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1 INTRODUCAO

As espécies de braquidrias sdo difundidas forrageiras de regibes tropicais do
mundo como na Africa, Asia, Australia, além da América do Sul. Sdo originarias da
Africa Tropical e adaptaram-se bem nos tropicos umidos. A Brachiaria decumbens foi
introduzida pela primeira vez no Brasil em 1952 pelo Instituto de Pesquisas
Experimentais Agropecuarias do Norte (IPEAN), pertencente ao Ministério da
Agricultura, e o seu plantio geralmente era feito por estolhos (B. d. IPEAN). Esta
limitacdo de plantio foi contornada a partir de 1972 pela importacdo, da Austrélia, de
sementes de Brachiaria decumbens cv. Basilisk de alto poder germinativo, mas
problemas de fotossensibilizagdo foram relatados em pastagens formadas com essas
sementes (Nobre & Andrade 1976).

No cerrado brasileiro hd, aproximadamente, 51 milhdes de hectares de
Brachiaria spp., principalmente Brachiaria brizantha (30 milhdes de hectares),
Brachiaria decumbens (15 milhdes de hectares), Brachiaria humidicola e outras (seis
milhdes de hectares) (Macedo 2005).

Foram relatados numerosos surtos de fotossensibilizagdo em ruminantes em
pastagens do cultivar Basilisk, ap6s sua introducdo, sugerindo que esta planta fosse
eventualmente toxica, a ponto de discutir-se sua viabilidade no pais, diante dos
prejuizos. A facil difusdo e a alta capacidade de produgdo de massa verde, em solos
pobres, tornaram esta graminea de grande importncia econdmica para a pecuéria
brasileira, suplantando a desvantagem de causar fotossensibilizagdo em ruminantes no

cerrado (Driemeier et al. 1999).

2 OBJETIVO
O presente trabalho teve por objetivo descrever o quadro clinico, patoldgico e a
importancia da avaliacdo bioquimica sérica na intoxicacdo experimental por B.
decumbens em ovinos confinados em diferentes épocas do ano em Dourados, Mato

Grosso do Sul.



3 FOTOSSENSIBILIZACAO

3.1 Conceito

O termo fotossensibilizacdo refere-se a acentuacdo da susceptibilidade das
camadas superficiais da pele a luz solar, pela presenca local de agentes fotodinamicos,
0s quais apresentam uma configuracdo quimica que é capaz de absorver determinados
comprimentos de onda de luz ultravioleta (Riet-Correa et al. 2007).

Pode ser classificada de acordo com a origem do agente fotodindmico em
priméria, hepatdgena e porfiria congénita. A forma priméria é a doenca onde o agente
fotodindmico pré-formado é ingerido, absorvido para o sangue e depositado nos tecidos.
Ammi majus e Froelichia humboldtiana sdo exemplos de plantas que possuem
substancias fotodindmicas pré-formadas que causam a doenca. A forma hepatogena é
causada por danos hepaticos que culminam com liberacdo da substancia fotodindmica
filoeritrina, produto de degradacdo da clorofila pela microflora do trato gastrointestinal
de herbivoros, na circulagdo periférica que resulta no problema (Rowe 1989, Carlton &
McGavin 1998). Podem ser citadas como exemplos de plantas que causam esta forma a
Brachiaria spp., Panicum spp., Enterolobium spp. (Riet-Correa et al. 2007) e
Narthecium ossifragum (Laksesvela & Dishington 1983, Miles et al. 1993). A forma
porfiria congénita é um distdrbio metabdlico, geralmente de origem hereditéaria, que
ocorre em Vérias espécies e resulta em sintese anormal e acimulo de pigmentos
enddgenos ou porfirias, que sdo por si mesmas, fotodindmicas (Carlton & McGavin
1998, Riet-Corre et al. 2007).

A intoxicagdo por B. decumbens ocorre em bovinos (Nobre & Andrade 1976,
Opasina 1985, Abdullah et al. 1989, Rowe 1989, Lemos et al. 1996a, Lemos et al.
1996¢, Lemos et al. 1997, Driemeier et al. 1998, Driemeier et al. 1999), ovinos
(Graydon et al. 1991, Abdullah et al. 1992, Lajis et al. 1993, Lemos et al. 1996b,
Abdullah & Rajion 1997, Lemos et al. 2008, Cruz et al. 2000, Driemeier et al. 2002,
Brum et al. 2007), caprinos ( Opasina 1985, Lemos et al. 1998), bubalinos (Rozza et al.
2004, Riet-Correa et al. 2007) e eqlinos (Barbosa et al. 2006), e se caracteriza por
quadro de fotossensibilizacdo hepatogena, apresentando como principio tdxico
saponinas esteroidais (Abdullah & Rajion 1997, Cruz et al. 2000).



3.2 Epidemiologia

Riet-Correa et al. (2007) relatam que a intoxicagdo por B. decumbens pode
ocorrer em qualquer época do ano mas outros estudos (Mendonga et al. 2008, Santos
Junior et al. 2008) evidenciaram que o contetdo de saponinas esteroidais em Brachiaria
spp. e, consequentemente sua toxicidade, € maior na fase de queda de sementes do que
em outras fases (Brum et al. 2004). Souza et al. (2006) relatam sobre o isolamento de
protodioscina de B. decumbens e B. brizantha e seu teor conforme a precipitagéo
pluviométrica em época de chuva e seca nas pastagens da regido Centro-Oeste brasileira
e concluiram que os isdmeros de protodioscina nas folhas das forrageiras indicaram
maior concentragcdo no periodo das chuvas, quando as folhas estdo mais verdes, onde
encontram-se 0 maior nimero de casos de fotossensibilizagéo, em relagéo ao periodo da
seca.

Albernaz et al. (2008) relatam surto em ovinos na época da seca, mas também
relatam no mesmo trabalho maior incidéncia de animais acometidos na época de
brotagéo, semelhante ao de Santos Junior et al. (2008) dizendo que, embora a planta seja
toxica para ovinos em qualquer época de seu desenvolvimento, possui maior toxicidade
aos 15 dias de crescimento, coincidindo com o periodo de brotagéo intensa.

Os animais mais jovens ou recém-desmamados apresentam maior
susceptibilidade do que os adultos (Albernaz et al. 2008, Santos et al. 2008), os ovinos
s80 mais susceptiveis que 0s bovinos & intoxicagdo e a espécie ovina de qualquer idade
pode estar sujeita ao problema (Lemos et al. 1996b, Santos et al. 2008). Ha relatos de
que animais que tém contato com a B. decumbens pela primeira vez sdo mais
susceptiveis, ndo havendo estudos que demonstrem a existéncia de animais mais
resistentes por mecanismos de adaptacdo ou se ocorre algum tipo de sele¢éo natural dos
mais resistentes (Riet-Correa et al. 2007).

Né&o existem estudos sistematizados sobre a intoxicagdo em ovinos no Brasil. Os
relatos de intoxicagéo espontanea referem-se a situagdes pontuais de surtos.

Riet-Correa et al. (2007) relatam que a morbidade é bastante varidvel e a
mortalidade, normalmente, é baixa, mas podem ocorrer perdas expressivas. Em
experimento realizado por Santos Junior et al. (2008) ocorreram morbidade de 80% e
mortalidade de 42,86%, enquanto Albernaz et al. (2008) relatam sobre morbidade de
62,5% e mortalidade de 52%.



Lemos et al. (1996¢) descrevem dois surtos onde o primeiro, em um rebanho de
120 ovinos, 50 adoeceram e dentre estes 30 morreram, enquanto no outro surto, em um
rebanho de 40 animais apenas um adoeceu.

Brum et al. (2007) descrevem surto de intoxicagdo em rebanho de 28 ovinos em
que a morbidade foi de 28,57% e a mortalidade de 75%, onde os animais mais afetados

foram os jovens, enfatizando a categoria mais afetada.

