento 

seguido de secagem em estufa (C+E), 6. congelamento seguido de secagem em estufa com 

circulação forçada (C+EVF), 7. congelamento com descongelamento em temperatura ambiente 

e secagem em estufa (C+TA+E), 8. congelamento com descongelamento em temperatura 

ambiente e secagem em estufa com circulação forçada (C+TA+EVF) e 9. freezer dry (FD).  

Após a distribuição nos grupos, as amostras foram submetidas imediatamente aos 

diferentes métodos de processamento. O grupo TA permaneceu em temperatura ambiente (24 

ºC) por quatro dias consecutivos, os grupos E e EVF permaneceram em estufa por 48 horas a 

55ºC, as amostras congeladas (C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E, C+TA+EVF) permaneceram 

por sete dias em freezer e as FD foram congeladas por sete dias e submetidas ao processamento 

na sequência. Os grupos C+TA, C+E, C+EVF, após congelamento, foram processados da 

mesma forma que os TA, E e EVF. Os grupos C+TA+E, C+TA+EVF após sete dias de 

congelamento permaneceram por três horas em temperatura ambiente para descongelamento e 

posteriormente foram processados da mesma forma que os TA, E e EVF (Figura 1). 

Para a quantificação da protodioscina, 100 mg das amostras secas e moídas em 

peneira de 2mm foram colocadas em tubos de 13 ml. Para a extração 5 ml de metanol foi 

adicionado a cada tubo e colocadas em agitador mecânico (30 rmp) por 30 min, em seguida 

foram centrifugadas por 10 min (3000 rpm) em temperatura ambiente para separação do resíduo 

de planta. Após centrifugação, o conteúdo líquido foi separado em outro tubo e o resíduo foi 

novamente extraído por mais duas vezes com metanol, repetindo o mesmo procedimento. Ao 

final, obteve-se 15 ml de conteúdo. Uma alíquota de 0,1 ml de metanol com o material extraído 

foi transferida para tubo de autoanálise de 1mL contendo 0,9 ml de ácido fórmico 0,1%. Uma 

alíquota de 5µL foi injetada automaticamente em equipamento de HPLC-ESI-MS (Thermo 

Finnigan, San Jose, CA USA)24. 
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FIGURA 1 – Organograma do processamento das amostras de braquiária colhidas para a quantificação 

de protodioscina e contagem de esporos. FJ: folha jovem; FM: folha madura; FV: folha 

velha; PI: planta inteira; TA: temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de ventilação 

forçada; FD: freezer dry 

 

A contagem dos esporos do fungo Pithomyces chartarum foi realizada utilizando a 

técnica descrita por DiMenna & Bailey25. Para tanto foi misturada uma quantidade de matéria 

vegetal (60 g) com um volume dez vezes maior de água (600 ml). A mistura foi agitada por um 

minuto e posteriormente foi realizada a contagem em câmara de hematimetria (Neubauer). A 

quantidade de esporos contados em 2mm3 multiplicado por 5.000 foi à quantidade de esporos 

presentes em 1 grama de forrageira. 

Todas as variáveis foram submetidas à análise de variância em esquema fatorial (9 

métodos de processamento x 4 estágios de desenvolvimento) em delineamento de blocos ao 

acaso. As médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott considerando 5% de 

significância. Os blocos foram constituídos pelas parcelas de coleta, totalizando 8 blocos. Para 

realização das análises estatísticas foi utilizado o software R (R Core Team, 2016) com o pacote 

easyanova26. 
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3. Resultados 

 

Quando observados os valores para os diferentes tratamentos empregados para 

secagem das plantas observa-se, que nas folhas jovens, madura e na planta inteira, os valores 

foram significativamente maiores nos tratamentos TA, E e EVF em relação aos tratamentos 

C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E, C+TA+EVF e FD. Nas folhas jovens os tratamentos C+TA, 

C+E, C+EVF e C+TA+E não apresentaram diferença entre si, mas foram significativamente 

diferentes do tratamento FD. Nas folhas maduras e na planta inteira não houve diferença 

estatística entre os tratamentos C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E e FD. Não houve diferença entre 

os tratamentos nas folhas velhas. 

Em relação as diferentes partes das plantas, observou-se resultados 

significativamente maiores nas FJ em relação as FM, FV e PI, nas FM em relação as FV e PI, 

e na PI em relação a FV. Esses resultados foram iguais para os tratamentos TA, E e EVF. Os 

valores para as FJ e FM foram iguais nos tratamentos C+TA, C+E, C+EVF e C+TA+E. 

 

TABELA 1 – Valores de protodioscina para diferentes partes da planta e método de 

processamento de amostras de Brachiaria sp., colhidas na Fazenda Tomé 

Pinto/UFG e Embrapa Arroz e Feijão 

 
FJ(%) FM(%) FV(%) PI(%) 

TA 1,65±0,25Aa 1,15±0,22Ab 0,31±0,18Ad 0,80±0,47Ac 

E 1,52±0,29Aa 1,16±0,19Ab 0,33±0,20Ad 0,71±0,39Ac 

EVF 1,49±0,25Aa 1,12±0,19Ab 0,39±0,26Ad 0,73±0,37Ac 

C+TA 0,89±0,43Ba 0,63±0,37Ba 0,25±0,18Ab 0,32±0,19Bb 

C+E 0,85±0,36Ba 0,64±0,41Ba 0,25±0,16Ab 0,34±0,21Bb 

C+EVF 0,77±0,32Ba 0,72±0,35Ba 0,23±0,14Ab 0,32±0,15Bb 

C+TA+E 0,80±0,29Ba 0,61±0,36Ba 0,24±0,16Ab 0,31±0,15Bb 

C+TA+EVF 0,99±0,37Ba 0,66±0,36Bb 0,290,19Ac 0,35±0,17Bc 

FD 0,48±0,15Ca 0,37±0,18Ba 0,17±0,11Aa 0,21±0,13Ba 

Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna demonstram diferença significativa entre tratamentos. Letras 

minúsculas diferentes na mesma linha demonstram diferença significativa entre idades; FJ: folhas jovens; FM: 

folhas maduras; FV: folhas velhas; PI: planta inteira; TA: temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de 

ventilação forçada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: congelamento 

seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilação forçada; 

C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa; C+TA+EVF: 

congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilação forçada; FD: 

freezer dryer. 
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Nos tratamentos C+TA, C+E, C+EVF e C+TA+E os valores de FJ e FM não foram 

significativamente diferentes entre si, mas foram maiores que nas FV e PI. Nesses tratamentos 

não houve diferença significativa entre os valores de FV e PI. 

As FJ tiveram valores significativamente maiores as FM, FV e PI no tratamento 

C+TA+EVF. Nesse mesmo tratamento os valores de FM foram maiores que FV e PI, as quais 

não apresentaram valores diferentes entre si. No tratamento FD não houve diferença 

significativa entre as diferentes partes da plante. 

Na comparação entre os tratamentos em cada parte da planta, os grupos que 

mantiveram as maiores quantidades de protodioscina para as FJ foram TA, E e EVF. Nas FM 

o grupo FD foi significativamente menor que os grupos TA, E e EVF, e o grupo E foi 

significativamente maior que o C+TA+EVF. Nas FV não foram observadas diferenças entre os 

grupos. Na PI a única diferença encontrada foi entre TA e FD, onde os valores de protodioscina 

foram superiores em TA (Figura 2). 

 

 

FIGURA 2 – Concentração de protodioscina em diferentes estágios fisiológicos e tratamentos para 

amostras de Brachiaria sp., colhidas na Fazenda Tomé Pinto/UFG e Embrapa Arroz e 

Feijão  

FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PI: planta inteira; TA: 

temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de ventilação forçada; C+TA: 

congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: congelamento 

seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de 

ventilação forçada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura 

ambiente e secagem em estufa; C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em 

temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilação forçada; FD: freezer dryer. 

 

Nas amostras das pastagens analisadas não foram encontrados esporos do fungo 

Pithomyces chartarum. 
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4. Discussão 

 

No presente estudo, observou-se que com o envelhecimento das folhas da 

braquiária a quantidade de protodioscina presente decresce, sugerindo variação de acordo com 

o estado fisiológico das plantas. Segundo Dinan27 o conteúdo de saponinas nas plantas depende 

de inúmeros fatores, como a cultivar, a idade, localização geográfica, diferentes partes das 

plantas, podendo estar em maior quantidade nas folhas, sementes e flores e menor quantidade 

no caule. Grande parte dos estudos realizados apresentam resultados semelhantes com os 

encontrados neste estudo, com maiores quantidades de saponinas nas plantas jovens21,22. A 

avaliação de B. brizantha e de B. decumbens por 13 meses mostrou que com o amadurecimento 

da planta as concentrações de protodioscina diminuem, passando, respectivamente, de 1,87% e 

2,33% em plantas jovens para 0,47% e 1,03% em plantas maduras22. A concentração de 

protodioscina avaliada por 16 meses em B. brizantha e em B. hibrida cv. Mulato foi, 

respectivamente, nas folhas jovens de 3,76% (±0,73) e 4,62% (±0,44) e nas folhas velhas de 

1,80% (±0,54) e 1,75% (±0,72)21. 

Neste estudo, independente do tratamento, a maior concentração de protodioscina 

foi encontrada nas folhas jovens. O alto conteúdo de saponinas nas porções jovens da planta 

serve como proteção do ataque de predadores28, garantindo que a planta tenha desenvolvimento 

total e chegue à idade reprodutiva29. No entanto, quando à idade reprodutiva, a planta depende 

da polinização de insetos e outros animais que utilizam do néctar para a alimentação, o que 

explica a diminuição da quantidade de metabólitos secundários, garantindo a polinização29. 

