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Eo quase que me incomoda, que me entristece, que me mata trazendo tudo que
poderia ter sido e ndo foi.
Quem quase ganhou ainda joga, quem quase passou ainda estuda, quem quase morreu
estad vivo, quem quase amou ndo amou.

Basta pensar nas oportunidades que escaparam pelos dedos, nas chances que se
perdem por medo, nas idéias que nunca sairdo do papel por essa maldita mania de
viver no outono.

Pergunto-me, as vezes, o que nos leva a escolher uma vida morna; ou melhor, ndo me
pergunto, contesto. A resposta eu sei de cor, estd estampada ha distancia e frieza
dos sorrisos, na frouxiddo dos abragos, na indiferenga do "Bom dia", quase que
sussurrado.

Sobra covardia e falta coragem até pra ser feliz.

A paixdo queima, o amor enlouquece, o desejo trai. Talvez esses fossem bons
motivos para decidir entre a alegria e a dor, sentir o nada, mas ndo sdo.

Se a virtude estivesse mesmo ho meio termo, o mar hdo teria ondas, os dias seriam
nublados e o arco-iris em tons de cinza. O nada ndo ilumina, ndo inspira, ndo aflige
nem acalma, apenas amplia o vazio que cada um traz dentro de si.

Ndo € que fé mova montanhas, nem que todas as estrelas estejam ao alcance, para
coisas que hdo podem ser mudadas resta-nos somente paciéncia.

Porém, preferir a derrota prévia, a divida da vitéria, é desperdigar a oportunidade
de merecer.

Para os erros had perddo; para fracassos, chance; para amores impossiveis, tempo.
De nada adianta cercar um coragdo vazio ou economizar alma.

Um romance cujo fim € instantaneo ou indolor ndo é romance.

Ndo deixe que a saudade sufoque que a rotina acomode que o medo impega de
tentar. Desconfie do destino e acredite em voce.

Gaste mais horas realizando que sonhando, fazendo que planejando, vivendo que
esperando porque, embora quem quase morre esteja vivo, quem quase vive ja
morreu.

(Luiz Fernando Verissimo)
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(T14 de intoxicacdo) Tumefacdo difusa de hepatdcitos com pobre evidenciacdo dos
sinusodides. Discreto acumulo de linfécitos e plasmaocitos associados a macrofagos,
contendo pigmento anfofilico em seu citoplasma presente na regido peri-portal
(detalhe). Hematoxilina € Eosina. ODj. 40X. ........coovimiiiiiiiiieeccceeee e a7

Figura 21. Fotomicrografia do figado de céo intoxicado com sementes de Crotalaria
Spectabilis (T14 de intoxicacdo) (A) Nucleo do hepatécito apresentando pigmento
avermelhado (detalhe — seta), agregado de linfocitos nos sinuséides (B) (Tzs de
intoxicacdo) células de Kupffer apresentando um pigmento esverdeado (seta) e o
padrdo dos hepatécitos € de degeneracdo grau moderado bem tumefeitos.
Hematoxilina € E0SINA .OD]. 40X, ...coouuuiiiiiiiii et e e e e e eaaaaas 48
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Figura 22. Fotomicrografia do figado de cdo na intoxicagdo com sementes Crotalaria
spectabilis (T4 de intoxicacdo) (A) Hepatdcitos tumefeitos devido a degeneracéo
hidropica, em regido peri-portal, anisocariose (setas — diferentes tamanhos de nucleos).
(B) Vacuolizagdo de células presentes nos sinusoéides sugestivo de células Ito.
Hematoxilina € E0SINA .OD]. 40X. .....uuuiiiiiii e 49

Figura 23. Fotomicrografia do figado de cédo intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T14 de intoxicacdo). Presenca de células Ito bem sutis, células de Kupffer
apresentando pigmento acastanhado, agregado de linfécitos nos sinuséides (detalhe),
vaso sanguineo apresentando aumento de matriz extracelular (detalhe- seta) e discreta
proliferacao ductal.Hematoxilina € Eosina. ODbj. 40X. .....ccooevviiiiiiiiiiiii e 50

Figura 24. Fotomicrografia do figado de céo intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T2 de intoxicacdo). Area de fibrose e hemorragia ao redor de vaso
sanguineo. Tricromio de Masson. ODj. 20X. ....cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeees 50

Figura 25. Fotomicrografia do figado de céo intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T,s de intoxicacdo). Degeneracdo hidrépica moderada, presenca de
pigmento biliar no hepatocito, sugestivo colestase hepatica (detalhe — seta), presenca
de nucléolos nos nucleos dos hepatoécitos. Hematoxilina e Eosina. Obj. 40x. ............... 51
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INTOXICACAO EXPERIMENTAL DE CAES COM SEMENTES DE Crotalaria

spectabilis (Leg.Papilionoideae).