3.3 Etiopatogenia

A fotossensibilizagdo por espécies de Brachiaria em bovinos e ovinos foram
inicialmente atribuidos a niveis considerados tdxicos de esporos de Pithomyces
chartarum, produtores da micotoxina esporidesmina, na pastagem (Camargo et al.
1976). Esta postulacdo tem sido questionada desde a década de 70 com a chegada da B.
decumbens Australiana (B.d.A) onde Nobre e Andrade (1976) relatam a ocorréncia de
fotossensibilizacdo apenas nesta variedade da forrageira e, em pastagens contendo o
fungo, ndo foi constatado o problema. Andrade et al. (1978) levantam a hipdtese de
participacdo da graminea no desenvolvimento da fotossensibilizagdo e Opasina (1985)
ndo isolou o fungo de pastagens em que haviam animais com fotossensibilizacéo.
Graydon et al. (1991) relatam sobre colangiopatia associada a presenca de cristais
birrefringentes no figado de animais intoxicados por B. decumbens sem isolamento do
fungo nestas pastagens e outros autores relatam sobre achados de fatores anti-
nutricionais chamados saponinas esteroidais no liquido ruminal de animais intoxicados
com B. decumbens (Abdullah & Rajion 1997).

Estudos mostram que a fotossensibilizacdo por B. decumbens, é semelhante a
causada por Panicum spp. (Bridges et al. 1987 , Rowe 1989), Tribulus terrestris
(Glastombury et al. 1984, Rowe 1989), Agave lecheguilla (Camp et al. 1988) e
Narthecium ossifragum (Miles et al. 1993) gracas & presenca de saponinas esteroidais
que levam & deposicdo de materiais cristal6ides no sistema biliar e desencadeiam a
fotossensibilizacéo (Cruz et al. 2000).

Saponinas esteroidais sdo glicosideos que quando sofrem hidrdlise, produzem
acUcares e sapogeninas. Apresentam nudcleo tipo furostandlico ou espirostanolico, que
contém uma ou Vvarias cadeias de aglUcares e esses agucares ddo origem & parte
hidrofilica das saponinas. A parte lipofilica das saponinas é denominada sapogenina ou
aglicona e essa estrutura permite que quando em solucéo aquosa seja produzida espuma

persistente e abundante (Santos et al. 2008). Uma molécula de acucar est4 ligada ao



grupo hidroxilico no 4tomo C2 de ambas as saponinas espirostandlicas e furostandlicas.
Em adic&o, a saponina furostandlica possui uma unidade de agucar ligada ao 4tomo C26
do nucleo espirostanélico, diferenciando-as e, ao contrario da saponina espirostandlica,
outra diferenca é que a saponina furostandlica ndo possui atividade hemolitica
(Patamalai et al. 1990)

As saponinas de Brachiaria decumbens sdo derivadas das sapogeninas
diosgenina (25R), yamogenina (25S) (Meagher et al. 1996, Cruz et al. 2000) e
protodioscina (Haraguchi et al. 2003), que apds passarem pelo metabolismo no trato
gastrointestinal dos animais, vdo resultar nas sapogeninas epismilagenina e
episarsasapogenina, respectivamente, que sdo as responsaveis pela formacédo dos cristais
biliares. O mecanismo provével de formacéo dos cristais biliares envolve a hidrélise dos
acUcares da saponina pelo metabolismo ruminal, seguida pela reducdo da dupla ligagéo
(C5 - C6); depois epimerizagdo do radical 3-B-OH para 3-a-OH e, finalmente, ocorre a
conjugacdo com o acido glicurbnico. Os glicuronideos de epismilagenina e
episarsasapogenina se ligam com ions célcio e formam sais insolUveis que se depositam
nos ductos biliares na forma de cristais (Miles et al. 1991, Miles et al. 1994, Santos et
al. 2008). Os cristais causam inflamac&o e obstrugdo do sistema biliar, além de necrose
dos hepatocitos periportais resultando em ictericia, fotossensibilizacdo e hepatite.
Encontram-se, também, cristais nos hepatocitos, células de Kupffer e células dos
tibulos renais (Santos et al. 2008). O material cristaldide pode causar
fotossensibilizacdo e ictericia pelo blogueio fisico ao fluxo da bile, ou os metabdlitos
das saponinas podem causar colestase (fluxo canalicular de bile reduzido) especifica
(Carlton & Mcgavin 1998, Santos et al. 2008).

Meagher et al. (1996) e Lajis et al. (1993) relatam sobre a presenca de
diosgenina e yamogenina na B. decumbens em surtos de fotossensibilizagdo e
detectaram epismilagenina e episarsasapogenina no rimen de ovinos que ingeriram a
forrageira, indicando que o metabolismo das saponinas desta planta pela microflora
ruminal esta presente na formacdo dos cristais biliares.

Brum et al. (2007) relataram um surto de fotossensibilizacdo hepat6gena em
ovinos mantidos em pastagem de B. decumbens, onde amostras da pastagem
apresentaram 2,36% de protodioscina e nenhum esporo de Pithomyces chartarum foi
encontrado. O surto ocorreu em novembro, época em que a pastagem encontrava-se

verde. Em um pasto de B. decumbens vizinho com quantidades maiores de folhas secas,



onde havia bovinos que ndo desenvolveram fotossensibilizagdo, o nivel encontrado de

protodioscina foi de 1,63%.

3.4 Caracteristicas clinicas

A literatura descreve que os sinais clinicos de fotossensibilizacdo por B.
decumbens podem surgir ap6s periodos variaveis de ingestdo como 05 dias (Brum et al.
2007), 10 dias (Opasina 1985, Abdullah & Rajion 1997), 14 dias (Albernaz et al. 2008)
e 21 dias (Graydon et al. 1991). A doenca apresenta-se como uma dermatite
caracterizada por edema de face e orelhas evoluindo para formag&o de crostas ao redor
dos olhos e orelhas (Abdullah et al. 1989, Graydon et al. 1991, Lemos et al. 1996b,
Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonca et al. 2008) associadas a ictericia
(Abdullah & Rajion 1997). Apds um periodo de exposi¢do ao sol, 0s animais também
apresentam inquietacdo, balangam a cabeca e as orelhas, esfregam ou cogam as areas
afetadas (prurido) em objetos e procuram a sombra (fotofobia) (Santos Junior et al.
2008).

As lesdes de pele iniciam com eritema, seguido de edema, fobia e dor. Ocorre
espessamento das partes afetadas da pele, com presenga de exsudato e formacgdo de
crostas, resultando em necrose e gangrena seca, deixando a pele lesada com aspecto de
casca de arvore que, finalmente, se desprende. A ictericia observada pode variar de
ausente (Santos Junior et al. 2008), moderada (Brum et al. 2007) a generalizada
(Albernaz et al. 2008). Os animais afetados podem apresentar desidratacdo (Opasina
1985), anorexia, depressdo, focinho seco, secre¢do ocular e nasal (Mendonca et al.
2008, Brum et al. 2007), e permanecerem separados do rebanho ou ndo (Rowe 1989,
Brum et al. 2007).

Sdo relatados aumentos da atividade sérica das enzimas GGT
(gamaglutamiltransferase) (Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonga et al.
2008, Santos Junior et al. 2008), AST (aspartato aminotransferase) (Santos Junior et al.
2008) e elevagdes dos niveis séricos de bilirrubina (Brum et al. 2007, Albernaz et al.
2008, Mendonca et al. 2008, Santos Junior et al. 2008).