A presença de folhas em brotação também é associada a maior ocorrência de 

intoxicação em pastagens de braquiária. Têm-se relatado que animais mantidos em pastagens 

com plantas mais jovens têm maior chance de apresentarem sinais de intoxicação do que 

animais que alimentam em pastos com plantas mais velhas22.  

Outras plantas que têm a presença de saponina e sapogeninas também apresentam 

diminuição na concentração com o amadurecimento. Em pesquisa com Agave america e Agave 

salmiana foi observado uma diminuição de quase metade da quantidade de saponinas quando 

da aproximação da idade reprodutiva da planta29. Em amostras de Trigonella foenum-graecum 

essa diminuição também foi observada, onde a maior quantidade de saponinas foi encontrada 

nas plantas jovens diminuindo significativamente quando comparadas com as amostras das 

mesmas plantas já amadurecidas30. 

Apesar de neste estudo o grau de maturação da folha ter interferido nas 

concentrações de protodioscina, nem sempre as maiores concentrações de saponinas são 
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encontradas nas plantas jovens. No estudo de Faccin31, com B. brizantha colhida durante o 

período chuvoso, não foram encontradas diferenças significativas entre as concentrações de 

protodioscina em folhas com diferentes estados de maturação. Já no estudo de Brum11, no qual 

avaliou-se amostras de B. decumbens e B. brizantha, em diferentes estágios de 

desenvolvimento, durante o período chuvoso, a maior concentração de protodioscina estava 

presente na fase de queda de sementes e em menores concentrações na fase inicial da planta. 

Em relação aos métodos de processamento empregados nos grupos, pode-se 

observar que as amostras que foram congeladas tiveram uma menor quantidade de 

protodioscina quando comparadas com as amostras que não passaram por nenhum processo de 

resfriamento. Esta diferença foi encontrada principalmente nas folhas jovens. Observou-se 

também que os tratamentos utilizados nos grupos TA, E e EVF foram os que mais 

satisfatoriamente conservaram a protodioscina não havendo a necessidade de equipamentos 

mais sofisticados como o freezer dryer para o processamento de amostras para esse fim. 

Possivelmente o maior conteúdo de água nas plantas afeta a quantidade de saponina, no entanto, 

não foram encontradas evidências científicas que pudessem explicar esse fato. Acrescenta-se 

que o tratamento térmico com aumento de temperatura aos quais as amostras foram submetidas 

não alterou de forma significativa as concentrações de protodioscina em amostras de Brachiaria 

brizantha. 

As concentrações de protodioscina em produtos vegetais podem variar de acordo 

com o tratamento térmico aos quais são submetidos. Em amostras de aspargos estocadas por 28 

semanas à -18Cº observou-se que as concentrações de saponinas se mantiveram estáveis até a 

vigésima semana, decrescendo 40% da vigésima para a vigésima oitava semana. A estabilidade 

das saponinas durante esse período provavelmente teve relação com a menor decomposição 

enzimática e microbiológica nessa temperatura32.  

No presente estudo, observou-se grande diminuição nas concentrações de 

protodioscina quando as amostras são congeladas. Portanto, não se recomenda que tal 

procedimento seja utilizado. As quantidades de protodioscina não diminuíram substancialmente 

quando utilizados os tratamentos realizados nos grupos E e EVF quando comparado ao 

tratamento realizado no grupo TA, sendo recomendado a utilização desse tratamento quando 

houver a necessidade de secagem mais rápida das amostras. Acrescenta-se que apesar da 

diferença significativa das FJ para as PI nos grupos TA, E e EVF, a separação nas diferentes 

partes da plantas somente seria necessária quando houver necessidade de avaliar 

particularidades no comportamento ingestivo da espécie a ser estudada. Deste modo, a forma 
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mais prática de obtenção de plantas para quantificação de saponinas seria a colheita da planta 

inteira com secagem em temperatura ambiente ou estufa, seja de circulação forçada ou não. 

A ausência de esporos do fungo Pithomyces chartarum, em pastagens de braquiária, 

evidenciada neste estudo, também foi observada em outros trabalhos2,3,16,33,34. O manejo 

adequado das pastagens pode estar relacionado a esse fato, pois evita o acúmulo de material 

vegetal, o qual serve de substrato para a esporulação do fungo, reduzindo sua proliferação35 e, 

consequentemente o número de esporos encontrados. 

 

 

5. Conclusões 

 

Em relação a amostras de Brachiaria brizantha foi possível concluir que: a 

concentração de protodioscina varia com o estado de maturação das folhas, sendo maior nas 

folhas jovens e menor em folhas velhas; a secagem em temperatura ambiente, em estufa ou em 

estufa de ventilação forçada utilizando a planta inteira são os melhores métodos para a colheita 

e processamento das gramíneas destinadas a quantificação de protodioscina; o congelamento 

de amostras de braquiária para a quantificação de protodioscina não é recomendado. 
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CAPÍTULO 3 – TOXICIDADE SUBCRÔNICA DE DIOSGENINA EM Cavia porcellus 

 

Resumo 

As saponinas são metabólitos secundários das plantas relacionadas ao seu sistema de defesa. 

Devido sua grande diversidade e de suas propriedades, têm sido amplamente sido utilizadas em 

pesquisas científicas para produção de medicamentos. Apesar disso, algumas plantas contendo 

saponina têm efeitos tóxicos aos animais. Diante do exposto, objetivou-se com este estudo a 

avaliação da Cavia porcellus como modelo experimental na intoxicação pela sapogenina 

diosgenina. Para o estudo foram utilizadas 14 cobaias, divididas em dois grupos, o grupo tratado 

(GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluída em óleo vegetal 

e o GC recebeu somente o óleo vegetal, ambos por 30 dias. Para avaliação do hemograma e 

análises bioquímicas foram colhidas amostras sanguíneas no dia 0 (M0) e no dia 30 (M30). Na 

bioquímica plasmática foram realizadas análises para ALT, AST, GGT, ALP, ureia, creatinina, 

glicose, colesterol, HDL, triglicerídeos, lactato, colinesterase e cálcio. A hematologia e a 

bioquímica não apresentaram alterações relacionadas à doença hepática causada por saponinas. 

Na histologia apenas um animal apresentou hiperplasia de ductos biliares, as outras alterações 

observadas foram de forma geral inespecíficas. Conclui-se que, na dose utilizada, a 

administração da diosgenina a cobaias não produz lesões hepáticas expressivas nem alterações 

hematológicas e bioquímicas relacionadas a hepatopatia. 

 

Palavras-chave: braquiária, esporidesmina, fotossensibilização, hemograma, sapogenina  

 

Subcronical toxicity of diosgenin in guinea pigs Cavia porcellus 

Abstract 

Saponins are secondary metabolites of plants related to their defense system. Due their great 

diversity and their properties, the saponins have been widely used in scientific research for the 

production of medicines. Despite this, some plants containing saponins have been caused 

poisonous to animals. Thus, the aim of this study was the evaluation of Cavia porcellus as an 

experimental model for intoxication by diosgenin. For the study, 14 guinea pigs were divided 

into two groups, the treatment group (TG) and the control group (CG). The TG received 480 

mg/kg of diosgenin and the CG received only vegetable oil. Both groups received the treatment 

for 30 days. Blood samples were collected on day 0 (M0) and day 30 (M30) for blood cell count 

and biochemical analyzes. In clinical biochemistry, the analyzes were performed for alanine 

aminotransferase, aspartate aminotransferase, gamma glutamyl trasferase, alkaline 

phosphatase, urea, creatinine, glucose, cholesterol, HDL, triglycerides, lactate, cholinesterase, 

and calcium. Hematology and biochemistry did not present alterations, which could not be 

related to hepatic disease caused by saponins. In histology, only one animal had bile duct 

hyperplasia, the other alterations observed were generally nonspecific. Therefore, we 

concluded that the administration of 480 mg/kg of diosgenin to guinea pigs did not produce 

significant hepatic lesions or hematological and biochemical alterations related to liver disease. 

Keywords: Blood cell count, photosensitization, sapogenin, signal grass, sporidesmin 
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1. Introdução 

 

As saponinas são um grupo de glicosídeos distribuídos nas plantas superiores que 

têm a habilidade de reduzir a tensão superficial de soluções aquosas, formando espuma, quando 

submetidos à agitação1. As saponinas consistem em uma molécula de açúcar usualmente 

contendo glicose, galactose, ácido glucônico, xilose e ramnose ligadas a uma aglicona 

hidrofóbica (sapogenina) que pode ser um triterpeno ou um esteróide natural2. 

Devido aos diferentes usos benéficos das saponinas, como o poder antitumoral, 

potencial hipoalergênico, melhoria na reprodução animal, atividade antioxidante, entre outras, 

vários estudos utilizando essa substância no desenvolvimento de medicamentos e cosméticos 

tem sido desenvolvidos3. Apesar do potencial valor benéfico das saponinas, algumas plantas 

contendo essas moléculas têm causado efeitos tóxicos aos animais4. As intoxicações por 

saponinas e sapogeninas são relatadas em decorrência do consumo, principalmente, de Tribulus 

terrestris, Agave lecheguilla, Narthecium ossifragum e gramíneas do gênero Brachiaria5,6. 

Os efeitos tóxicos das saponinas ocasionam sinais de fotossensibilização seguida 

de degeneração hepática e renal, podendo causar, ainda, problemas gastrointestinais, como 

gastroenterites e diarreia4. Nos animais acometidos pela intoxicação com plantas que contém 

saponinas pode-se observar dano hepático caracterizado pela deposição de substâncias 

cristalinas em torno7 e dentro dos ductos biliares, nos macrófagos espumosos e no lúmen de 

túbulos renais8. 