RESUMO - Sabe-se que a C. spectabilis é muito utilizada como adubacéo verde e
para controle de nematdides, com isso espalha-se facilmente, misturando-se com o
milho e outros cereais contaminando as ragdes. O objetivo do presente estudo foi o de
avaliar os efeitos toxicos da semente de Crotalaria spectabilis, quando trituradas e
misturadas a racéo de cées. Nesse experimento foram utilizados 12 caes, 6 machos e 6
fémeas, com idades variadas, divididos em trés grupos de 4 animais. Os tratamentos
foram divididos por grupos, sendo que cada grupo recebeu respectivamente, 0,2, 0,4 e
0,6% de sementes de C. spectabilis, por 28 dias, que foram trituradas e adicionadas a
racdo. Semanalmente avaliou-se o perfil hematolégico e bioquimico dos cées, além do
exame fisico realizado diariamente. Nos exames bioquimicos realizados, houve
alteracdo significativa da enzima GGT. Os sinais clinicos observados foram,
principalmente, alopecia periocular e alopecia difusa, além de hiperceratose nasal,
espirros, tosse, vomitos esporadicos, constipacdo e fezes ressequidas. Para o exame
histopatolégico foi extraido um fragmento de figado através de agulha tipo TRU-CUT®,
Observou-se hepatoécitos tumefados, vacuolizacdo de células nos sinusoides, necrose
focal, anisocitose, cariomegalia, células de Kupffer com variadas pigmentacdes, fibrose
e presenca de pigmento biliar nos hepatocitos caracterizando doenca hepatica. Conclui-
se baseado nos exames histopatologicos que as concentracbes oferecidas de

sementes de C. spectabilis 0,2, 0,4 e 0,6% no periodo de 28 dias sdo toxicas aos caes.

Palavras-chave: alcal6ides pirrolizidinicos, bidpsia, caes, Crotalaria spectabilis,
intoxicacdo, TRU-CUT®
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EXPERIMENTAL POISONING OF DOGS WITH Crotalaria spectabilis SEEDS

(Leg.Papilionoideae).

ABSTRACT - It is known that C. spectabilis is widely used as green manure and for

controlling nematodes, with that spreads easily, mingling with the infecting maize and
other cereal rations. The aim of this study was to evaluate the toxic effects of Crotalaria
spectabilis seeds, when crushed and mixed with the food of dogs. In this experiment we
used 12 dogs, six males and six females, of various ages, which were divided into three
groups of four animals. Each group received respectively 0.2, 0.4 and 0.6% of seeds of
C. spectabilis, for 28 days, which were crushed and added to the diet. Weekly it was
evaluated the hematological and biochemical profile of dogs, in addition to physical
examination performed daily. In biochemical tests performed, significant alteration of the
enzyme GGT. Clinical signs observed were mainly periocular alopecia and diffuse
alopecia, and hyperkeratosis on nose, sneezing, coughing, occasional vomiting,
constipation and dry feces. For the histopathology was extracted through a liver biopsy
needle type TRU-CUT®, it was observed tumefactive hepatocytes, vacuolization of cells
in the sinusoids, focal necrosis, anisocytosis cariomegalia, Kupffer cells with different
pigmentation, fibrosis and presence of bile pigment in hepatocytes, characterizing liver
disease. It was based on histopathological examinations offered that concentrations of

seeds of C. spectabilis 0.2, 0.4 and 0.6% during the 28 days are toxic to dogs.

Keywords: alkaloids pirrolizidines, biopsy, Crotalaria spectabilis, dogs, poisoning, TRU-
CuT®



1. INTRODUCAO

Quando se pensa em toxicologia ou particularmente em intoxicagdo por plantas
toxicas, ndo poderiamos deixar de pensar também nos animais de companhia. Muito se
tem estudado na &rea de grandes animais, pelo maior contato desses a essas plantas,
mas na clinica médica de pequenos animais, eles também correm o risco de sofrer o
mesmo tipo de contaminacdo. Com a multiplicidade de produtos lancados no mercado
‘pet’, que cresce exponencialmente, principalmente a comercializacdo de racoes,
nunca se obteve tanta variedade, cor, cheiro, tamanhos, palatabilidade, formatos,
guanto atualmente. O controle de qualidade deve ser a maior preocupacao das
industrias de racdes, sem isso, aumenta muito o risco de contaminacao por impurezas,
onde essas sdo encontradas na prépria matéria prima, exemplo dos cereais milho e
soja. A dimensdo desse problema € extensa e envolve uma série de fatores,
comecando com o tratamento do solo onde serdo plantados e colhidos esses cereais
gue, por sua vez, sdo a base do alimento fabricado.

Pertencente a familia Leguminosaea, a Crotalaria spectabilis é utilizada como
adubacao verde, sendo uma excelente fonte de nitrogénio para solos empobrecidos e
dentre outras tantas funcdes também controladora de nematdides e plantas invasoras.
Uma vez incorporada a terra, cresce junto as plantacdes de milho e outros cereais e
suas sementes acabam por misturar-se durante o processo de colheita. Entretanto, por
se tratar de uma semente extremamente pequena, 4 x 3 X 2mm, passa desapercebida
no meio do milho ou da soja que sdo vendidos as empresas produtoras de alimentos
para animais. Ja na fabrica, as sementes de C. spectabilis passam pelas peneiras, que
deveriam reter as impurezas, contaminando a racdo. Com isso, pode causar uma seérie
danos aos animais de companhia e de producao.

Na maioria das vezes, o diagnostico de intoxicacdo por plantas téxicas ndo €
feito, sendo seu tratamento sintomatico ou confundido com outras patologias,
impedindo assim que se explorem mais o assunto e novos estudos sejam feitos nessa

area.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas e distribuicdo geogréafica da Crotalaria spectabilis.