A AST ¢ encontrada principalmente no figado, nos eritrocitos e nos musculos
esquelético e cardiaco, portanto ela ndo é uma enzima hepato-especifica. E considerada
uma enzima de extravasamento e 0 aumento de sua atividade sérica pode ter como causa
a necrose e lesdo sub letal de hepatécitos e de células musculares (Meyer et al. 1995,

Kerr 2003, Thrall et al. 2006). Normalmente é utilizada para avaliar lesdo muscular em



conjunto com creatina fosfocinase (CK) e lactato desidrogenase. Em ruminantes e
equinos, devido a suas altas concentrages no figado, é usada também para investigar
doengas hepéticas (Kerr 2003), porém ndo é especifica para o diagnostico das
hepatopatias (Santos et al. 2008).

A GGT ¢é uma enzima de inducéo por estar presente nas membranas celulares e a
elevacdo de sua atividade envolve o aumento da sua producdo por células que
normalmente a produzem em menor quantidade devido a um estimulo que resulta em
sua maior liberagio pelas mesmas. E sintetizada por quase todos os tecidos do corpo,
em especial no pancreas e rim, mas sua producéo acaba sendo eliminada junto ao suco
pancredtico e urina, respectivamente, ndo havendo importancia para diagndstico
sanguliineo destes drgdos. Sendo assim, a maior parte da GGT sérica é oriunda do figado
(Thrall et al. 2006).

Em ruminantes, assim como em outras espécies, 0 aumento da atividade de GGT
ocorre apds colestase, por ser uma enzima originaria das membranas dos canaliculos e
ductos biliares (Santos et al. 2008). Esta elevacdo de sua atividade sérica pode ocorrer
por maior producéo da enzima e por solubilizacdo da GGT aderida & membrana celular.
Nesta Ultima condicéo, ocorre inducdo pela agdo detergente dos &cidos biliares que ndo
foram excretados normalmente pelos ductos biliares no intestino (Thrall et al. 2006).

Bilirrubina é um subproduto da degradacdo metabodlica, pelos macrdéfagos, da
hemoglobina (molécula heme) dos eritrocitos envelhecidos (Meyer et al. 1995, Kerr
2003) e, em menor grau, do metabolismo de outros compostos que contém porfirina.
Em sua forma inicial, ndo é solivel em agua; por isso, quando esta no plasma, encontra-
se ligada & albumina (Kerr 2003). Pode ser classificada em bilirrubina ndo conjugada ou
indireta e bilirrubina conjugada ou direta (Thrall et al. 2006, Santos et al. 2008).

A bilirrubina indireta é proveniente da destruigdo de eritrocitos com liberacéo e
metabolizacdo da hemoglobina até se transformar em bilirrubina e a elevagdo de seus
niveis séricos esta normalmente ligada ao maior grau de hemolise. A elevacdo dos
niveis sericos de bilirrubina direta esta relacionada ao distlrbio do fluxo biliar podendo
ser intra ou extra-hepatico e geralmente se deve a obstrucdo do sistema biliar. Tal
obstrucéo provoca colestase e acimulo de bile no sistema biliar (espessamento da bile).
Pode estar associada & inflamacdo ou neoplasia do sistema biliar e resulta em
regurgitacdo de bilirrubina conjugada ao sangue. Doengas hepéticas que comprometem

mais o0 parénquima que o sistema biliar também pode causar colestase. Nessas doencas,



a tumefacdo de hepatdcitos provoca obstrucdo de pequenos canaliculos biliares e
impedem o fluxo normal (Thrall et al. 2006).

N& foram encontrados trabalhos que utilizassem a ALT (alanina
aminotransferase) na avaliacdo bioquimica. Esta enzima ocorre em tecidos com
metabolismo de aminoéacidos ativo, como o figado, rins, musculo esquelético e
miocardio e, em geral, a ALT pode ser considerada uma enzima indicadora de lesdo
hepatica em primatas, cdes, gatos, coelhos e ratos. No entanto, em suinos, equinos,
bovinos, ovinos e caprinos, tem pouco valor diagndstico, uma vez que é encontrada em
concentragBes muito baixas no figado destas espécies (Thrall et al. 2006, Santos et al.
2008). A FA (fosfatase alcalina) é citada na literatura (Riet-Correa et al. 2006), mas em
equinos e ruminantes, a limitada faixa de normalidade da atividade sérica de GGT torna
mais valiosa a determinacéo de tal enzima (é mais sensivel e especifica) do que a FA em
diagndstico de colestase. Outros testes como SDH (sorbitol desidrogenase) e GLDH
(glutamato desidrogenase) podem ser usados para deteccdo de lesdo de hepatdcitos em
ruminantes, mas apesar de serem mais hepato-especificas que a AST, ndo ha testes
comerciais dessas enzimas facilmente disponiveis no mercado como para AST (Thrall
et al. 2006).

3.5 Achados de necropsia e histopatologia

Nos achados de necropsia além de lesdes de pele e opacidade de cornea (Brum e
al. 2007, Opasina 1985), o figado pode estar amarelado e aumentado de volume
(Opasina 1985, Lemos et al.1996c), sendo que podem ser observadas em casos mais
cronicos, extensas areas de fibrose. A vesicula biliar pode se apresentar distendida e
com bile viscosa e espessa (Abdullah et al. 1989, Brum et al. 2007, Opasina 1985), os
rins podem estar escurecidos e a urina também pode estar com coloragdo escura e
acastanhada (Driemeier et al. 2002). Diversos graus de ictericia podem ser observados
no tecido subcutaneo, tecido adiposo mesentérico e do omento, além de membranas
mucosas e serosas (Mendonca et al. 2008, Graydon et al. 1991).

Microscopicamente as principais alteracdes sdo observadas no figado e se
caracterizam pela tumefacdo e necrose difusa de hepatdcitos (Abdullah et al. 1989,
Santos Junior et al. 2008), presenca de cristais birrefringentes, opticamente ativos na luz
de ductos biliares, associados a colangite e pericolangite, nos espacos periportais, e
proliferacdo das vias biliares (Cruz et al. 2000, Driemeier et al. 2002, Brum et al. 2007,

Mendonca et al. 2008). Em casos mais cronicos pode haver proliferacdo de tecido



fibroso principalmente na regido periportal (Albernaz et al. 2008). Também sdo
observadas células gigantes multinucleadas com citoplasma espumoso que tém
tendéncia a se agruparem, distribuidas aleatoriamente no parénquima hepético, porém
mais freqlientes nas proximidades das veias centrolobulares, além de poderem estar
presentes nos linfonodos hepaticos e mesentéricos (Lemos et al. 1996b, Driemeier et al.
2002, Brum et al. 2007).

3.6 Diagnostico e diferencial

O diagndstico € realizado pela observacdo dos sinais clinicos e da patologia, e,
principalmente, pelos dados epidemiolégicos (Riet-Corre et al. 2007). A restricdo das
lesGes tipicas a pele despigmentada ou desprovida de pélo ou 1& junto com reagdes a luz
solar (Carlton & Mcgavin 1998), assim como a busca por sombreamento séo suficientes
para um diagnostico presuntivo de fotossensibilizacdo. E importante a realizacdo da
correlacdo com o agente etioldgico pela presenca da graminea (Brachiaria spp), sem a
presenca de outras plantas toxicas fotossensibilizantes e deve ser feito o diagndstico
diferencial com doencas que cursam com ictericia em ovinos, como a intoxicagdo por
cobre (Riet-Correa et al. 2007).

3.7 Tratamento

O tratamento da fotossensibilizagéo é sintomético e inclui a colocacéo do animal
na sombra, o controle da infeccdo secundéria, a remocdo dos animais da forrageira, a
manutencdo do estado de hidratacdo, o acesso a eletrolitos e a administragdo de
antiinflamatorios ndo-esterdides e antibidticos nos casos graves (Pugh 2004). Além
disso, os animais afetados podem ser tratados com protetores hepéticos (soro glicosado,

compostos a base de metionina, etc.) (Riet-Correa et al. 2007).