No Brasil, as plantas que contem saponinas e que estão mais associadas com a 

intoxicação são as gramíneas do gênero Brachiaria. Nas plantas desse gênero já foi relatada a 

presença de diferentes saponinas (protodioscina8 e dioscina) e sapogeninas (diosgenina e 

yamogenina)6, algumas delas relacionadas à fotossensibilização hepatógena e a intoxicação em 

animais. Mais comumente os casos de intoxicação são relatados em animais de produção, 

podendo acometer bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos5,6,9–11. 

Nas intoxicações por Brachiaria spp. os animais apresentam sinais de 

fotossensibilização ou podem apresentar uma síndrome progressiva causando emagrecimento 

e morte, mas sem apresentarem sinais clínicos de fotossensibilização5,12. Podem apresentar 

também sinais clínicos como prurido, inquietação, fotofobia, edema de orelha, pálpebra e base 

da cauda, mucosas amareladas e lesões cutâneas, além de sinais clínicos neurológicos como 

incoordenação motora, tremor de cabeça, ataxia, depressão e coma antes da morte. Na avaliação 

da bioquímica renal e hepática observa-se aumento nas concentrações séricas de ureia, 
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creatinina, bilirrubina conjugada, bilirrubina não conjugada, bilirrubina total e na atividade 

sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase (AST)13. 

Nos exames histopatológicos do fígado observa-se tumefação e vacuolização de 

hepatócitos, além de graus variáveis de fibrose periportal, hiperplasia de células epiteliais dos 

ductos biliares, retenção biliar, infiltrado periportal, macrófagos espumosos, cristais 

birrefringentes no interior dos ductos biliares, células gigantes multinucleadas com núcleos 

distribuídos no citoplasma ou na periferia. 12. Bovinos clinicamente sadios, mantidos em 

pastagem de Brachiaria spp., podem também apresentar grandes quantidades de macrófagos 

espumosos no fígado e linfonodos mesentéricos, sugerindo a intoxicação14,15. 

A intoxicação experimental em animais de produção é realizada, na maioria, das 

vezes utilizando a administração das plantas que contém saponinas8,13. No entanto, esse método 

pode suscitar dúvidas quanto ao fato dos resultados estarem relacionados somente com as 

saponinas ou poder haver outros elementos relacionados ao capim4,16. Apesar disso, a utilização 

de saponinas isoladas nas intoxicações muitas vezes se torna impeditiva devida a grande 

quantidade de material necessário para a intoxicação de um animal de produção. Assim a 

utilização de animais de menor porte e que sejam herbívoros, como a cobaia, poderia gerar 

resultados mais próximos ao que ocorre em herbívoros de porte maior. 

Assim, apesar de inúmeros experimentos serem desenvolvidos com animais de 

produção, alimentados em pastagens cultivadas com Brachiaria, pouco se sabe do real papel 

desempenhado pelas saponinas e sapogeninas nas intoxicações. Dessa forma, com este trabalho 

objetivou-se a avaliação da Cavia porcellus como modelo experimental na intoxicação por 

diosgenina por meio de análises hematológicas, bioquímicas e histológicas. 

 

 

2. Material e métodos 

 

O estudo foi realizado após a aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFG, sob protocolos nº 014/13 e nº 049/16, e seguiu todos os preceitos éticos 

recomendados pela Sociedade Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL). 

Neste estudo, foram utilizados 14 animais (Cavia porcellus), com idade variando 

de três a seis meses, de ambos os sexos. Os animais foram adquiridos de criatórios comerciais 

e mantidos no Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Goiás 

(ICB/UFG) durante o período de adaptação e experimentação. Os animais foram acomodados 

em caixas de polietileno com medidas de 60×50×22, com cama de maravalha de pinus. O 
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macroambiente do biotério dispunha de temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas. 

Foram alimentados com ração comercial (Ração Coelho, Comigo, Rio Verde, Goiás), ad 

libitum. A água também ficava disponível ad libitum, foi trocada diariamente e suplementada 

com 300mg/L de vitamina C (Vita-Vet C®, Vetnil, Louveira, SP)17. 

Os animais foram divididos em dois grupos de sete animais cada, o grupo tratado 

(GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluído em óleo vegetal 

e o GC recebeu quantidade proporcional somente de óleo vegetal. A dose de diosgenina foi 

baseada na quantidade da sapogenina que animais à pasto ingeririam por dia e em experimento 

piloto prévio. Tanto o GT como o GC receberam o tratamento durante um período de 30 dias, 

por meio de gavagem, realizada uma vez ao dia, de modo a simular uma intoxicação sub 

crônica. A diosgenina utilizada no experimento foi adquirida comercialmente com pureza de 

98% (Hefei Joye Import & Export Co., Ltd, Hefei, China). A gavagem foi realizada adaptando 

a técnica descrita por Ning18. 

Diariamente na manipulação dos animais para gavagem, foi realizada avaliação 

clínica observando mudanças de comportamento ou sinais clínicos sugestivos de intoxicação. 

O peso dos animais foi avaliado semanalmente para ajuste da dose da diosgenina. 

Para o hemograma e avaliação da bioquímica plasmática duas colheitas sanguíneas 

foram realizadas, uma no dia 0 (M0), antes do início da gavagem, e outra no dia 30 (M30), após 

30 dias consecutivos de gavagem. Para as colheitas de sangue os animais foram submetidos à 

anestesia inalatória com isofluorano e as amostras foram obtidas por venopunção da veia 

jugular em tubo heparinizado, obtendo-se aproximadamente 2 ml de amostra de cada animal. 

O hemograma foi realizado em aparelho semiautomático BC 2800 VET (Mindray, 

Shenzhen, China). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada a partir de esfregaço 

sanguíneo. Para a avaliação da bioquímica plasmática as amostras foram centrifugadas e o 

plasma foi separado em alíquotas, sendo processadas imediatamente. As amostras sanguíneas 

foram avaliadas para alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

fosfatase alcalina (ALP), HDL, colesterol, triglicerídeos, colinesterase, cálcio, gama 

glutamiltransferase (GGT), glicose, lactato, creatinina e ureia. Foram utilizados reagentes 

comerciais da marca Labtest® (Labtest Diagnóstica S. A., Lagoa Santa – MG). Para a leitura 

utilizou-se de espectofotômetro automático clínico Wiener Lab CM200 (Wiener Lab Group, 

Rosario, Argentina). 

Para estabelecer o limite de referência para as enzimas plasmáticas e para o 

hemograma foi utilizado os valores dos animais no M0. Inicialmente calculou-se a média e o 

desvio padrão e para estabelecer os valores outliers, utilizou-se como limite máximo e mínimo 
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a média somada ou subtraída de duas vezes o desvio padrão, respectivamente. Posterior ao 

estabelecimento dos valores outliers, os mesmos foram retirados e novamente calculou-se a 

média e o desvio padrão. Foi considerado como valor de referência máximo a média acrescida 

ao desvio padrão e para o valor de referência mínimo, considerou-se a média subtraída do 

desvio padrão. 

Ao final do período experimental, todos os animais foram submetidos à eutanásia 

por meio de anestesia profunda com isofluorano. Amostras de tecido hepático e de linfonodos 

mesentéricos foram colhidas para exames histológicos. As amostras foram fixadas em formol 

10% tamponado, rotineiramente processadas e coradas por hematoxilina e eosina (HE) para 

exame microscópico. 

O critério de avaliação das lâminas foi adaptado de Fioravanti19 e Moreira20. Para 

descrever a localização das lesões utilizou-se a definição de Rappaport21 (1973), em que o ácino 

hepático é dividido em três zonas (zona 1-periportal, zona 2-mediozonal e zona 3-periacinar). 

As lesões foram caracterizadas quanto ao tipo, como degenerativas ou inflamatórias, e 

classificadas de acordo com sua distribuição (focal, multifocal e difusa) e intensidade (discreta, 

moderada e acentuada). Avaliou-se ainda a presença de macrófagos espumosos, hiperplasia de 

ducto, infiltrado periductal e colangiohepatite. 

Ao final, todas as variáveis foram submetidas à análise de variância em esquema 

de parcelas subdivididas no tempo (2 tratamentos × 2 tempos), no delineamento inteiramente 

ao acaso. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey considerando 5% de significância. 

Para realização das análises estatísticas foi utilizado o software R22 com o pacote easyanova23. 

 

3. Resultados e discussão 

 

A utilização de óleo vegetal como veículo para diluição da diosgenina foi devido a 

característica lipofílica e hidrofóbica das sapogeninas24, o que possibilitou melhor 

homogeneização do produto e facilidade para a gavagem. 

A opção pela a utilização de cobaias (Cavia porcellus), se deu por ser um animal 

fundamentalmente herbívoro17, o que poderia reproduzir mais fielmente a fisiologia digestiva 

de outros herbívoros como ruminantes e equinos. São animais de fácil manejo e a gavagem foi 

realizada de maneira rápida e com o mínimo de estresse aos animais. O acesso venoso foi 

bastante difícil, mesmo com o animal anestesiado, o que impossibilitou que mais de duas 

colheitas sanguíneas fossem realizadas. 
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Os valores de referência para a bioquímica sérica encontrados na literatura 

apresentaram grande variação25–28. Dessa forma, optou-se por utilizar os valores de referência 

no M0, obtidos a partir dos animais utilizados no experimento. Os valores de referência 

calculados a partir dos dados obtidos demostraram ser bem mais rigorosos, com limites 

máximos e mínimos mais próximos do que os valores descritos na literatura.  