E um dos maiores géneros de leguminosas, mais de 600 espécies distribuidas
pelo mundo. Plantas do género Crotalaria sdo conhecidas como “xique-xique”, “guizo
ou chocalho de cascavel”’, pois seus frutos, quando secos, reproduzem som parecido
ao serem tocados pelo vento. Recebeu esse nome Crotalaria, pois o termo em latim
significa chocalho. Pertencem a familia Leguminosaea, subfamilia Papilionoideae,
(WILLIAMS & MOLYNEUX, 1987). Seus principais usos sao em solos pobres como
adubacao verde, destinadas a recuperacao pelo seu alto poder de fixacdo de nitrogénio
(JOLY, 1977; LORENZI, 1991) e também para controle de nematdides, tanto sozinha
no solo ou quando associada a plantacéo. Isso se da pelo seu efeito antagbnico aos
nematoides, devido ao seu principio ativo toxico (GARRIDO et al. 2008). PERIN et al.
(2004), evidenciaram em seu trabalho no Brasil, que as leguminosas quando utilizadas
como plantas de cobertura e ou adubacéo verde, poderdo proporcionar uma economia
substancial de fertilizantes nitrogenados sintéticos, devido a formacdo de associacdes
simbidticas da planta com as bactérias fixadoras de nitrogénio no solo, contribuindo
para a sustentabilidade da producdo agricola, seja de pastagens ou de culturas
comerciais, especialmente o milho. As leguminosas da espécie Crotalaria spp, foram as
gue mais obtiveram destaque. HEINRICHS et al. (2005), citaram a Crotalaria spectabilis
como uma das melhores fontes de adubacéo verde, utilizadas em seu trabalho com
cultivo consorciado de milho. Ela pode ser util para aumentar a reciclagem de
nutrientes, principalmente o nitrogénio, e melhorar a produtividade em solos fracos.
SCHAFFRATH (1999), afirmou que o consorcio com crotalarias diminuiu a ocorréncia
do crescimento de plantas espontédneas e também de nematdides, refletindo uma
tendéncia do sistema se manter em equilibrio, sem que uma espécie domine totalmente

a outra.



A Crotalaria spectabilis é uma planta anual, ereta, ramificada, glabra, podendo
chegar de 70 a 100 cm de altura, com reprodugcéo por sementes. Sua folhas sao
simples, glabras na face superior, medindo de 6 a 12 cm de comprimento e de 2 a4 cm
de largura. Apresenta flores amarelas, muito vistosas, que crescem em racemos
terminais e auxiliares de até 30 cm de comprimento, com 20 a 40 flores. As vagens com
sementes imaturas séo verdes, tornando-se escuras e firmes quando maduras, medem
4 x 3 x 2mm e pesam 13,8 ug, em média (Figuras 1A e B) (LORENZI, 1991).

Figura 1. Crotalaria spectabilis: (A) - detalhes da planta mostrando folhas, racemos
terminais com inflorescéncias amarelas; (B) — sementes de Crotalaria
spectabilis (Fonte: www.bioseeds.com.br, acesso 10/03/2010).

No Brasil, ja foram registradas mais de 40 espécies de crotalaria, trazendo com
isso perdas econdmicas ocasionadas pela intoxicacdo acidental com animais
(TOKARNIA et al. 2000). A C. spectabilis € tida como a crotalaria mais téxica. Casos
naturais de intoxicacdo tém sido descritos em equinos, bovinos, ovinos, caprinos,
suinos e aves (CLARKE & CLARKE, 1967). Nos Estados Unidos, a C. spectabilis e a
C. giant striata variedade da C. mucronata, crescem vastamente na planicie costeira da
Carolina do Norte, como plantas nativas (SMITH & OSBORNE, 1962). Assim um estudo
feito no Norte da Australia, mostrou que animais mantidos a pasto estavam morrendo.

Foi identificada a presenca de diferentes tipos de crotalarias, crescendo sem nenhum



controle, levando a uma perda econémica grande. Nesse estudo evidenciou-se que 36,
das 40 subespécies jA estudadas de crotalaria, sdo nativas ou naturalizadas na
Austrdlia (FLETCHER et al. 2009). A grande quantidade de hdamus e nitrogénio,
adicionada ao solo pela crotalaria, aumenta muito a produ¢cdo de milho e soja.
Crescendo espontaneamente nas plantacdes, suas sementes sdo colhidas juntamente
com o milho e soja, realizadas por colheita mecanizada, direcionando-se para algumas
fabricas de racdes, com pouco ou nenhum controle de qualidade. Sendo assim, quando
esses produtos contaminados sao ingeridos, produzem efeitos deletérios nos animais
(SMITH & OSBORNE, 1962). O controle é excessivamente dificil, pois as sementes
podem permanecer no solo por quatro anos ou mais, antes de germinarem; além disso,
a crotalaria rebrota facilmente (EMMEL, 1943).

Segundo a portaria n” 845 de 8 de novembro de 1976, disponivel em “home
Page” da Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina,
(CIDASC), impurezas sao consideradas as do proprio produto, bem como os graos ou
fragmentos de grdos que vazarem em uma peneira de crivos circulares a cinco
milimetros (5mm) de diametro. Com isso as sementes que passarem pela peneira,
cujas dimensbes sdo de quatro, por trés, por dois milimetros (4x3x2mm), irdo
contaminar a racdo dos animais.