3.8 Controle e profilaxia

A fotossensibilizagdo pode ser evitada pelo manejo correto da pastagem e pela
disponibilidade de &reas sombreadas (Pugh 2004).

No caso de B. decumbens a medida mais eficaz é a ndo utilizacdo dessa

pastagem para ovinos e bovinos jovens (Riet-Correa et al. 2007).
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ABSTRACT - An experimental study of intoxication by Brachiairia decumbens was
performed in confined sheep receiving only this foraging as source of food. The animals
were evaluated in 3 periods of the year, lasting 60 days each analyzing their clinical
state and blood samples to measure the enzymatic activity of GGT (gama
glutamyltransferase), AST (aspartate aminotransferase) and the seric levels of BD
(direct bilirrubin) with the purpose of evaluating the importance and usefulness in the
diagnosis of hepatogenous photosensitization caused by this plant, resides the report of
clinics signs, necropsy and histophatologic finds. Of 24 confined animals, five died in
the first period, four in the second and two in the third being main clinic signs anorexia,
jaundice, photophobia and two cases of light dermatitis, besides dehydration and
aphaty. In the necropsy finds were verified generalized jaundice, stretched and crammed
gall bladder, evident lobular pattern, corneal opacity. The microscope changes were
more significant in the liver with bilestasis, swelling and vacuolation of hepatocytes,
foammy macrophages, bile duct proliferation, infiltration of mononuclear inflammatory
cells, signs which varied in their severity according to the time after the ingestion of the
plant. The finds were characteristic to hepatogenous photosensitization by Brachiaria
decumbens in the studied period and in the consume quantities, even when the animals
did not present dermatophaty, mainly by the presence of photophobia. The results of the
seric analyses demonstrated indication of increase in its activities during the
intoxication process with strong relation between GGT, BD and sheep deaths, with
arising of elevation of the GGT activity, in average 11 days before the verification of
clinic signs, validating its preventive diagnostic importance. The BD had elevation in
periods really close to clinic signs and the AST had inconsistent results. Thirteen
animals not present clinic signs despite being verified significant elevation in levels of
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seric enzymes in question, suggesting the existence of tolerant/resistant individuals in
the established interval.

The experimental model was adequate in the characterization of intoxication of sheep’s
by B. decumbens, offering data to perform new researches.

INDEX TERMS: Brachiaria decumbens, photosensitization, sheep, pathology.

RESUMO - Foi realizado estudo experimental de intoxicagdo por Brachiaria
decumbens em ovinos confinados recebendo apenas esta forrageira como fonte
alimentar. Os animais foram avaliados em trés periodos do ano, com duracdo de 60 dias
cada, analisando seus estados clinicos e amostras de sangue para mensuracdo da
atividade das enzimas séricas GGT (gama glutamiltransferase), AST (aspartato
aminotransferase) e dos niveis séricos de BD (bilirrubina direta) com o objetivo de
avaliar sua importancia e utilidade no diagnostico de fotossensibilizacdo hepatdgena
causada por esta planta, além de relatos dos sinais clinicos, achados de necropsia e
histopatolégicos. De vinte e quatro animais confinados, cinco morreram no primeiro
periodo, quatro no segundo e dois no terceiro, tendo como principais sinais clinicos
anorexia, ictericia, fotofobia e dois casos de dermatite leve, além de desidratacdo e
apatia. Nos achados de necropsia foram constatados ictericia generalizada, vesicula
biliar repleta e distendida, padrdo lobular evidente e em dois casos, opacidade de
cornea. As alteragdes microscopicas foram mais significativas no figado com bilestase,
tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos, sinusdides com macrdfagos, proliferacdo de
ductos e canaliculos biliares com infiltracéo linfocitica, sinais estes que variaram na sua
severidade conforme o tempo decorrido da ingestdo da planta. Os achados foram
caracteristicos de fotossensibilizacdo hepatdgena por B. decumbens no periodo estudado
e nas quantidades consumidas, mesmo quando 0S animais ndo apresentaram
dermatopatia, principalmente pela presenca de fotofobia. Os resultados da avaliagéo
sérica demonstraram indicios de aumento de suas atividades durante o processo de
intoxicagdo com forte correlacdo entre GGT, BD e morte dos ovinos, com surgimento
de elevacdo da atividade sérica de GGT, em média, 11 dias antes da constatacdo dos
sinais clinicos, validando sua importancia diagnéstica preventiva. A BD teve elevacio
em periodos bem proximos dos sinais clinicos e a AST teve resultados inconsistentes.
Treze animais ndo apresentaram sinais clinicos, apesar de serem constatadas
significativas elevacbes nos niveis séricos das enzimas em questdo, sugerindo a
existéncia de individuos tolerantes/resistentes dentro do intervalo estabelecido. O
modelo experimental foi adequado na caracterizagéo da intoxicacéo de ovinos pela B.
decumbens, oferecendo dados para a realizagéo de novas pesquisas.

TERMOS DE INDEXAQAO: Brachiaria decumbens, fotossensibilizagdo, ovino,
patologia, confinamento.



INTRODUCAO

A Brachiaria decumbens é uma forrageira amplamente utilizada como fonte
alimentar para ruminantes no Brasil por sua boa adaptagdo e produgdo de massa em
condi¢Bes climaticas tropicais, mas tem sido associada & ocorréncia de surtos de
fotossensibilizacdo nestes animais (Abdullah et al. 1992, Driemeier et al. 2002). Os
surtos eram atribuidos, anteriormente, & presenga do fungo Pithomyces chartarum, pela
producdo da micotoxina esporidesmina (Camargo et al. 1976), mas estudos tém
relacionado o problema & participacdo de saponinas esteroidais, presentes na B.
decumbens, ja que um fator comum para toda fotossensibilizacdo associada a ingestéo
de saponinas esteroidais € o acimulo de sais insoliveis, sob forma de cristais (Graydon
et al. 1991) de glicuronideos de epismilagenina e episarsasapogenia nas células
hepéticas e ductos biliares (Miles et al. 1993, Miles et al. 1994). Haraguchi et al. (2003)
sugerem que a saponina protodioscina é a principal causa da doenca, nesta planta.

A intoxicagdo por B. decumbens ocorre em bovinos (Nobre & Andrade 1976,
Opasina 1985, Abdullah et al. 1989, Rowe 1989, Lemos et al. 1996a, Lemos et al.
1996¢, Lemos et al. 1997, Driemeier et al. 1998, Driemeier et al. 1999), ovinos
(Graydon et al. 1991, Abdullah et al. 1992, Lajis et al. 1993, Lemos et al. 1996b,
Abdullah & Rajion 1997, Lemos et al. 2008, Cruz et al. 2000, Driemeier et al. 2002,
Brum et al. 2007), caprinos ( Opasina 1985, Lemos et al. 1998), bubalinos (Rozza et al.
2004, Riet-Correa et al. 2007) e equiinos (Barbosa et al. 2006).

Os animais mais jovens ou recém-desmamados apresentam maior
susceptibilidade do que os adultos (Albernaz et al. 2008, Santos et al. 2008), os ovinos
s80 mais susceptiveis que 0s bovinos & intoxicagdo e a espécie ovina de qualquer idade
pode estar sujeita ao problema (Lemos et al. 1996b, Santos et al. 2008). Ha relatos de
que animais que tém contato com a B. decumbens pela primeira vez sdo mais
susceptiveis, com poucos estudos que demonstrem a existéncia de animais mais
resistentes por mecanismos de adaptagdo ou se ocorre algum tipo de sele¢éo natural dos
mais resistentes (Riet-Correa et al. 2007).