Os valores médios do hemograma dos animais de ambos os grupos estão dispostos 

na Tabela 1 e permaneceram dentro da faixa de normalidade quando comparados com os 

valores de referência, exceto para o hematócrito, hemoglobina, VCM e CHCM que estavam 

ligeiramente elevados no GT no M0. No leucograma, o número de leucócitos totais foi 

significativamente diferente entre o GC e GT no M0 (p=0,039) e entre o M0 e o M30 no GT 

(p>0,001). Os linfócitos apresentaram diferença significativa entre o GC e o GT no M0 

(p=0,020) e entre o M0 e o M30 no GC (p=0,046) e no GT (p<0,001). Apesar das diferenças 

encontradas, nos leucócitos toatais e linfócitos, entre o M0 e o M30 no GC e no GT, não se 

atribui ao consumo de diosgenina, pois as variações em ambos os grupos ocorreram de forma 

semelhante. Não foram encontradas na literatura consultada estudos que demonstrassem 

alterações no perfil hematológico de Cavia porcellus intoxicados com plantas que contém 

saponinas. 

 

TABELA 1 – Hemograma e valores de referência de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à 

intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

 Primeira colheita Segunda colheita 

Parâmetros GC GT GC GT Valores de referência 

Hemácias (106/mm³) 4,58 4,80 4,82 5,04 4,41 - 5,14 

Hematócrito (%) 37,78 41,47 41,76 45,13 35,53 - 43,73 

Hemoglobina (g/dL) 11,51 12,73 12,54 13,86 10,32 - 13,32 

VCM (fl) 82,78 80,70 81,88 89,73 79,66 - 88,72 

HCM (pg) 25,20 26,50 25,98 27,44 25,02 - 27,27 

CHCM (%) 30,53 30,64 29,18 30,64 31,13 - 30,28 

Plaquetas (10³/mm³) 593 492 505 449 654 - 543 

Leucócitos (10³/mm³) 7.400Aa 5.471Ab 8.886Aa 9.600aB 4.645 - 8.226 

Neutrófilo (10³/mm³) 1.184 1.591 980 1.727 324 - 2.028 

Eosinófilos (10³/mm³) 80 55 152 116 19 - 87 

Basófilos (10³/mm³) 12 39 15 0 0 - 60 

Linfócitos (10³/mm³) 5.557aA 3.470Ab 7.269aB 7.671aB 2.796 - 6.231 

Monócitos (10³/mm³) 566 282 468 474 121 - 727 

Médias seguidas de letras maiúsculas na mesma linha indicam diferença significativa dentro do grupo. Médias 

seguidas de letras minúsculas na mesma linha indicam diferença significativa entre os grupos; VCM: volume 

corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular 

média. 
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Os valores médios obtidos na avaliação bioquímica estão expressos na Tabela 2. A 

atividade plasmática de ALT, AST e GGT e as concentrações plasmáticas de lactato, 

colinesterase, ureia, creatinina, colesterol, HDL e triglicerídeos não apresentaram diferença 

significativa. As variações observadas individualmente nos animais não apresentam, 

aparentemente, significado clínico. 

 

TABELA 2 – Valores dos parâmetros bioquímicos e de referência de cobaias (Cavia porcellus) 

submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Bioquímica 

Plasmática 

Primeira colheita Segunda colheita 

GC GT GC GT Valores de referência 

ALT (UI/L) 80,37 48,03 44,64 63,04 32,21 - 69,45 

AST (UI/L) 148,55 134,29 67,53 90,45 46,25 - 235,50 

GGT (UI/L) 12,16 15,05 21,34 21,17 9,38 - 18,04 

ALP (UI/L) 235,82 126,90 180,65 125,80 77,04 - 246,32 

Ureia (mg/dL) 52,11 56,24 48,63 57,97 47,16 - 61,20 

Creatinina (mg/dL) 0,25 0,20 0,28 0,31 0,10 - 0,31 

Glicose (mg/dL) 161,38Aa 153,74Aa 218,94Ba 201,81Bb 124,90 - 190,23 

Colesterol (g/dL) 35,28 37,86 25,19 38,02 22,12 - 51,02 

HDL (mg/dL) 3,65 2,11 2,08 1,41 0,74 - 4,18 

Triglicerídeos (mg/dL) 84,83 96,28 111,8 133,67 60,80 - 120,31 

Lactato (UI/L) 42,51 55,74 51,87 74,83 26,41 - 71,80 

Colinesterase (UI/L) 4084 4486 4747 4242 3263 - 4985 

Cálcio (mg/dL) 10,04A 10,10A 12,71B 11,95B 9,02 - 11,14 

Médias seguidas de letras maiúsculas na mesma linha indicam diferença significativa dentro do grupo. Médias 

seguidas de letras minúsculas na mesma linha indicam diferença significativa entre os grupos; ALT: alanino 

aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamiltransferase; ALP: fosfatase alcalina; 

HDL: lipoproteína de alta densidade 

 

O limite de referência para a atividade plasmática da ALT antes da intoxicação 

variou entre 32,21 a 69,45 UI/L, com média de 50,83 UI/L. Ao término do período experimental 

a média do GT aumentou em decorrência da elevação em seis animais, sendo que em dois deles 

o valor esteve acima da referência. No GC a média aos 30 dias foi menor, possivelmente devido 

a um animal no momento inicial apresentar valor muito elevado (238 UI/L), o que elevou a 

média do M0 em relação ao M30.  

A atividade plasmática da AST no GC diminuiu aos 30 dias, devido a redução em 

cinco animais. Além disso, um animal apresentou valor elevado no M0 (325,3 UI/L), o que 

contribuiu para a maior média nesse momento. No GT observou a mesma diminuição no M30, 

com redução nos valores em quatro animais, e um animal no M0 apresentou valor elevado 

(300,10 UI/L). 
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As médias da atividade plasmática de GGT apresentaram acima do valor de 

referência no M30 nos dois grupos. Os valores de referência antes da intoxicação foram de 9,38 

a 18,03 UI/L. No GC, aos trinta dias, seis animais apresentaram aumento nos valores, sendo 

que cinco estavam acima dos valores de referência. No GT observou-se aumento em quatro 

animais e cinco estavam acima dos valores de referência. Devido à elevação observada na 

maioria dos animais em ambos os grupos, ocorreu o aumento na média no M30. Apesar dos 

valores da média encontrados no M30 estarem acima dos valores de referência, não se pode 

atribuir à diosgenina administrada, pois o comportamento foi semelhante em ambos os grupos. 

Os valores de referência da atividade plasmática de ALP variaram entre 77,04 a 

246,32 UI/L, antes do início do tratamento. Observou-se entre o início e o término do período 

experimental que houve diminuição nos valores da atividade de ALP para o GC e manutenção 

dos no GT. No GC ao início do experimento quatro animais estavam com a atividade plasmática 

de ALP superior ao valor de referência e um animal apresentou valor bastante elevado (437,20 

UI/L). No M30 seis animais apresentaram diminuição dos valores no GC, o que acarretou na 

queda da média em relação ao M0. No GC houve uma pequena diminuição em cinco animais 

nos valores de ALP no M30, o que não foi suficiente para alterar a média da atividade 

plasmática da enzima. Em ambos os grupos houve grande variação individual nos valores da 

enzima. No GC o intervalo foi de 25,68 a 437,20 UI/L e no GT de 22,63 a 212,90 UI/L. Essa 

variação também foi encontrada nos valores de referência citados na literatura. Hein & 

Hartmann28 encontraram valores de atividade sérica de ALP entre 0 a 418 UI/L, Kitagaki26 de 

72 a 216 UI/L e Caisey & Ducan27 o maior valor médio (876 UI/L). 

De forma geral, intoxicações com envolvimento de saponina resultam em 

alterações nas enzimas hepáticas8,29. Intoxicação com T. terretris em ovelhas levou ao aumento 

na atividade enzimática da ALP e AST. Em bovinos e ovinos, intoxicações experimentais e 

surtos naturais decorrentes do consumo de plantas do gênero Brachiaria são acompanhados de 

aumento de AST, GGT5,30,20 e ALP 13. Neste estudo este padrão de resposta não foi observado. 

Adicionalmente, Qin31 em intoxicação experimental em ratos com diosgenina relataram 

diminuição da AST e ALT, sugerindo que a sapogenina seria prejudicial somente em altas 

doses. 

Os valores de referência para a ureia foram de 47,16 a 61,20 mg/dL e para creatinina 

de 0,10 a 0,31 mg/dL. Nos dois grupos em nenhum dos momentos houve alterações nos valores 

das médias de ureia e creatinina em relação aos valores de referência, mantendo-se uniforme 

nas duas colheitas (M0 e M30). Apesar disso é descrito que intoxicações por saponina, em 
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ovinos, podem também afetar o rim, o que pode levar ao aumento da creatinina e ureia 

sanguínea13,32. Esta alteração não foi observada neste estudo.  

Os valores de referência para glicose no M0 variaram de 124,90 a 190,23 mg/dL. 

As médias dos valores de glicose foram significativamente maiores no M30 em relação ao M0 

para ambos os grupos (GC – p= 0,0087; GT – p= 0,0226). No GC todos os animais aumentaram 

os valores no M30, sendo que cinco tinham valores acima dos de referência nesse momento. 

No GT seis animais apresentaram aumento de glicose no M30, sendo que, quatro estavam com 

valores acima dos valores de referência. O aumento de glicose em todos os animais do GC e na 

maioria dos animais no GT causou o aumento na média no M30. O aumento da glicose pode 

ser atribuído à suplementação de vitamina C na água, pois o suplemento em questão tinha como 

veículo solução de glicose. Portanto, não foi possível associar esse aumento ao consumo de 

diosgenina. Apesar do aumento nos valores de glicose aqui encontrado, saponinas isoladas de 

outras plantas podem levar a diminuição da glicose3,33.  