A espécie animal é o principal fator a ser considerado quando se analisa a
diferenca de resposta a um determinado toxicante. No caso de trabalho com carnivoros,
as diferencas na anatomia e fisiologia podem promover variacfes substanciais de
resposta a toxicidade. Tomando como exemplo a susceptibilidade aos alcalbides
pirrolizidinicos que sdo os componentes téxicos da C. spectabilis, sabe-se que bovinos,
equinos, aves e suinos sdo muito sensiveis aos seus efeitos tdxicos, enquanto ovinos,
caprinos e coelhos sdo bastante resistentes. Essa susceptibilidade a toxicidade esta
relacionada diretamente as diferencas de biotransformacdo e excrecdo desses

alcalbides existentes entre as supracitadas espécies animais (SPINOZA et al. 2008).



2.2 Toxicodinamica e Caracteristicas dos principios toxicos da C. spectabilis.

Plantas do género Crotalaria contém alcaléides pirrolizidinicos (APs), que estédo
presentes também em uma centena de espécies de plantas pertencentes a diferentes
familias e distribuidas em diversas regides geogréficas do mundo. FU et al. (2002),
estudando plantas, observou que 3% dessas plantas que florescem no mundo contém
APs considerados toxicos e que eles sdo encontrados em mais de 20 grandes familias
de plantas. Apenas trés familias - Boraginaceae, todos o0s géneros, incuindo Echium e
Heliotropum; Compositae (Asteraceae) géneros Senecio e Eupatorium, e Leguminosae
(Fabaceae), género Crotalaria - contém os alcaldides considerados mais toxicos
(CHEEKE, 1998).

O AP encontrado em maior quantidade na C. spectabilis, € a monocrotalina,
localizado em varias partes da planta, sendo a semente a parte mais toxica (PIERCY &
RUSOFF, 1946; WILLIAMS & MOLYNEUX, 1987; SANTOS et al. 2008). BULL et al.
(1968) e FLETCHER et al. (2009), estudando os possiveis APs encontrados nessas
espécies de plantas toxicas, depararam-se com a presenca de outro tipo de alcaldide a
espectabilina, encontrada em quantidades minimas e nado significativas ao comparar
com a monocrotalina.

Alcaldides pirrolizidinicos s&o caracterizados por compostos que contém
nitrogénio no anel heterociclico e geralmente sado substancias basicas. O nucleo dos
APs conteem de dois a cinco anéis e sdo responsaveis pela toxicidade de varios grupos
de plantas (TAYLOR et al. 1997; FU et al. 2002; SANTOS et al. 2002; COPPLE et al.
2003; WANG et al. 2005; SANTOS et al. 2008). Esses anéis sao constituidos por
ésteres de dois aminoécidos, a retronecina (acido necinico) e a heliotridina, ocorrendo
em trés grupos, mono ésteres nao-ciclicos (abertos) e di-ésteres ciclicos, em ordem
crescente de toxicidade. Os acidos necinicos contém de quatro a seis atomos de
carbono, podendo ser acidos mono ou di-carboxilicos sendo encontrados nos APs que
exibem efeitos toxicos. Para exercerem sua toxicidade, seja ela aguda ou crbnica, 0s
APs necessitam de uma ativacdo metabdlica, essencial para exercerem sua
genotoxicidade (YAN et al. 1995; SCHULTZE et al. 1996; TAYLOR et al. 1997; FU et



al. 2002; SANTOS et al. 2002; HANUMEGOWDA et al. 2003; COPPLE et al. 2004; LEE
et al. 2005; WANG et al. 2005; SANTOS et al. 2008; FLETCHER et al. 2009). Essa
ativacao metabdlica se apresenta por dupla ligacdo no carbono um e dois localizado no
nacleo pirrolizidinico e uma ramificacdo no grupamento éster (SANTOS et al. 2002;
SANTOS et al. 2008; FLETCHER et al. 2009).

BAILEY, (1978) relatou em seu estudo com diferentes mecanismos fisiolégicos
de plantas toxicas que possuem APs em populacdes, que a maior parte dos alcaléides
sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal, através da corrente circulatéria irdo passar
direto pelo figado, mais tarde essas substancias sao redistribuidas pelo corpo, sendo
excretadas pela urina. O figado € o primeiro 6rgao alvo onde essas substancias toxicas
vao sobrestar, desencadeando reacdes quimicas ao qual irdo dar inicio a toxicidade
(biotransformacéo e detoxificagdo) Consequentemente, o sistema hepatico pode vir a
sofrer danos irreversiveis oriundos dessas substancias quimicas presentes nas plantas
toxicas, podendo ser manifestada nos animais pela depressdo do sistema nervoso
central, obrigando o 6rgao diminuir a producdo de energia e diminuir a metabolizacéao
de outros nutrientes importantes ao corpo. Alguns sinais clinicos manifestados por
animais intoxicados por APs sao fibrose, estase biliar, megalocitose podendo levar a
insuficiéncia hepatica grave e a morte. O autor descreve também que a ictericia néo é
um achado clinico comum nos animais intoxicados pelos APs.