A intoxicacdo causa quadro de fotossensibilizacdo hepatdgena caracterizada
clinicamente por edema de face com formagéo de crostas ao redor dos olhos e orelhas
(Abdullah et al. 1989, Graydon et al. 1991, Lemos et al. 1996b, Brum et al. 2007,
Albernaz et al. 2008, Mendonga et al. 2008), ictericia (Abdullah & Rajion 1997),
opacidade de cornea (Brum e al. 2007, Opasina 1985) e secre¢do nasal além de ocular

com aspecto seroso (Mendonga et al. 2008, Brum et al. 2007). S&o relatadas elevagbes



nas atividades séricas de GGT (Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonca et al.
2008, Santos Junior et al. 2008), AST (Santos Junior et al. 2008), além dos niveis de
bilirrubina (Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonca et al. 2008, Santos Junior
et al. 2008), mas em situagOes pontuais e sem sistematizacdo de coleta de dados em
surtos e experimentos (Lemos et al. 1997, Brum et al. 2007, Mendonca et al. 2008).

Nos achados de necropsia sdo encontrados ictericia generalizada, figado
aumentado de volume com padrdo lobular evidenciado e vesicula biliar repleta e
distendida com bile espessada (Opasina 1985, Lemos et al.1996¢). Na histopatologia
encontram-se bilestase, tumefacdo e vacuolizagdo de hepatdcitos (Abdullah et al. 1989,
Santos Junior et al. 2008), proliferagdo de ductos e canaliculos biliares, sinusoides
preenchidos por macrofagos, infiltrado linfocitico, além da presenca de cristais
birrefringentes em ductos biliares, dentro de hepatécitos e macréfagos (Cruz et al. 2000,
Driemeier et al. 2002, Brum et al. 2007, Mendonga et al. 2008).

O tratamento da fotossensibilizagéo é sintomético e inclui a colocacéo do animal
na sombra, o controle da infeccdo secundaria, a remocdo dos animais da forrageira, a
manutencdo do estado de hidratagdo, o acesso a eletrdlitos, além da administragdo de
antiinflamatorios néo-esterdides e antibidticos nos casos graves (Pugh 2004) e
protetores hepéticos (soro glicosado, compostos a base de metionina, etc) (Riet-Correa
et al. 2007).

O presente trabalho teve por objetivo descrever o quadro clinico, patolégico, a
importancia da avaliagdo bioguimica sérica e as diferengas entre periodos em modelo
experimental de intoxicagdo por B. decumbens em ovinos confinados em diferentes

épocas do ano no Mato Grosso do Sul.



MATERIAL E METODOS

Animais e manejo

Utilizaram-se, em cada periodo, oito ovinos mesticos da raca Santa Inés com
média de trés meses de idade, sendo quatro machos e quatro fémeas, recentemente
desmamados, pesando entre 22 e 25 quilos, oriundos de propriedade que néo utilizava a
B. decumbens como fonte alimentar. Os animais foram mantidos em baias teladas de 60
metros quadrados com piso de brita moida. A baia possuia &rea ao ar livre e também
cobertura consistindo de uma pequena casa de 1,5 metros de largura por 2,0 metros de
comprimento para prote¢éo de eventuais chuvas. Os animais permaneciam expostos ao
sol durante o dia e eram recolhidos para a area coberta no periodo noturno. Os ovinos
foram vermifugados com levamisol (Calbos Injetavel®**, 1ml/20kg de peso vivo) no
inicio do experimento e receberam nova aplicagdo com o mesmo produto 30 dias ap6s a
primeira dose. Todos os ovinos foram identificados com brincos contendo cdédigos

numéricos de 01 a 08, 09 a 16 e 17 a 24, respectivamente para cada periodo.

Tratamentos e periodos experimentais

O estudo foi realizado em trés periodos do ano com 60 dias de duragdo cada,
com animais distintos nos periodos. O primeiro periodo foi realizado entre os meses de
fevereiro e abril de 2008; o segundo entre os meses de junho e agosto e o terceiro entre
outubro e dezembro do mesmo ano. Para todos os periodos, a pastagem utilizada foi
Brachiaria decumbens colhida de canteiros com 140 m? previamente cultivados e 4gua
ad libitum. No primeiro e segundo a planta estava verde, com sementes e medindo
aproximadamente 55 centimetros de altura. No terceiro periodo, apesar da mesma
encontrar-se verde, ndo foram constatadas sementes. Em todos o0s periodos
experimentais, a forrageira foi cortada a uma altura aproximada de 10 centimetros do
solo, pesada e fornecida aos ovinos imediatamente apds o corte. Foram utilizados
cochos com 1,45 m de comprimento por 35 cm de largura e 18 cm de profundidade, e
ofertada aos animais em trés administracfes diarias as 7, 13 e 17h. O fornecimento da
pastagem foi feito de forma que ndo houvesse sobras ap6s o consumo, de modo que,
diariamente, a quantidade de braquiaria fornecida fosse sempre ajustada.

Amostras da pastagem foram coletadas aleatoriamente em cada periodo para

pesquisa de esporos de Pithomyces chartarum e acordo Di Menna & Bailey (1973).

**Produto fabricado pelas Industrias Calbos®



Andlise de enzimas hepéticas

Amostras de sangue foram colhidas pela venopungdo da jugular e colocadas em
tubos de ensaio envolvidos por papel laminado sem substancia anticoagulante, mantidos
em temperatura ambiente e encaminhadas para o laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da UNIGRAN - Centro Universitario da Grande Dourados, para
centrifugacdo e extracdo do soro. Analises bioquimicas de AST (aspartato
aminotransferase), BD (bilirrubina direta) e GGT (gama-glutamiltransferase) foram
realizadas utilizando-se kits comerciais da Analisa®. A determinagdo da atividade
sérica da enzima AST, se deu através do método colorimétrico Reitman-Frankel, a
mensuracao dos valores de bilirrubina pelo método colorimétrico Sims-Horn (Burtis &
Ashwood 1998). Ambas as leituras foram feitas com aparelho Spectrumlab 22PC®. Por
fim, o teste para mensuracdo da atividade sérica de GGT foi realizada pelo método
cinético colorimétrico Szasz modificado (Szasz 1969) e realizada leitura com analisador

bioquimico semi-automatizado Bio-Plus®, modelo Bio-200°.

Exame clinico e necroscopico

Diariamente os animais foram submetidos a exame clinico e observados quanto
ao comportamento. Nos animais que morreram realizou-se necropsia com coleta de
fragmentos de diversos oOrgdos, os quais foram fixados em formol 10%, feito
processamento histopatoldgico de rotina, cortados a cinco micrémetros e corados com

hematoxilina-eosina.

Andlise estatistica

A anélise estatistica foi feita pela comparacgéo da atividade enzimatica de GGT,
AST, e os niveis séricos de BD entre os periodos experimentais de acordo com a
sobrevivéncia ou ndo dos animais, usando-se analise de varidncia, modelo linear
multivariado (teste de Duncan, para P<0,05), para os efeitos principais e interativos.
Para andlise de correlagdo entre enzimas e entre estas com as mortes observadas em
todos os periodos, os dados foram previamente classificados de acordo com a elevagdo
ou ndo do perfil enzimético e a presenca ou ndo de morte (0 e 1, respectivamente). Esta
analise foi feita pelo método bivariado, modelo ndo paramétrico de Spearman para
P<0,05.