A análise do lipidograma foi realizada para completar o perfil de avaliação hepática. 

Na lesão hepática aguda, o plasma pode conter valores altos de triglicerídeos, baixos de 

colesterol e padrão anormal de lipoproteínas34. Neste estudo, a diosgenina não provocou 

alterações significativas no metabolismo dos lipídios. Os animais do GC apresentaram no M0 

diminuição no valor de HDL, aumento de triglicerídeos e valores semelhantes para colesterol. 

No GT foi observado redução do valor de HDL, aumento de triglicerídeos e a média do valor 

de colesterol foi semelhante no M0 e no M30. Os valores limítrofes de colesterol e triglicerídeos 

encontrados neste estudo foram, respectivamente, de 22,12 a 51,02 mg/dL e de 60,08 a 120,31 

mg/dL. 

Os valores de referência para lactato, no início do experimento, estiveram entre 

26,45 a 71,80 UI/L. As médias dos valores de lactato em ambos os grupos aumentaram no M30. 

No GC o lactato aumentou em cinco animais no M30, um animal tinha valores de lactato acima 

dos valores de referência no M0 e um no M30. No GT o lactato aumentou em cinco animais no 

M30, sendo que três animais tinham valores de lactato acima dos valores de referência. 

Portanto, esse aumento nos valores de lactato na maioria dos animais refletiu na média final, 

elevando a média em ambos os grupos. Aumento nos valores de lactato foram observados em 

camundongos após receberem saponinas de Ginseng35. No entanto, no presente estudo o 

aumento foi semelhante nos dois grupos, não se pode atribuir ao consumo de diosgenina. 

Os valores de referência para a colinesterase estiveram entre 3.263 a 4.985 mg/dL. 

Foi observado que quatro animais do GC apresentaram aumento no M30 e estavam acima do 
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valor de referência. No GT nenhum animal apresentou valor acima do de referência no M30 

mas três animais apresentaram valores maiores de colinesterase no M30 em relação ao M0. 

Os valores de referência no M0 de cálcio foram de 9,02 a 11,14 mg/dL. Ambos os 

grupos apresentaram valores de cálcio significativamente maiores no M30 comparado ao M0 

(GC – p = 0,0001; GT – p = 0,0086). No GC cinco animais apresentaram aumento nos valores 

aos trinta dias, sendo que um tinha valor acima do de referência. No GT cinco animais tiveram 

os valores aumentados no M30, sendo que quatro estavam acima do valor de referência. Essas 

variações demonstraram resposta quantitativa em ambos os grupos, portanto, não se relaciona 

ao consumo de diosgenina.  

Durante a necropsia, nos dois grupos, não foram encontradas alterações 

macroscópicas em nenhum órgão examinado. No exame microscópico do fígado, notou-se 

degeneração micro e macrovacuolar nos dois grupos (Figura 1), na frequência de 57% (4/7) dos 

animais para o GC e de 86% (6/7) para o GT. Em ambos os grupos as lesões estavam localizadas 

nas zonas 1, 2 e 3 (Tabela 3). A degeneração de hepatócitos está associada à intoxicação por 

plantas que contém saponinas30,32,36,37, no entanto, no presente estudo tanto o GC quanto o GT 

apresentaram frequência semelhante, não podendo ser associada ao consumo de diosgenina. 

 

TABELA 3 – Frequência de casos de vacuolização, segundo a intensidade e distribuição, em 

tecido hepático de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Grupo Frequência 
Distribuição Intensidade 

Focal Difusa Multifocal D M I 

Controle 4 - 1 3 1 1 2 

Tratado 6 - 5 1 4 2 - 

D: discreta; M: moderada; I: intensa 

 

Infiltrado inflamatório no espaço porta com distribuição multifocal estava presente 

na frequência de 86% (6/7) nos animais do GC. No GT foi observado infiltrado inflamatório 

no espaço porta em 86% (6/7) dos animais, sendo que 50% (3/6) desses tinham distribuição 

focal e 50% (3/6) multifocal (Tabela 4). Infiltrado inflamatório periductal é associado a 

intoxicação por plantas que contém saponinas30,32,36,37. Entretanto, no presente estudo, o 

infiltrado inflamatório estava presente em ambos os grupos em frequência semelhante e com 

intensidade semelhante. 
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TABELA 4 – Frequência de casos segundo a intensidade e distribuição de alteração 

inflamatória no espaço porta de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à 

intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Grupos Frequência 
Distribuição Intensidade (Grau) 

Focal Multifocal Difusa D M I 

Controle 6 3 3 - 5 1  

Tratado 6 - 6 - 6 - - 

D: discreta; M: moderada; I: intensa. 

Apesar da hiperplasia de ductos estar presente nas intoxicações associadas as 

saponinas, principalmente em ovinos32,36,37, apenas um animal do GT apresentou esse achado 

(Figura 1). Outros achados comuns nas intoxicações relacionadas com saponinas como cristais 

birrefringentes nos ductos biliares e macrófagos espumosos5,32,36,37, não foram observados 

nesse estudo. Dessa forma, acredita-se que as alterações encontradas não estão relacionas 

exclusivamente a administração de diosgenina aos animais. 

 

FIGURA 1 – Fotomicrografia de fígado de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina (HE, 100X). Grupo Controle: (A) Tríade portal 

evidenciando preservação da arquitetura. (B) Zona 3 com presença discreta de vacúolos 

citoplasmáticos (seta). Grupo Tratado: (C) Hiperplasia de ducto biliar (seta). (D) Zona 

3 com presença moderada de vacúolos citoplasmáticos (seta); VCL – veia centrolobular 
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Os linfonodos de ambos os grupos apresentaram arquitetura preservada, não 

apresentando alterações. Embora não ter sido encontrado alterações nos animais deste estudo, 

é relatada a presença de grande quantidade de macrófagos espumosos nos linfonodos 

mesentéricos de animais alimentados com plantas com saponinas15,20
. 

Apesar dos inúmeros relatos da intoxicação por plantas que contêm saponinas, 

muitas vezes não se consegue reproduzir os mesmos quadros de toxidez16,38. Na alimentação 

de coelhos com Brachiaria decumbens durante 90 dias, não foi possível demonstrar a toxidez 

das saponinas contidas na gramínea. Os animais não apresentaram sinais clínicos de intoxicação 

nem alterações nos exames histopatológicos38. Em estudo da toxidez de saponinas em ovelhas, 

somente foi possível reproduzir lesões no fígado quando as saponinas foram associadas à 

esporidesmina16. Adicionalmente, o tempo de intoxicação pode ocorrer de forma aguda a 

crônica, podendo levar meses para o aparecimento dos sinais clínicos. Em levantamento 

epidemiológico da intoxicação por Brachiaria foi encontrada diferença no tempo de 

intoxicação dos animais variando de 15 dias à mais de 12 meses, que pode ser atribuída à 

concentração de saponinas nas pastagens, à idade dos animais e à susceptibilidade individual37. 

Desta forma acredita-se que nesse estudo, o não acometimento dos animais pela intoxicação 

por saponinas possa estar relacionado à baixa dose utilizada, o tempo de intoxicação não ter 

sido suficiente ou a necessidade de ter outros fatores envolvidos, como a possibilidade de uma 

flora intestinal específica ou mesmo ao sinergismo de micotoxinas presentes nas pastagens. 

 

 

4. Conclusão 

 

A administração de 480 mg/kg de peso vivo de diosgenina a cobaias por um período 

de 30 dias não produziu lesões hepáticas expressivas nem alterações hematológicas e 

bioquímicas relacionadas a hepatopatia. A cobaia não pode ser descartada como modelo 

experimental para estudo da intoxicação por saponinas em ruminantes. Além disso, a 

diosgenina isoladamente pode não ser a causa das intoxicações relacionadas as Brachiarias sp. 

Assim recomenda-se que novos estudos sejam realizados com doses mais altas e períodos mais 

longos, além, da associação da diosgenina com outras saponinas e sapogeninas encontradas nas 

Brachiarias.  
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com o estudo descrito nessa Tese, foi possível analisar qual a melhor forma de 

colheita e armazenamento de Brachiaria spp. (Capítulo 2) e o efeito subcrônico da 

administração de diosgenina em cobaias (Capítulo 3). 

O Capítulo 2 foi resultado da parceria que pesquisadores brasileiros mantêm com 

pesquisadores do Poisonous Plant Laboratory Research (PPRL) (Logan, Utah, EUA). 

Amostras de braquiária foram obtidas na Fazenda Tomé Pinto e na Embrapa Arroz e Feijão. 

Após a separação nas diferentes idades de maturação, as amostras foram submetidas a 

diferentes métodos de secagem. Posteriormente, foram levadas para serem analisadas durante 

o período de Doutorado Sanduíche no Exterior. Após a análise laboratorial foi possível 

estabelecer um padrão de colheita, processamento e armazenamento, quando o intuito for a 

quantificação de protodioscina. A melhor forma de realizar a amostragem e o processamento 

para conservação da protodioscina é a colheita da planta toda submetida a secagem em 

temperatura ambiente, estufa ou estufa de circulação forçada. A colheita de parte da planta, 

como as folhas jovens ou maduras, somente deve ser realizada nos casos de estudos que 

envolvam hábitos ingestivos específicos de cada espécie. Acrescenta-se que parceria com PPRL 

foi essencial, pois não possuímos a infraestrutura necessária para a quantificação das saponinas. 

No capítulo 3, foi possível investigar a ação da diosgenina sobre a função hepática 

e o início do desenvolvimento de modelo experimental em cobaias (Cavia porcellus). A maior 

dificuldade enfrentada nesta etapa foi a busca de acesso venoso que permitisse que 2 a 3 ml de 

sangue fossem colhidos de forma que não precisasse submeter os animais à eutanásia. 