A monocrotalina, (Figura 2), € um alcaloide tipo retronecina, formado por uma
base de necina (retronecina) com uma dupla ligacdo entre os carbonos um e dois,
associadas a um acido necinico (acido monocrotalico), que além de efeito toxico
apresenta também atividade tumorigénica e toxicogénica, causando formacao de pirrois
dentro do DNA (FU et al. 2002).
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Figura 2. Estrutura quimica do AP monocrotalina, em detalhe (seta) apresentando sua
dupla ligacéo (C1=C2), e seu anel heterociclico (Fonte: ROCHA et al. 2009).

As principais rotas, no metabolismo hepatico dos APs, a monocrotalina, séo:

e Hidrdlise pelo grupo funcional éster para formagédo da base retronecina e acido
monocrotalico;

e N-oxidagdo da base retronecina, formando a monocrotalina N-6xido e

e Desidrogenacéao formando derivados de dehidrocrotalina ou monocrotalina pirrol (os
pirrdis toxicos) (BAILEY, 1978; FU et al. 2002; WANG et al. 2005; SANTOS et al.
2008).

As duas primeiras reacOes representam mecanismos de desintoxicacao,
enquanto que, a desidrogenacéo forma os pirr0is e esta associada com a toxicidade
dos alcaldides. Os pirr6is causam danos irreversiveis ao figado, e lesam as células
hepaticas por inibicdo da mitose (efeito alquilante), essa agressao ao figado pode afetar
células hepéticas parenquimatosas (hepatocitos), células ndo-parenquimatosas (células
de Kupffer, células Ito, células endoteliais, células de ductos biliares e linfécitos
associados ao figado) e a matriz extracelular hepéatica (MEC), sendo essas lesfes de
padrao reversivel ou irreversivel, dependendo do grau da lesdo causada no parénquima
dessas células (TORRES & COELHO, 2008). A desidrogenacdo da monocrotalina &
marcada pela formacéo do pirrol de monocrotalina (MCTP), sendo soluvel em 4gua e ja
na circulacdo sanguinea tornando-se mais estavel e sendo excretada pela urina
(MATTOCKS, 1968; FU et al. 2002).



O equilibrio dessas reacbes é que determina o efeito toxico dos APs
(MATTOCKS, 1968; 1986). A metabolizacdo dos APs para formacéo dos compostos
pirrélicos s@o, na maioria das vezes, catalisadas pelo sistema enzimatico citocromo
P450, no figado, seguido pelos pulmbées (MATTOCKS, 1986; CHEEKE,1998). Esses
compostos séo eletrofilicos e reagem com componentes teciduais nucleofilicos, como
acidos nucléicos e proteinas (SPERL et al. 1995). Parte dos pirrois produzidos no
figado sdo agora metabdlitos reativos e suficientemente estaveis que irdo para a
circulacéo através dos vasos portais, ligando-se aos tecidos, causando também injiria a
outros érgaos como rins (nefrose) e pulmdes (pneumonia intersticial). KIM et al. (1993),
constataram que os pulmdes também produzem pirréis por conter enzimas do sistema
citocromo P450, que por sua vez é onde ocorre a metabolizacdo. Os pirrois lesam as
células hepaticas por inibicdo da mitose, causando megalocitose, necrose e reducéo do
namero de hepatécitos substituidos por tecido fibroso. Com isso levando ao
aparecimento do quadro clinico e morte decorrente de disfuncdo hepatica
(SEAWRIGTHT et al. 1991).

Para TAYLOR et al. (1997), os metabdlitos da MCT sao acumulados e
possivelmente estabilizados pelos eritrocitos, ligando-se pela por¢cdo média do grupo
tiol, na hemoglobina durante o transporte pela vasculatura pulmonar, onde irdo
promover uma doenca pulmonar por um mecanismo pouco caracterizado, ou também é
sabido da producéo de pirréis em pequena quantidade por esse 6rgdo, por conterem
enzimas do sistema citocromo P450. Estes tioésteres pirrélicos formados sao
relativamente estaveis e persistem por longos periodos na hemoglobina. Quando a
hemoglobina, contendo este tioéster, € homogeneizada em nitrato de prata etandlico,
sob condi¢des acidicas, ha formacdo de um dietoxi-éter que é rapidamente liberado,
podendo ser identificado por cromatografia de camada delgada, cromatografia a gas ou
cromatografia liquida de alta pressdo (BURROWS, 1991). Outros danos também
encontrados foram: edema e necrose centro lobular, megalocitose, cariomegalia,
fibrose, proliferacdo de ductos biliares, veno-oclusdo e perda da funcdo hepatica
(CHEEKE & SHULL, 1985; SCHULTZE et al. 1996; HANUMEGOWDA et al. 2003;

WANG et al. 2005). Trabalhos demonstraram que a exposi¢cao a essas substancias por



um longo periodo causa megalocitose de hepatocitos, veno-oclusdo no figado e nos
pulmdes, degeneracdo gordurosa, aumento do tamanho dos nucleos com cromatina
condensada, perda da fungcdo metabdlica, inibicdo de mitoses, proliferagdo do epitélio
do trato biliar, cirrose hepatica, hiperplasia nodular e adenomas ou adenocarcinomas
(COPPLE et al. 2002; FU et al. 2002; COPPLE et al. 2003; WANG et al. 2005).
Segundo FU et al. (2002), o envenenamento agudo causa hepatotoxicidade massiva
com quadros de necrose hemorragica, enquanto o envenenamento cronico, causa
lesBes em varios 6rgaos, como figado, pulmdes, vasos sanguineos, rins, pancreas,
trato gastrintestinal, medula 6ssea e cérebro em humanos.