*Analisa: marca registrada da Gold Analisa Diagndstica Ltda



RESULTADOS

O consumo médio diario estimado de B. decumbens por animal foi de 4,5 quilos,
e causou sinais clinicos da intoxica¢do e morte de onze ovinos (01, 02, 03, 04, 07, 09,
10, 11, 14, 18 e 19), correspondendo a 45,8% de morbidade e 100% de letalidade. No
primeiro e segundo periodos, ocorreram 5 e 4 mortes, respectivamente, periodos em que
haviam sementes na planta, enquanto no terceiro, 2 mortes e ndo foram encontradas
sementes, apesar da planta sempre encontrar-se verde. Dos 11 animais acometidos,
apenas 2 apresentaram lesdes de pele e 10 apresentaram fotofobia como principais
sinais clinicos. Nos achados de necropsia e histopatolégicos foram identificados
ictericia em todos os animais variando de leve a severa, e a presenca de macrofagos
preenchendo sinusoides hepaticos, junto com tumefagdo e vacuolizagdo de hepatdcitos
foram encontrados em todos os animais necropsiados, assim como descrito no Quadro
1. Os intervalos de dias entre o inicio da ingestdo e surgimento dos sinais clinicos estéo
descritos no Quadro 2. O menor intervalo encontrado foi de 20 dias e 0 maior de 62
dias.

As atividades séricas das enzimas GGT e AST, assim como 0s niveis de BD
foram analisados utilizando-se as médias com respectivos desvios padrdes dos trés
periodos, associando-as a sobrevivéncia ou morte dos ovinos. Estes resultados estdo
descritos no Quadro 3 e podem ser visualizados graficamente na Figura 1. Em todas as
enzimas testadas, verificou-se efeito significativo (P<0,05) entre os sobreviventes e 0s
mortos, dentro de cada periodo experimental e entre periodos experimentais.

Das enzimas estudadas, a elevacdo da AST ndo apresentou correlagéo
significativa com o 6bito dos animais, ao contrario da GGT e BD (Quadro 4). Apesar da
grande variacdo, os sinais clinicos apareceram, em media, 11 dias apds o comeco da
elevacédo da atividade de GGT como demonstrado no Quadro 5.

Em todas as amostras de forragem colhidas para contagem de esporos de
Pithomyces chartarum, os resultados foram inferiores a 5000 esporos por grama de

pastagem verde.



Quadro 1. Principais sinais clinicos, achados de necropsia e histopatologia encontrados
em ovinos confinados que morreram intoxicados por B. decumbens no Mato Grosso do
Sul

Periodos®
S 1° 20 3°
Sinais clinicos
n=8 n=8 n=8

Obitos 5 4 2
Anorexia 5 4 2
Apatia 5 3 2
Desidratacdo 2 3 2
Fotofobia 5 3 2
Inquietagdo 5 1 0
Lesdo de pele 1 0 1
Prurido de face 5 1 0
Achados de necropsia
Ictericia 5 4 2
Opacidade de cornea 1 1 0
Padrdo lobular hepatico evidente 4 0 1
Vesicula biliar repleta e distendida 5 4 1
Histopatologia
Bilestase 5 3 2
Infiltrado linfocitico 5 3 1
Proliferacdo de ductos e canaliculos biliares 5 2 1
Sinusoides preenchidos por macrofagos 5 4 2
Tumefagdo e vacuolizacdo de hepatécitos 5 4 2

Quadro 2. NUmero de dias entre inicio do experimento e
surgimento dos sinais clinicos.

Primeiro animal Ultimo animal
1° periodo 20 52
2° periodo 28 62
3° periodo 32 38

Quadro 3. Comparacdo média entre diferentes variaveis bioquimicas de acordo com a sobrevivéncia em
cada periodo experimental em ovinos que consumiram B. decumbens em sistema de confinamento no Mato
Grosso do Sul em 2008

1° Periodo 2° Periodo 3° Periodo
Variavel
anave Mortos Sobreviv. Mortos Sobreviv. Mortos Sobreviv.
n=5 n=3 n=4 n=4 n=2 n=6
GGT 83,8+ 12,57 55,3+ 11,0° 90,5+10,3 620+10,3° 69,1+10,0" 406 + 12,8°
AST 95,4 + 7,5~ 65,4 + 6,6° 86,6 + 6,1 56,6 +6,1*  103,8 +6,0" 73,7+77°
BD 0,64 +0,15%" 0,25+0,178 0,44 +0,14* 0,050,018 0,42 £0,174 0,03+ 0,018

GGT=gamaglutamiltransferase, AST = aspartatoaminotransferase, BD = bilirrubina direta
*=P<0,05 entre periodos experimentais; AB = P<0,05 entre a sobrevivéncia dentro do periodo
Sobreviv.= sobreviventes
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Figura 1. Comparacdo do perfil médio da GGT (gamaglutamiltransferase), AST (aspartatoaminotransferase) e BD (bilirrubina direta) entre ovinos confinados que morreram ou
sobreviveram ap0s ingestao de Brachiaria decumbens de acordo com a época do ano no Mato Grosso do Sul.



Quadro 4. Correlagédo (Spearman) entre variaveis bioguimicas e morte em ovinos que consumiram B.
decumbens em sistema de confinamento no Mato Grosso do Sul

OBITO AST BD
GGT 48* ns 74**
AST ns - -
BD 65** - -

GGT=gamaglutamiltransferase, AST = aspartatoaminotransferase, BD = bilirrubina direta
*P<0,05 e **P<0,01. ns: ndo significativo.

Quadro 5. Intervalo total, e média de dias para o aparecimento de elevacao da atividade bioquimica de
acordo com os sinais clinicos em ovinos que morreram apo6s consumo de B. decumbens em sistema de
confinamento no Mato Grosso do Sul

Intervalo de dias

Periodo Animal GGTA ASTA BD* Sinais clinicos® GGT®
1 33 47 47 43 10
2 23 47 54 52 29
01102 — 08104 3 23 X 22 20 3
4 33 47 46 48 15
7 23 23 23 21 %
9 21 28 28 28 7
2 10 14 35 35 30 16
10/06 - 12/08 11 28 28 28 28 0
14 28 56 56 62 34
3 18 29 36 36 32 3
28/10 - 16/12 19 29 43 43 38 9
Média 10,7

GGT=gamaglutamiltransferase, AST = aspartatoaminotransferase, BD = bilirrubina direta

A Dias decorridos entre o inicio de fornecimento da Brachiaria decumbens até a constatagio de elevagdo das atividades séricas e niveis
das respectivas substancias.

®Dias decorridos entre o inicio de fornecimento da pastagem até a constatacéo dos sinais clinicos em cada animal.

CIntervalo de dias encontrado entre a constatacéo da elevacéo da atividade sérica da GGT.

*Valor negativo devidos os sinais clinicos terem sidos constatados antes da elevacéo da atividade da GGT.

**Xx significa que o animal 3 no inicio do experimento ja apresentava valores elevados de AST, ndo sendo possivel realizar sua
avaliacdo quanto a esta enzima.

DISCUSSAO
Os dados encontrados na literatura sobre intoxicacdo por braquiarias sdo referentes a

criagOes extensivas em sistema de pastoreio (Brum et al. 2007, Mendonca et al. 2008). Os
modelos para reprodugdo experimental da doencga descritos utilizam como metodologia a
introdugdo dos animais em pastagens de B. decumbens sob condig¢des controladas (Cruz et al.
2000, Driemeier et al. 2002, Albernaz et al. 2008, Santos Junior et al. 2008) ou com
administracdo de extratos fracionados da planta (Cruz et al. 2000). O presente trabalho foi

realizado no sistema de confinamento no qual se puderam diminuir as varidveis que ocorrem



em situagdes de campo e que demonstrou ser eficiente para a reprodugdo experimental da
intoxicagéo.

A planta demonstrou ser toxica para 0s ovinos nas quantidades consumidas uma vez
que os sinais clinicos iniciaram nos primeiros 30 dias de ingestdo da pastagem o que também
é relatado na literatura. Surtos esponténeos da intoxicacdo sdo descritos ap6s 07 dias (Santos
Junior et al. 2008), 14 dias (Albernaz et al. 2008) e 21 dias (Graydon et al. 1991) da
introdugdo na pastagem.