Estabeleceu que a veia jugular permitiria o procedimento, no entanto, o acesso venoso em 

cobaias é muito trabalhoso e os três tempos inicias de colheita estabelecidos (0, 15 e 30 dias), 

tiveram que ser reduzidos para dois (0 e 30), evitando submeter os animais a mais um 

procedimento anestésico. 

Ao final dessa etapa, foi observado que os animais não apresentaram sinais clínicos 

que sejam relacionados a intoxicação por saponinas. Desta formar, as saponinas presentes na 

Brachiaria spp., podem não ser isoladamente a causa das intoxicações relacionadas à essas 

gramíneas. É possível que diversos fatores influenciem, como uma flora intestinal ou ruminal 

específica, a presença de micotoxinas, como a esporidesmina ou outras, ou outros fatores que 

possam desencadear lesões hepáticas primárias que favoreçam a intoxicação. 

A realização de todo o projeto inicialmente pensado para execução do doutorado, 

não possível devido a problemas enfrentados. O projeto inicial contemplava, além do 
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executado: 1. A confecção de extrato com protodioscina isolada a partir de braquiária para 

intoxicação em cobaias; 2. Intoxicação de cobaias com protodioscina e esporidesmina; 3. 

Estabelecimento de método para a quantificação de saponinas no fígado de animais intoxicados. 

Descrevemos a seguir os problemas enfrentados em cada etapa pendente. 

A confecção de extrato com protodioscina para ser usado na intoxicação dos 

porquinhos da Índia, foi inicialmente idealizada para ser realizada no Brasil. Mas no início dos 

trabalhos esbarrou-se na barreira da quantificação das saponinas. Para a confecção do extrato 

seria necessário, ao seu final quantificar as saponinas, portanto, não poderia ser realizada aqui. 

Portanto, a realização desta etapa foi transferida para o PPRL, com a subsequente utilização em 

intoxicação em camundongos, devido a limitação na quantidade de plantas que poderia ser 

enviada para o laboratório nos EUA. O extrato foi confeccionado e o experimento com 

camundongos realizado, aguardando somente a confecção de lâminas histológicas que seriam 

enviadas ao Brasil para análise, mas no momento de redação da tese as lâminas não haviam 

chegado. 

A etapa de intoxicação com protodioscina e esporidesmina não foi possível devido 

a problemas na importação dos princípios ativos. Na ocasião da compra da diosgenina, efetuou-

se também a compra da protodioscina do mesmo fornecedor. A diosgenina foi corretamente 

enviada pelo Programa Importa Fácil do CNPq em parceria com os Correios, mas a 

protodioscina, por uma falta de entendimento do fornecedor, foi enviada por outra empresa de 

transporte e retida pela Receita Federal. Após mais de um ano de tentativas de recuperação da 

encomenda, fomos orientados em desistir de retirar da encomenda, pois somente de multas e 

taxas de armazenamento o valor seria muito superior da realização de nova compra. Esse 

processo foi o que mais comprometeu o prazo de defesa do Doutorado. Em relação a 

esporidesmina, tentou-se por inúmeros contatos realizar a importação por meio de 

pesquisadores da Nova Zelândia, no entanto, ao final não se conseguiu que tal negociação fosse 

realizada. 

A etapa que envolve a o estabelecimento de método para identificação de saponinas 

no tecido hepático de animais, havia sido proposta para realização no PPRL. No entanto, o 

desenvolvimento desse método não foi possível, pois não se conseguiu extrair a saponina do 

tecido animal no laboratório. Atualmente, o desenvolvimento dessa etapa está sendo iniciada 

com parceria do Instituto de Química/UFG. 

O período de doutorado sanduíche proporcionou grande aprendizado, tanto 

profissional como pessoal. No estágio doutoral foi possível o desenvolvimento de estudos com 

plantas brasileiras e nativas norte americanas, como a water hemlock (Cicuta douglasii) e 
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rayless goldenrod (Isocoma pluriflora). Durante o ano de execução foi desenvolvido atividades 

laboratoriais, com animais de laboratório e de produção e viagens a campo para colheita de 

amostras. Espera-se que o conhecimento adquirido durante o doutorado sanduíche possa ser 

aplicado em futuros projetos no Brasil. 

As pastagens com gramíneas do gênero Brachiaria são de grande importância para 

a pecuária nacional. Apesar dos problemas vistos nos animais com os casos de 

fotossensibilização e prejuízos na produção, os benefícios advindos do seu uso são muitos. A 

melhor caracterização da etiopatogenia da intoxicação permitirá a obtenção do conhecimento 

necessário para que esses prejuízos sejam evitados. 
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Apêndice A. Valores de protosdioscina (%) em amostras colhidas nas pastagens da Fazenda 

Tomé/UFG, submetidas a diferentes tratamentos 

 
 

Pasto 1 Pasto 2 Pasto 3 Pasto 4 

TA FJ 1,67 1,37 1,49 1,38 

 FM 1,41 1,05 0,71 1,06 

 FV 0,40 0,16 0,03 0,08 

 PT 0,73 0,30 0,22 0,24 

E FJ 1,35 1,11 1,31 1,46 

 FM 1,21 1,29 0,80 0,97 

 FV 0,34 0,16 0,04 0,08 

 PT 0,79 0,30 0,27 0,19 

EVF FJ 1,42 1,32 1,05 1,44 

 FM 1,38 1,14 0,89 0,87 

 FV 0,33 0,21 0,06 0,07 

 PT 0,63 0,29 0,32 0,29 

C+TA FJ 1,45 1,14 1,11 1,40 

 FM 1,04 1,10 0,86 0,88 

 FV 0,62 0,17 0,03 0,06 

 PT 0,70 0,31 0,24 0,19 

C+E FJ 1,29 1,08 1,00 1,26 

 FM 1,17 1,01 0,89 1,05 

 FV 0,63 0,21 0,12 0,07 

 PT 0,75 0,25 0,25 0,29 

C+EVF FJ 0,98 1,00 1,03 1,11 

 FM 1,22 0,93 0,93 0,92 

 FV 0,49 0,13 0,07 0,04 

 PT 0,69 0,32 0,25 0,21 

C+TA+E FJ 1,02 1,13 1,13 0,72 

 FM 1,05 0,93 1,02 0,83 

 FV 0,57 0,11 0,04 0,05 

 PT 0,57 0,31 0,30 0,28 

C+TA+EVF FJ 1,24 0,94 1,00 1,19 

 FM 1,24 0,87 0,86 0,86 

 FV 0,64 0,11 0,07 0,06 

 PT 0,66 0,21 0,27 0,25 

FD FJ 0,54 0,49 0,65 0,66 

 FM 0,53 0,51 0,53 0,52 

 FV 0,36 0,12 0,05 0,03 

 PT 0,49 0,15 0,13 0,12 

FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PT: planta toda; TA: temperatura ambiente; EVF: 

estufa de ventilação forçada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: 

congelamento seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilação 

forçada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa; 

C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilação 

forçada; FD: freezer dryer.  
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Apêndice B. Valores de protosdioscina (%) em amostras colhidas nas pastagens da EMBRAPA 

arroz e feijão, submetidas a diferentes tratamentos 

FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PT: planta toda; TA: temperatura ambiente; EVF: 

estufa de ventilação forçada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: 

congelamento seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilação 

forçada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa; 

C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilação 

forçada; FD: freezer dryer.  

 
 

Pasto 1 Pasto 2 Pasto 3 Pasto 4 

TA FJ 1,79 2,20 1,67 1,65 

 FM 1,01 1,32 1,35 1,26 

 FV 0,44 0,36 0,57 0,46 

 PT 1,10 1,21 1,48 1,15 

E FJ 1,82 2,11 1,50 1,50 

 FM 1,07 1,44 1,29 1,20 

 FV 0,58 0,49 0,50 0,48 

 PT 1,03 1,34 0,85 0,94 

EVF FJ 1,78 1,91 1,41 1,58 

 FM 0,94 1,16 1,35 1,22 

 FV 0,87 0,45 0,54 0,56 

 PT 0,91 1,12 1,08 1,21 

C+TA FJ 0,22 0,35 0,74 0,73 

 FM 0,05 0,18 0,49 0,48 

 FV 0,39 0,22 0,24 0,26 

 PT 0,05 0,17 0,37 0,50 

C+E FJ 0,37 0,25 0,79 0,79 

 FM 0,07 0,19 0,46 0,29 

 FV 0,24 0,24 0,24 0,24 

 PT 0,13 0,11 0,37 0,59 

C+EVF FJ 0,44 0,11 0,66 0,83 

 FM 0,11 0,25 0,69 0,69 

 FV 0,26 0,27 0,26 0,29 

 PT 0,23 0,15 0,35 0,33 

C+TA+E FJ 0,26 0,47 0,79 0,87 

 FM 0,06 0,22 0,50 0,33 

 FV 0,27 0,31 0,30 0,24 

 PT 0,08 0,13 0,40 0,45 

C+TA+EVF FJ 0,54 0,44 0,89 1,66 

 FM 0,07 0,23 0,57 0,56 

 FV 0,47 0,28 0,38 0,34 

 PT 0,15 0,21 0,51 0,51 

FD FJ 0,29 0,23 0,41 0,61 

 FM 0,10 0,10 0,25 0,40 

 FV 0,28 0,17 0,12 0,21 

 PT 0,10 0,13 0,33 0,22 
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Apêndice C. Valores de referência calculados para o hemograma de cobaias (Cavia porcellus) 

submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Parâmetros 
Valor de Referência 