A monocrotalina no figado produz necrose das células parenquimais centro-
lobulares, danos as células endoteliais das vénulas centrais e dos sinusoides,
congestéo e dilatacdo dos sinusdides e hemorragia. Uma consequéncia dos danos as
células endoteliais vasculares € a ativacao do sistema de coagulacdo. Durante a injaria
vascular, as propriedades anticoagulantes e pro-fibrinoliticas das células endoteliais sao
perdidas, e a cascata de coagulacao € iniciada através de fatores teciduais (COPPLE et
al. 2003). Nesse contexto, a determinacdo da funcdo hepéatica torna-se importante e,
deve ser realizada atraves da dosagem sérica das enzimas AST, ALT, GGT e ALP, que
indicam a presenca de lesdes hepaticas agudas ou crbénicas, sendo que 0s aumentos
nos niveis de GGT indicam les6es muito antigas nos ductos biliares (UNDERWOOD &
SUTTLE, 2001).

Diferencas entre espécies animais no que se referem a susceptibilidade a
intoxicacdo pelos APs séo relatas na literatura (HOOPER, 1978). A diferenca entre
algumas espécies mais susceptiveis sdo o resultado do balanco entre as relacbes de
bioativacao, desintoxicacdo e excrecao dos alcalbides. Além desses fatores a qualidade
da dieta do animal influencia no processo de detoxificacdo dos APs. Trabalhos
experimentais com ratos demonstraram que altas concentracdes de proteinas na dieta,
reduzem a toxicose dos alcaldides em virtude que aminoacidos que constituem a
glutationa, exercem importante papel na rota de detoxificacdo dos APs (CHEEKE,
2009).
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Bovinos e equinos sdo muito susceptiveis a intoxicacdo por APs, sendo essas
espécies mais susceptiveis a intoxicagdo de 30 a 40 vezes maior que ovinos e
caprinos. A diferenca parece estar relacionada com a capacidade do ovino a detoxificar
os APs no figado, relacionada a dieta consumida antes da domesticagdo, menos
seletivos, desenvolviam resisténcia as toxinas. Atribui-se também a resisténcia dos
ovinos a uma maior quantidade de microorganismos no rumen, capazes de
biotransformar esses principios téxicos com maior eficiéncia que os bovinos (CHEEKE,
1994; RADOSTITS et al. 2002).

As diferentes respostas ou a resisténcia individual dos animais aos APs podem
refletir em detoxificagdo bacteriana no trato gastrointestinal, taxa de conversao, no
figado, do AP a pirréis toxicos, capacidade anti-oxidativa individual do animal, além da
guantidade de AP ingerida na dieta. Trabalhos relataram ainda que possa haver
susceptibilidade diferente nas diferentes racas, principalmente nos ovinos (CHEEKE,
1994; SANTOS et al. 2008).

Ja foram apresentados relatos de intoxicagcdo espontanea e experimental em
varias espécies animais, entre elas: suinos (SOUZA et al. 1997; TORRES et al. 1997;
HATAYDE et al. 1998; SOUZA et al. 1998), bovinos (REINDEL et al.,, 1991;
SEAWRIGHT et al. 1991; BOGHOSSIAN, et al. 2007; TORRES & COUTO, 2008;
FLETCHER et al. 2009), ratos (KAY et al. 1966; KAY et al. 1967; MEYRICK, 1978;
CARTENS & ALLEN, 1970; CHEEKE, 1988; REINDEL et al. 1991; YAN, et al 1995;
MEDEIROS et al. 1999; COPPLE et al. 2002; FU et al. 2002; COPPLE et al. 2003;
WANG et al. 2005), humanos (SPERL et al. 1995; COPPLE et al. 2002; SANTOS et al.
2002; FU et al. 2002; COPPLE et al. 2003; WANG et al. 2005), ovinos (CHEEKE, 1988)
equinos (CHEEKE, 1988; MELO, 2010-dados n&o publicados), coelhos (CHEEKE,
1988), perus (ALLEN, 1963; BURGUERA et al. 1983; ALFONSO et al. 1993), frangos
(SIMPSON, et al.1963; FIGUEREDO et al. 1987; ALFONSO et al. 1993; HATAYDE et
al. 1997a; HATAYDE et al. 1997b) e caprinos (MEDEIROS et al. 1999), mas ndo ha
relatos em pequenos animais.

SANTOS et al. (2002), evidenciaram em seu trabalho os efeitos benéficos da

monocrotalina extraida das sementes da C. spectabilis. Quimicamente modificadas em
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sua estrutura para monocrotalina pura e extracdo do N-O0xido descobriram uma fonte de
substancias com acdo anti-tumorigénica Como resultado observaram que a
monocrotalina pura e seu N-6xido atuaram fracamente sobre as células da leucemia
HL-60, onde inibiu o crescimento celular em 20%, a resposta ao melanoma MV-3 foi
inibida de forma mais ativa, chegando a 63% da inibicdo do crescimento celular.
Concluiram portanto, que os APs, principalmente os em questdo, podem ser deletérios
ao organismo e por outro, lado quando bem explorados, uma boa fonte de substancias
com atividades anti-tumorigénicas. O estudo foi realizado e testado somente em ratos,
observado também pelos autores a importancia de novos estudos. NEVES (2010)
descreveu que a C. spectabilis e a C. juncea, teem sido recomendadas para tratamento
de varias doencas de pele em humanos, como psoriase, sarna e impetigo, podendo
também influenciar diretamente, seu principio ativo, no crescimento celular, mas ainda

nao ha nenhum trabalho que comprove a sua eficacia cientificamente.