No presente estudo o primeiro e o segundo periodos demonstraram ser mais
importantes no modelo experimental apresentado. Dos 8 animais utilizados em cada periodo,
houveram 5 acometidos no primeiro, 4 no segundo e apenas 2 no terceiro. Também foi
encontrada diferenga significativa dos niveis de atividade sérica de GGT no primeiro e
segundo periodos em comparagdo com o terceiro e diferenca significativa dos niveis sericos
de BD entre o primeiro e os demais periodos. Este fato talvez possa ser explicado pela
presenca de sementes na planta no primeiro e segundo periodos e sua auséncia no terceiro, ja
que Brum et al. (2004) relatam que na fase de queda das sementes a concentracdo de
saponina protodioscina é maior em comparacdo as fases de crescimento, floracdo e
frutificacdo, visto que Haraguchi et al. (2003) sugerem que a protodioscina € a principal causa
da doenga, nesta planta, havendo corroboracgdo com a literatura consultada.

Os dados clinicos obtidos condizem com a literatura pesquisada (Graydon et al. 1991,
Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonca et al. 2008, Santos Junior et al. 2008) sobre
a intoxicacdo por B. decumbens. Dos animais acometidos, a maioria apresentou apatia
(10/11), anorexia (11/11) e fotofobia (10/11), como descrito em relatos de fotossensibilizagéo
associada a ingestéo desta planta (Graydon et al. 1991). No presente estudo, foram observadas
lesbes de pele discretas em apenas dois ovinos, diferente da maioria dos relatos que
descreveram a ocorréncia de lesdes caracteristicas de fotossensibilizacdo como edema de face
e orelhas, evoluindo para formagdo de crostas e desprendimento da pele (Abdulah et al. 1989,
Graydon et al. 1991, Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonc¢a et al. 2008),
provavelmente pelo fato de todos serem de pelagem escura. Santos Junior et al. (2008)
também observaram baixa frequéncia de lesdes de pele, onde de 12 animais intoxicados
apenas um apresentou erosdo e ulceragdo da pele sendo o Unico que possuia pelagem clara.
Além disso, nenhum ovino de pelagem escura apresentou lesdes ulcerativas ou erosivas na
pele durante o experimento. Graydon et al. (1991) também relatam em estudo com ovinos que
de 10 animais utilizados, 2 eram de pelagem escura e ndo apresentaram sinais clinicos de

intoxicagéo.



Os resultados apresentados na Quadro 3, referentes ao perfil médio da atividade das
enzimas estudadas, claramente sugerem que, nos animais que apresentaram sinais de
intoxicacdo, ha um aumento significativo quando comparado com o0s animais que nédo
adoeceram, apesar de existirem casos de elevacdo sem surgimento dos sinais clinicos
(Anexo). O comportamento enziméatico dos sobreviventes pode estar relacionado com a
capacidade de detoxificacdo das saponinas, ou seja, as diferengas individuais apresentadas por
estes ovinos do rebanho, ou, por outro lado, devido a resisténcia/tolerancia que estes animais
que ndo adoeceram possam ter no intervalo estabelecido (Castro et al. 2007). Pode-se
demonstrar assim, que existem animais mais resistentes a intoxicacdo pela B. decumbens, pois
sofrem a agdo hepatotdxica da forragem, mas conseguem superar os efeitos prejudiciais da
toxina (Santos Junior et al. 2008).

A Dbilirrubina direta apresentou elevagdo de seus niveis séricos devido ao
comprometimento do sistema biliar e obstrugéo do fluxo, resultando em refluxo de bilirrubina
conjugada ao sangue. Doengas hepéticas (como a inflamagdo) que comprometem mais o
parénquima que o sistema biliar também pode causar essa lesdo. Nessas doencas a tumefagdo
de hepatocitos provoca obstrugéo de pequenos canaliculos biliares e impedem o fluxo biliar
normal (Thrall et al. 2006). O figado foi o 6rgdo mais acometido, e isto foi comprovado pelos
achados de necropsia e histopatoldgico, principalmente pela observacdo macroscopica de
ictericia generalizada (Albernaz et al. 2008, Mendonca et al. 2008) e presenca de tumefagédo
de hepatdcitos e bilestase (Brum et al. 2007, Santos Junior et al 2008).

A elevacdo das atividades de GGT é descrita tanto em casos espontaneos (Brum et al.
2007, Mendonca et al. 2008) como em casos de reproducdo experimental (Albernaz et al.
2008, Santo Junior et al. 2008). Entretanto, a maioria destes trabalhos avalia situacfes de
surtos pontuais coincidentes com as manifestagfes clinicas. O aumento da atividade da GGT
est4 fortemente relacionado a ocorréncia de bilestase, pois € uma enzima de inducéo, ou seja,
est4 presente nas membranas celulares e o aumento de sua producgdo pode ser tanto devido a
um estimulo que resulta em maior liberacdo pelas células, como pela liberacéo de fragmentos
de membranas que contém esta enzima. Isto ocorreu visto que a acdo detergente dos acidos
biliares na bilestase resultou em solubilizacdo da enzima aderida a membrana celular e
elevacdo de sua atividade no soro sanguineo. Além disso, em ruminantes, por possuir faixa
limitada de normalidade, a GGT torna-se mais sensivel e especifica que a fosfatase alcalina no
diagnostico de bilestase (Thrall et al. 2006). Portanto, a observacao de bilestase encontrada no
presente trabalho sugere a elevacdo de atividade sérica de GGT. Corrobora esta sugestdo o

aumento observado na atividade de GGT que ocorreu, em média, 11 dias antes da observacao



da sintomatologia clinica. Deste modo, em situa¢des de obstrucdo do sistema biliar, as
atividades séricas de GGT séo indicadores mais sensiveis de bilestase em comparacdo com a
concentragdo sérica de bilirrubina, pois as atividades dessas enzimas tendem a aumentar mais
rapidamente do que o teor sérico de bilirrubina. Isto fica demonstrado quando se observa que
o0s niveis séricos de bilirrubina direta sobem em periodos préximos a constatagdo dos sinais
clinicos.

Em relagdo a AST a auséncia da elevacdo da atividade desta enzima, pode ser
justificada pelo fato de ndo ser uma enzima especifica para se estudar a obstrucéo dos ductos
biliares, visto que estd presente em maior concentracdo nos hepatdcitos, nas células
musculares (Thrall et al. 2006) e nas hemécias (Kerr 2003).

Os resultados obtidos evidenciam que tanto a elevacdo da atividade sérica da GGT
como dos niveis da BD aumentaram o risco de morte nesta intoxicacdo. Adicionalmente,
quando estas duas varidveis sdo analisadas conjuntamente fornecem uma idéia ainda mais
precisa sobre a intoxicagdo. Esta observacdo possui evidéncia pratica na prevencdo de mortes
em casos de intoxicacao.

Os achados de necropsia foram semelhantes nos ovinos e estdo de acordo com relatos
de intoxicagdo espontinea e experimental nesta espécie (Brum et al. 2007, Albernaz et al.
2008, Mendonca et al. 2008). Salienta-se a ocorréncia de ictericia severa na maioria dos
ovinos necropsiados, enquanto outros autores descrevem a auséncia de ictericia ou sua
ocorréncia em grau leve a moderado (Santos Junior et al. 2008).