Mínimo Máximo Média DP 

Hemácias (106/mm³) 4,41 5,14 4,78 0,37 

Hematócrito (%) 35,53 43,73 39,63 4,10 

Hemoglobina (g/dL) 10,32 13,32 12,12 1,20 

VCM (fl) 79,66 88,72 84,19 4,53 

HCM (pg) 25,02 27,27 26,15 1,12 

CHCM (%) 29,42 31,13 30,28 0,86 

Plaquetas (10³/mm³) 432 654 543 111 

Leucócitos (10³/mm³) 4.645 8.226 5.315 1790 

Neutrófilo (10³/mm³) 324 2.028 862 852 

Eosinófilos (10³/mm³) 19 87 52 34 

Basófilos (10³/mm³) 0 60 18 34 

Linfócitos (10³/mm³) 2829 6.231 4530 1701 

Monócitos (10³/mm³) 121 727 310 303 

 

Apêndice D. – Valores de referência calculados para a bioquímica plasmática de Cavia 

porcellus submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Bioquímica plasmática 
Valor de Referência 

Mínimo Máximo Média DP 

ALT (UI/L) 32,21 69,45 50,83 18,62 

AST (UI/L) 46,25 235,50 140,87 94,63 

GGT (UI/L) 9,38 18,04 13,71 4,33 

ALP (UI/L) 77,04 246,32 161,68 84,64 

Uréia (mg/dL) 47,16 61,20 54,18 7,02 

Creatinina (mg/dL) 0,10 0,31 0,21 0,10 

Glicose (mg/dL) 124,90 190,23 157,56 32,66 

Colesterol (g/dL) 22,12 51,02 36,57 14,45 

HDL (mg/dL) 0,74 4,18 2,46 1,72 

Triglicerídeos (mg/dL) 60,80 120,31 90,56 29,75 

Lactato (UI/L) 26,45 71,80 49,13 22,67 

Colinesterase (UI/L) 3.263 4.985 4.124 861 

Cálcio (mg/dL) 9,02 11,14 10,08 1,06 
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Apêndice E. Valores da atividade da alanino aminotransferase (UI/L) de cobaias (Cavia 

porcellus) submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 32,58 50,95 38,18 68,61 

2 35,55 65,00 52,80 78,77 

3 46,47 13,49 31,85 50,06 

4 55,28 58,67 43,15 46,71 

5 238,10 58,74 31,55 67,09 

6 64,17 42,70 71,91 44,92 

7 90,49 46,70 43,06 85,16 

Média 80,38 48,04 44,64 63,05 

Mediana 55,28 50,95 43,06 67,09 

Desvio Padrão 72,24 17,07 14,09 16,06 

Coeficiente de Variação 0,90 0,36 0,32 0,25 

 

 

 

 

 

 

Apêndice F. Valores da atividade da aspartato aminotransferase (UI/L) de cobaias (Cavia 

porcellus) submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 83,69 68,66 76,95 172,90 

2 42,84 148,50 84,76 53,71 

3 154,20 44,04 64,22 80,49 

4 117,30 231,50 82,02 65,66 

5 PA 103,80 44,03 49,58 

6 325,30 43,43 75,26 115,30 

7 168,00 300,10 45,46 95,55 

Média 272,48 134,29 67,53 90,46 

Mediana 154,20 103,80 75,26 80,49 

Desvio Padrão 339,85 98,98 16,86 43,16 

Coeficiente de Variação 1,25 0,74 0,25 0,48 
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Apêndice G. Valores da atividade plasmática da gama glutamiltransferase (UI/L) de cobaias 

(Cavia porcellus) submetidas à intoxicação experimental subcrônica com 

diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 17,62 16,07 24,78 40,16 

2 PA 12,57 19,76 17,99 

3 11,95 19,51 16,12 20,25 

4 11,52 9,63 18,85 17,78 

5 13,98 22,79 22,23 8,98 

6 6,54 13,24 32,03 20,87 

7 11,35 11,51 15,60 22,16 

Média 12,16 15,05 21,34 21,17 

Mediana 11,74 13,24 19,76 20,25 

Desvio Padrão 3,63 4,69 5,71 9,42 

Coeficiente de Variação 0,30 0,31 0,27 0,45 

 

 

 

 

 

 

Apêndice H. Valores da atividade plasmática da fosfatase alcalina (UI/L) de cobaias (Cavia 

porcellus) submetidas à intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 289,30 134,70 273,50 99,60 

2 437,20 120,10 321,50 116,50 

3 153,60 166,10 160,60 141,30 

4 257,20 106,50 138,00 146,30 

5 287,40 212,90 233,20 210,90 

6 187,70 125,40 112,10 60,81 

7 38,34 22,62 25,68 105,20 

Média 235,82 126,90 180,65 125,80 

Mediana 257,20 125,40 160,60 116,50 

Desvio Padrão 125,57 58,21 101,78 47,12 

Coeficiente de Variação 0,53 0,46 0,56 0,37 
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Apêndice I. Valores de ureia (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 46,85 49,86 48,07 55,36 

2 45,50 63,42 47,82 71,77 

3 47,22 46,32 38,71 45,74 

4 56,20 65,30 56,02 56,29 

5 47,35 56,11 45,04 44,43 

6 60,15 53,14 55,36 60,10 

7 61,53 59,53 49,41 72,12 

Média 52,11 56,24 48,63 57,97 

Mediana 47,35 56,11 48,07 56,29 

Desvio Padrão 6,93 6,99 5,96 11,09 

Coeficiente de Variação 0,13 0,12 0,12 0,19 

 

Apêndice J. Valores de creatinina (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à 

intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 0,12 0,21 0,18 0,26 

2 0,29 0,25 0,27 0,37 

3 0,10 0,06 0,26 0,32 

4 0,37 0,37 0,18 0,22 

5 0,18 0,08 0,25 0,31 

6 0,21 0,15 0,29 0,43 

7 0,49 0,30 0,54 0,28 

Média 0,25 0,20 0,28 0,31 

Mediana 0,21 0,21 0,26 0,31 

Desvio Padrão 0,14 0,11 0,12 0,07 

Coeficiente de Variação 0,56 0,56 0,43 0,22 

 

Apêndice K. Valores de glicose (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 117,80 146,90 186,90 216,50 

2 193,30 137,00 244,60 155,10 

3 141,20 107,90 248,60 158,50 

4 147,00 202,60 214,00 174,20 

5 221,60 143,40 260,20 238,10 

6 176,40 164,80 194,30 230,60 

7 132,40 173,60 184,00 239,70 

Média 161,39 153,74 218,94 201,81 

Mediana 147,00 146,90 214,00 216,50 

Desvio Padrão 37,02 30,11 31,94 37,90 

Coeficiente de Variação 0,23 0,20 0,15 0,19 
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Apêndice L. Valores de colesterol (g/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 31,13 21,84 29,95 52,63 

2 57,73 52,73 31,66 53,87 

3 15,06 25,77 12,85 37,09 

4 22,42 34,89 32,76 35,73 

5 31,37 52,28 14,40 30,69 

6 46,89 22,11 22,71 39,42 

7 42,35 55,40 31,98 16,71 

Média 35,28 37,86 25,19 38,02 

Mediana 31,37 34,89 29,95 37,09 

Desvio Padrão 14,69 15,26 8,59 12,78 

Coeficiente de Variação 0,42 0,40 0,34 0,34 

 

Apêndice M. Valores de HDL (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 8,34 1,30 1,85 2,67 

2 3,90 1,82 0,60 0,61 

3 1,66 1,14 1,79 1,11 

4 0,98 2,95 2,26 1,86 

5 0,63 2,08 2,07 0,63 

6 5,87 0,64 3,07 1,72 

7 4,18 4,82 2,94 1,90 

Média 3,65 2,11 2,08 1,50 

Mediana 3,90 1,82 2,07 1,72 

Desvio Padrão 2,81 1,41 0,82 0,75 

Coeficiente de Variação 0,77 0,67 0,40 0,50 

 

Apêndice N. Valores triglicerídeos (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à 

intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 68,74 108,80 160,00 166,60 

2 108,60 74,02 102,50 188,80 

3 55,33 48,83 79,12 77,98 

4 106,20 127,20 146,30 115,70 

5 102,80 130,50 66,01 107,30 

6 60,16 54,54 89,07 125,10 

7 91,97 130,10 139,60 154,20 

Média 84,83 96,28 111,80 133,67 

Mediana 91,97 108,80 102,50 125,10 

Desvio Padrão 22,85 36,32 36,64 38,16 

Coeficiente de Variação 0,27 0,38 0,33 0,29 



 67 

 

 

 

Apêndice O. Valores de lactato (UI/L) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 58,76 75,09 83,97 114,50 

2 74,74 24,02 55,15 66,77 

3 39,34 87,60 51,25 75,39 

4 54,67 35,32 39,16 72,60 

5 34,24 72,55 48,12 78,83 

6 12,32 42,88 45,28 64,69 

7 23,52 52,71 40,20 51,05 

Média 42,51 55,74 51,88 74,83 

Mediana 39,34 52,71 48,12 72,60 

Desvio Padrão 21,61 23,34 15,26 19,70 

Coeficiente de Variação 0,51 0,42 0,29 0,26 

 

 

 

 

 

 

Apêndice P. Valores de colinesterase (UI/L) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à 

intoxicação experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 4191,00 4506,00 3288,00 3809,00 

2 3608,00 4757,00 4471,00 4450,00 

3 3850,00 4521,00 5837,00 4591,00 

4 4768,00 3876,00 6197,00 3699,00 

5 4902,00 6378,00 6030,00 4063,00 

6 4853,00 4893,00 4960,00 3602,00 

7 2414,00 2475,00 2449,00 4780,00 

Média 4083,71 4486,57 4747,43 4142,00 

Mediana 4191,00 4521,00 4960,00 4063,00 

Desvio Padrão 895,36 1171,65 1441,51 466,99 

Coeficiente de Variação 0,22 0,26 0,30 0,11 
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Apêndice Q. Valores de cálcio (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina 