2.3. Consideracdes sobre biopsia hepéatica

A bidpsia hepatica percutanea com agulha cortante tipo TRU-CUT® pode ser
uma fonte valiosa de informagcbes quanto aos diversos parametros relacionados a
funcdo hepatica em animais, bem como uma forma auxiliar de diversas lesbes que
acometem o figado (MEDEIROS et al. 2002). Além disso, a bidpsia hepatica permite
diagnosticar as lesGes antes que 0s sinais clinicos tornem-se aparentes, diminuindo as
perdas econdémicas ou mortalidade dos animais afetados (DRIEMEIER, 1990). Segundo
NELSON & COUTO (2001), a biopsia hepatica € necesséaria para estabelecer o
diagnostico final e o prognéstico. Suas indicacdes sao: explicar resultados anormais
dos exames de estado e/ou funcéo hepatica, especialmente se persistirem por mais de
um més; explicar hepatomegalia de causa desconhecida; determinar o estagio de
doenca neoplasica; avaliar objetivamente a resposta a terapia; avaliar o progresso da
doenca previamente diagnosticada e ndo especificamente tratavel (MEDEIROS et al.
2002).
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2.4 Consideragdes sobre bioguimica sérica

2.4.1 Hepatica

As funcbes do figado em varios processos corporais incluem participacdo no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas, na desintoxicacdo e excrecao de
catabdlitos e de outras substancias toxicas na digestdo (especialmente de gordura) e
na sintese protéica, inclusive na de vérios fatores de coagulagdo (TRALL, 2007).

Os testes utilizados para verificar a funcionalidade hepatica objetivam avaliar: a
integridade dos hepatdcitos (atividade enzimatica de alanina aminotransferase ALT,
com maior uso em animais de companhia e aspartato aminotransferase AST, esse com
maior utilizagdo em grandes animais) e do sistema biliar (atividade de fosfatase alcalina
ALP e gama glutamiltransferase GGT); Funcdo excretora do figado avaliada pelas
bilirrubinas e ainda a sintese de componentes do sangue (uréia, albumina, fibrinogénio,
protrombina, dentre outros). Tais procedimentos permitem detectar hepatopatias
ocultas, determinar a gravidade da hepatopatia, monitorar a progressédo da doenca e
estabelecer o prognostico (TENNANT, 1997). As aminotranferases ALT e AST
correspondem ao principal grupo de enzimas que sinalizam lesdo dos hepatdcitos.
Essas enzimas de extravasamento, ALT e AST, tém suas atividades séricas
determinadas, em parte, pela localizacdo intracelular; a ALT esta presente em maior
guantidade no citoplasma e a AST esta localizada no citoplasma e na mitocondria.
Deste modo, o extravasamento de AST € mais dificil em razdo de sua localizagcéo
mitocondrial, pois ha necessidade de atravessar duas barreiras fisicas (membrana
mitocondrial e citoplasmatica). As atividades séricas de ambas as enzimas se elevam
guando ha hipoxia tecidual e disfuncdo hepatocelular (TENNANT, 1997; TRALL, 2007).
Contudo, h& pouca relacdo entre a alteracdo quantitativa na atividade enzimatica e a
extensdo ou reversibilidade da lesdo hepatica (MEYER, 1993). As atividades séricas
das enzimas sao influenciadas pela sua localizacdo e concentracdo intracelular, pelo

volume tecidual total do 6rgdo responsavel pela sua producdo, pelo grau de lesdo
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celular, pela taxa de necrose e apoptose e meia vida da enzima no plasma (KRAMER &
HOFFMANN, 1997).

O figado sintetiza a maior parte das proteinas plasmaticas, inclusive a albumina,
e a totalidade das fracbes de alfa globulinas e beta globulinas. As funcdes das
proteinas compreendem fornecimento de aminoacidos para os tecidos, manutencdo de
pressdo osmotica coloidal, tamponamento para manutencao do equilibrio acido-basico,
transporte de varias moléculas e ions, homeostasia, controle da resposta inflamatoria, e
participacdo dos mecanismos de resisténcia a infec¢éo; a albumina € a mais abundante
das proteinas plasmaticas, compreendendo 35 a 50% do teor sanguineo de proteina
total em mamiferos (THOMAS, 2000).

2.4.2 Renal

O rim exerce papel fundamental na manutengcdo da homeostase por meio da
excrecao de residuos metabdlicos e da absorcdo de substancias filtradas necessarias ao
organismo; além disso, sintetiza horménios que participam no controle da presséo
sanguinea sistémica e da hematopoese. Quando ha comprometimento da funcéo renal
as substancias normalmente excretadas pelos rins se acumulam no organismo. No
entanto, essas alteracdes somente sdo detectadas em exames de laboratorio quando a
taxa de filtracdo glomerular se reduz a menos de um terco dos valores fisiolégicos. O
termo azotemia refere-se ao acumulo de metabdlitos nitrogenados no sangue, sendo a
determinacdo das concentracdes sanguineas de uréia e creatinina indicadores de
azotemia (FINCO, 1997).