Os achados histologicos encontrados corroboram com a literatura pesquisada sobre
relatos da intoxicagdo espontdnea ou experimental. Estas descricbes também mencionam
bilestase (Mendonca et al. 2008), infiltrado linfocitico (Graydon et al. 1991, Cruz et al. 2000,
Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Mendonca et al. 2008, Santos Junior et al. 2008),
proliferacdo de ductos e canaliculos biliares (Cruz et al. 2000, Brum et al. 2007, Mendonga et
al. 2008), sinustides preenchidos por macrdfagos (Driemeier et al, 2002, Brum et al. 2007,
Albernaz et al. 2008, Santos Junior et al. 2008) e tumefacdo e vacuolizagdo de hepatdcitos
(Brum et al. 2007, Albernaz et al. 2008, Santos Junior et al. 2008) como observados no
presente trabalho. Apesar da literatura descrever a presenca de cristais birrefringentes em
ductos biliares, dentro de hepatécitos e macréfagos Cruz et al. 2000, Mendonca et al. 2008),
0s mesmos ndo foram encontrados nas I1&minas de figado do presente estudo. A metodologia
empregada utilizou microscopia Optica, mas Santos Junior et al. (2008) e Driemeier et al.
(2002) relatam sobre a visualizagdo dos cristais, com uso da microscopia eletronica, e

descrevem hiperplasia de reticulo endoplasmatico liso nos hepatdcitos com presenga de



cristais aculiformes envoltos pro membranas no interior do citoplasma. Santos Junior et al.
(2008) também relatam macréfagos com citoplasma de aspecto espumoso, apresentando
estruturas semelhantes as encontradas nos hepatdcitos. Isto poderia ocorrer no presente

estudo, caso fossem utilizadas as mesmas metodologias com uso de microscopia eletronica.

CONCLUSAO

Baseado nos resultados apresentados, conclui-se que o modelo de confinamento de
ovinos tendo como fonte alimentar apenas a B. decumbens demonstrou ser eficaz na
reproducdo experimental de intoxicagdo pela forrageira; a GGT é uma enzima que pode ser
utilizada como prova bioquimica sérica na prevencdo de mortes de ovinos que ingerem a
planta; podem existir animais tolerantes/resistentes & intoxicacdo; podem existir animais que
ndo apresentam lesbes de pele e nem cristais visiveis pela microscopia Optica, mesmo
sofrendo a intoxicagdo; e ha diferenca entre os periodos estudados, onde o periodo com

sementes demonstrou ser mais toxica.
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6 ANEXOS



Datas de coleta com devidos resultados para mensuracdo de AST (60 a 280
U/L?), GGT (20 a 52 U/L®) e BD (0,0 a 0,27 mg/dl®) no primeiro periodo
experimental.

AST 1/fev 23/tev  4/mar 17/mar 25/mar 31/mar 8/abr

1 87 95 95 >200 @) @) @)
2 88 114 94 >200 89 @) @)
3 >190 120 @) @) @) @) @)
4 100 98 93 >200 88 86 @)
5 85 115 94 186 78 60 49
6 73 114 90 185 85 61 50
7 35 200 @) @) @) @) @)
8 109 102 92 >200 67 66 60
GGT

1 42,2 46,6 84,4 89 @) @) @)
2 44,4 54,4 87,7 88,6 120,2 @) @)
3 44,4 58,8 @) @) @) @) @)
4 45,5 48,8 124,4 1229 144 146 O
5 42,2 45,5 48,8 49,6 55 66,7 82,2
6 46,6 53,3 47,7 47,4 45,2 48,8 41,1
7 35,5 178,9 @) @) @) @) @)
8 41,1 43,3  223,2 227,3 301,4 322,11 208,9
BD

1 0,56 0,04 0,04 1,61 O O @)
2 0,17 0,04 0,04 0,04 9,3 O @)
3 0.48 0.78 @) @) @) O O
4 0,08 0.04 0,21 1,39 4,62 4,6 O
5 0,08 0,13 0,08 0,08 0,26 0,34 0,04
6 0,69 0.08 0,04 0,04 0,04 0,13 0,04
7 0.04 0,87 @) @) @) @) @)
8 0,17 0.08 0,13 0,13 0,26 0,3 0,08

AValores de referéncia por Kaneko et al. (1997).
O - 6bhito



Datas de coleta com devidos resultados para mensuracéo de AST (60 a 280 U/L?), GGT (20 a 52 U/L®) e BD (0,0
a 0,27 mg/dI) no segundo periodo experimental.

AST 10/jun  17/jun  24/jun  1/jul 8/jul 15/jl - 22/jul 29/jul  5/ago 12/ago
9 58 55 63 49 156 @) @) @) @) @)
10 69 70 51 61 101 >190 @) @) @) @)
11 102 62 60 68 >150 @) @) @) @) @)
12 123 98 86 77 >150 105 149 101 186 106
13 80 85 55 83 4 92 126 96 112 77
14 83 58 43 52 74 60 75 61 119 @)
15 104 81 60 Q0 96 97 119 85 92 62
16 100 79 44 84 105 88 105 96 102 58

GGT
9 43,3 73,3 32,2 95,5 400 @) @) @) @) @)
10 35,5 41,1 59,9 63,3 187,8 165,5 @) @) @) @)
11 25,5 30 27,7 32,2 253,3 @) @) @) @) @)
12 34,4 40 33,3 50 261,1 182,2 251,1 185,5 445 310
13 34,4 40 43,3 46,6 62,2 38,8 52,2 30 59,9 45,5
14 32,2 63,3 41,1 36,6 81,1 192,2 107,8 79,9 273,3 @)
15 55,5 58,8 58,8 56,6 61,1 33,3 46,6 23,3 101,1 46,1
16 38,8 23,3 32,2 26,6 50 103,3 122,2 53,3 230 163,4
BD
9 0,08 0,21 0,08 0,04 2,67 @) @) @) @) @)
10 0,08 0,04 0,08 0,04 0,13 8,12 @) @) @) @)
11 0,04 0,17 0,04 0 1,39 @) @) @) @) @)
12 0,08 0,08 0,04 0,04 0,3 0,08 0,13 0,04 1,31 0,02
13 0,04 0,04 0,08 0,61 0,08 0,04 0,08 0,04 0,04 0,03
14 0,04 0,04 0,04 0 0 0,04 0,13 0,13 3,05 @)
15 0,26 0,08 0,04 0,04 0,08 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03
16 0,04 0,04 0,04 0,08 0,04 0,08 0,04 0,04 0,04 0,04

"Valores de referéncia por Kaneko et al. (1997).

O -> ¢bito



Datas de coleta com devidos resultados para mensuragéo de AST (60 a 280 U/L"), GGT (20 a
52 U/L") e BD (0,0 20,27 mg/dI®) no terceiro periodo experimental.
AST 28/out 4/nov  11/nov 18/nov 25/nov 2/dez 9/dez 16/dez

17 82 95 88 93 108 134 132 120
18 112 89 73 79 81 >200 @) @)
19 115 104 104 95 88 129 >200 @)
20 118 116 109 104 102 131 112 101
21 73 73 84 86 81 79 93 116
22 100 86 82 78 80 70 92 87
23 99 83 80 83 94 88 102 109
24 112 106 98 100 92 97 117 128
GGT

17 41,1 36,6 36,6 43,3 93,9 184,44 231 245
18 66,6 52,2 51,1 55,5 71,1 202,2 O O
19 38,8 33,3 37,7 28,8 53,3 86,6 209 @)
20 51,1 47,7 32,2 34,4 35,5 33,3 31 54
21 31,1 46,6 31,1 31,1 33,3 37,7 45 36
22 72,2 42,2 52,2 58,8 51,1 52,2 62 56
23 33,3 30 34,4 38,8 45,5 50 50 49
24 38,8 34,4 33,3 32,2 32,2 58,8 182 271
BD

17 0,17 0,04 0,13 0,13 0,13 0,04 0,13 0,04
18 0,39 0,04 0,04 0,04 0,08 2,92 O O

19 0,13 0,04 0,04 0,08 0,13 0,08 2,13 @)

20 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,13 0,04
21 0,21 0,08 0,04 0,04 0,04 0,08 0,04 0,04
22 0,3 0,21 0,04 0,08 0,08 0,04 0,04 0,04
23 0,04 0,04 0,04 0,04 0,08 0,17 0,08 0,08
24 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04

AValores de referéncia por Kaneko et al. (1997).
O-> obito