Animal 

Momento 0 Momento 30 

Controle Tratado Controle Tratado 

1 9,42 11,79 13,63 11,99 

2 PA 9,06 12,05 10,67 

3 9,48 10,21 12,29 10,31 

4 10,90 9,14 12,51 11,92 

5 8,53 10,33 13,16 11,36 

6 11,59 9,03 13,17 12,88 

7 10,35 11,17 12,14 14,56 

Média 10,05 10,10 12,71 11,96 

Mediana 9,92 10,21 12,51 11,92 

Desvio Padrão 1,12 1,10 0,61 1,44 

Coeficiente de Variação 0,11 0,11 0,05 0,12 

PA: perda amostral 
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Apêndice R. Valores de eritograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina, grupo controle no momento 0 e 

momento 30 

Momento 0 

Animais 
HEM 

(106/mm3) 
HB 

(g/dL) 

HT  

(%) 

VCM  

(fl) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(%) 
PLT 

(103/mm3) 

1 5,31 11,70 40,70 76,70 22,00 28,70 741,00 

2 5,42 13,70 42,30 78,20 24,30 31,20 735,00 

3 4,31 10,60 35,70 82,90 25,20 30,50 524,00 

4 4,36 11,90 40,50 92,80 27,20 29,30 518,00 

5 3,61 9,90 28,60 79,30 27,40 34,60 639,00 

6 4,43 11,00 36,90 83,40 24,80 29,80 371,00 

7 4,62 11,80 39,80 86,20 25,50 29,60 624,00 

Média 4,58 11,51 37,79 82,79 25,20 30,53 593,14 

Mediana 4,43 11,70 39,80 82,90 25,20 29,80 624,00 

DP 0,62 1,21 4,65 5,52 1,83 1,97 132,17 

CV 0,14 0,10 0,12 0,07 0,07 0,06 0,22 

Momento 30 

Animais 
HEM 

(106/mm3) 
HB 

(g/dL) 

HT  

(%) 

VCM  

(fl) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(%) 
PLT 

(103/mm3) 

1 5,03 12,40 42,70 84,90 24,60 29,00 450,00 

2 4,25 11,70 39,60 93,20 27,50 29,50 534,00 

3 4,88 12,20 43,90 40,10 25,00 27,70 711,00 

4 4,92 13,80 46,50 94,70 28,00 29,60 669,00 

5 4,58 10,80 37,00 80,80 23,50 29,10 552,00 

6 4,84 12,70 37,00 89,30 26,20 29,30 266,00 

7 5,23 14,20 45,60 90,20 27,10 30,10 357,00 

Média 4,82 12,54 41,76 81,89 25,99 29,19 505,57 

Mediana 4,88 12,40 42,70 89,30 26,20 29,30 534,00 

DP 0,32 1,17 3,93 19,03 1,67 0,75 160,43 

CV 0,07 0,09 0,09 0,23 0,06 0,03 0,32 

HEM: hemácias; HB: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina 

corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média; PLT: plaquetas; 

DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 
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Apêndice S. Valores de hemograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina, grupo tratado no momento 0 e 

momento 30 

Momento 0 

Animais 
HEM 

(106/mm3) 
HB 

(g/dL) 

HT  

(%) 

VCM  

(fl) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(%) 
PLT 

(103/mm3) 

1 5,06 13,80 45,40 49,90 27,20 30,30 510,00 

2 4,53 11,90 39,60 87,60 26,70 30,00 523,00 

3 5,17 14,20 45,00 87,10 27,40 31,50 510,00 

4 4,59 12,50 40,00 87,30 27,20 31,20 501,00 

5 4,93 12,30 39,80 80,80 24,90 30,90 531,00 

6 4,74 12,20 41,20 87,00 25,70 29,60 512,00 

7 4,62 12,20 39,30 85,20 26,40 31,00 362,00 

Média 4,81 12,73 41,47 80,70 26,50 30,64 492,71 

Mediana 4,74 12,30 40,00 87,00 26,70 30,90 510,00 

DP 0,25 0,89 2,62 13,79 0,92 0,69 58,46 

CV 0,05 0,07 0,06 0,17 0,03 0,02 0,12 

Momento 30 

Animais 
HEM 

(106/mm3) 
HB 

(g/dL) 

HT  

(%) 

VCM  

(fl) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(%) 
PLT 

(103/mm3) 

1 5,46 14,70 47,90 87,90 26,90 30,60 276,00 

2 4,82 13,30 44,00 91,30 27,50 30,20 609,00 

3 5,21 14,70 47,90 92,00 28,20 30,60 332,00 

4 4,81 13,40 44,30 92,10 27,80 30,20 549,00 

5 5,32 15,00 44,80 84,30 28,10 33,40 393,00 

6 4,68 12,60 41,40 88,60 26,90 30,40 547,00 

7 4,97 13,30 45,60 91,90 26,70 29,10 437,00 

Média 5,04 13,86 45,13 89,73 27,44 30,64 449,00 

Mediana 4,97 13,40 44,80 91,30 27,50 30,40 437,00 

DP 0,29 0,93 2,29 2,95 0,62 1,32 123,90 

CV 0,06 0,07 0,05 0,03 0,02 0,04 0,28 

HEM: hemácias; HB: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina 

corpuscular média; CHCM: concentração de hemoglobina corpuscular média; PLT: plaquetas; 

DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 
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Apêndice T. Valores do leucograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina, no grupo controle no momento 0 e 

momento 30 

Momento 0 

Animais 
Leu 

(103/mm3) 
Neu 

(103/mm3) 
Eos 

(103/mm3) 
Bas 

(103/mm3) 
Linf 

(103/mm3) 
KC 

(103/mm3) 
Mon 

(103/mm3) 

1 6700 2613 67 0 3283 0 737 

2 6900 345 0 0 5520 0 1035 

3 8500 680 85 85 7140 0 510 

4 5900 944 0 0 4838 0 118 

5 8700 2349 87 0 5220 0 1044 

6 6600 594 66 0 5676 0 264 

7 8500 765 255 0 7225 0 255 

Média 7400 1184 80 12 5557 0 566 

Mediana 6900 765 67 0 5520 0 510 

DP 1136 907 86 32 1360 0 381 

CV 0,15 0,77 1,07 2,65 0,24 0 0,67 

Momento 30 

Animais 
Leu 

(103/mm3) 
Neu 

(103/mm3) 
Eos 

(103/mm3) 
Bas 

(103/mm3) 
Linf 

(103/mm3) 
KC 

(103/mm3) 
Mon 

(103/mm3) 

1 9000 270 0 0 7470 0 1260 

2 10800 216 0 0 9612 0 972 

3 9000 1980 90 0 6660 0 270 

4 7400 2294 74 0 4810 0 222 

5 10300 1442 206 103 8446 0 103 

6 7000 140 0 0 6580 0 280 

7 8700 522 696 0 7308 0 174 

Média 8886 981 152 15 7269 0 469 

Mediana 9000 522 74 0 7308 0 270 

DP 1384 908 251 39 1517 0 454 

CV 0,16 0,93 1,65 2,65 0,21 0 0,97 

Leu: leucócitos totais; Neu: Netrófilo; Eso: eosinófilos; Bas: basófilos; Linf: linfócitos; KC: 

Kurloff cells; Mon: monócitos; DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 
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Apêndice U. Valores do leucograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas à intoxicação 

experimental subcrônica com diosgenina, no grupo tratado no momento 0 e 

momento 30 

Momento 0 

Animais 
Leu 

(103/mm3) 
Neu 

(103/mm3) 
Eos 

(103/mm3) 
Bas 

(103/mm3) 
Linf 

(103/mm3) 
KC 

(103/mm3) 
Mon 

(103/mm3) 

1 5200 2236 52 52 2548 52 260 

2 4000 2120 40 40 1560 0 240 

3 9000 4140 90 90 4140 90 450 

4 5900 1357 59 59 4130 0 295 

5 5100 306 51 0 4437 0 306 

6 6000 360 0 0 5400 0 240 

7 3100 620 93 31 2077 93 186 

Média 5471 1591 55 39 3470 34 282 

Mediana 5200 1357 52 40 4130 0 260 

DP 1867 1376 32 32 1413 44 84 

CV 0,34 0,86 0,57 0,83 0,41 1,31 0,30 

Momento 30 

Animais 
Leu 

(103/mm3) 
Neu 

(103/mm3) 
Eos 

(103/mm3) 
Bas 

(103/mm3) 
Linf 

(103/mm3) 
KC 

(103/mm3) 
Mon 

(103/mm3) 

1 7600 1140 76 0 5776 76 532 

2 11000 4290 220 0 6050 0 440 

3 8100 162 81 0 7695 0 162 

4 12000 1320 120 0 9840 0 720 

5 9700 1940 194 0 7081 0 485 

6 12000 2760 120 0 8520 0 600 

7 9600 480 0 0 8736 0 384 

Média 10000 1727 116 0 7671 11 475 

Mediana 9700 1320 120 0 7695 0 485 

DP 1762 1426 74 0 1479 29 176 

CV 0,18 0,83 0,64 0 0,19 2,65 0,37 

Leu: leucócitos totais; Neu: neutrófilo; Eso: eosinófilos; Bas: basófilos; Linf: linfócitos; KC: 

Kurloff cells; Mon: monócitos; DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação. 
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Anexo A. Aprovação do Comite de Ética no Uso de Animais 
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Anexo B. Aprovação do Comite de Ética no Uso de Animais 
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