As proteinas representam a principal fonte de amoénia necessaria a sintese de
uréia, de modo que a sintese de uréia depende do metabolismo protéico. Qualquer
disturbio que induza aumento do metabolismo protéico pode resultar em elevacédo na
concentracdo sanguinea de uréia ou acido urico. A maior parte de uréia plasméatica é
excretada pelos glomérulos e sua dosagem sérica € considerada importante teste
indicador de disfuncdo na filtracdo glomerular e reabsorcédo tubular (MEYER et al,

1995). Situacdes que provocam uma diminuicdo na velocidade de filtracdo glomerular
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levam a um aumento na reabsorcdo de uréia nos tubulos coletores, aumentando sua

concentracdo plasmética (KANEKO, 1997).

2.4.3 Proteinas Totais

As proteinas sao constituintes essenciais para todas as células do organismo,
correspondendo cerca de 18% do peso corporal dos animais, e em sua maior parte,
sintetizadas pelo figado. Constitui um grupo de moléculas heterogéneas que atuam na
formacdo das estruturas das células, na manutencéo da presséo coléido-osmética, na
catalizacdo de reacdes bioquimicas (enzimas), regulacdo (hormdénios), coagulacdo e
defesa humoral (anticorpos). Idade e nutricdo séo fatores de grande importancia, que
influenciam, diretamente, a quantidade de proteinas plasmaticas totais (KANEKO,
1997).

A avaliacéo laboratorial dos teores de proteinas do plasma e do soro sangiiineo
tipicamente é parte integrante dos exames hematolégicos e bioquimicos em animais.
Alteracbes na concentracdo plasmatica ou sérica de proteinas sdo as principais
anormalidades laboratoriais em algumas doencas: geralmente nota-se alteracédo no teor
de proteinas em varias enfermidades. A medicao do teor sérico de proteinas costuma
fornecer informacdes importantes, que podem ser Uteis para limitar a lista de doencas
gue devem ser investigadas, e em alguns casos indicar alguma doenca especifica
(TRALL, 2007).

Os dois principais tipos de proteinas do plasma sdo albumina e globulinas. A
albumina é a proteina mais abundante do soro, constitui entre 35-50% das proteinas
séricas totais. Seu papel mais importante € sua funcdo metabdlica de se ligar e
transportar outras proteinas. Praticamente, todos os constituintes do plasma que nao
necessitam ser transportados por uma proteina especifica utilizam, para esse fim, a
albumina (KANEKO, 1997).

A albumina € a menor delas e sua quantidade no sangue € maior que a de
globulinas. Consequentemente a albumina responde por cerca de 80% da pressao

oncotica do sangue, impede gque a agua passe do sangue para os tecidos. Ela também
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€ uma importante proteina transportadora, com significativa participacdo no transporte
de acidos graxos livres, acidos biliares, bilirrubina, calcio, hormbénios e medicamentos.
Ela é sintetizada no figado, atinge a corrente sanguinea e sua metabolizacdo se d& na
maioria dos tecidos. As outras representantes sdo as globulinas, que aparecem em
menor nimero, mas, de extrema importancia, representam um grupo heterogéneo de
proteinas grandes, mas de tamanhos variados. Abrangem diversos tipos de moléculas
de anticorpos, outras proteinas que atuam nos sistema imune, fatores de coagulacéo,
enzimas e proteinas transportadoras de lipideos, vitaminas, horménios, hemoglobina
extracelular e ions metalicos (TRALL, 2007).

Assim, através deste trabalho pretende-se verificar os efeitos hematolégicos,
bioquimicos e histologicos da ingestdo experimental de sementes de C. spectabilis

guando trituradas e misturadas a racao de caes por um periodo determinado.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da toxicidade da Crotalaria

spectabilis, pela ingestao de sementes trituradas e adicionadas a racédo, em caes.
3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar clinicamente os caes antes e durante o periodo experimental;

e Acompanhar o quadro hematoldgico de cées intoxicados experimentalmente com
sementes de Crotalaria spectabilis em diferentes doses;

e Verificar o perfil bioquimico através da dosagem sérica das enzimas ALT, GGT e
ALP e os metabalitos Uréia e Creatinina;

e Avaliar possiveis danos histologicos na intoxicacdo, por meio de bidpsias

hepéticas com agulha tipo TRU-CUT®.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa esta de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo (COBEA),
da Universidade Estadual Paulista UNESP Campus Jaboticabal e foi aprovado pela
Comissdo de Etica e bem estar animal, em reunifo de 14 de agosto de 2008, sob
protocolo nimero 0016735-08.

4.1 Animais e Instalacdes

Foram utilizados 12 caes, 6 machos e 6 fémeas, com idades variadas, sem raca
definida, pesando entre 8 e 20 Kg, provenientes do Centro de Pesquisa em Sanidade
Animal, CPPAR localizado na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), UNESP Campus de Jaboticabal, alojados
individualmente em canis, equipados com comedouros e bebedouros individuais, no
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, UNESP - Jaboticabal.

Todos o0s animais receberam a mesma racdo durante a realizacdo do
experimento; dieta composta de racdo comercial (PURUCA® carne e vegetais, BASA -
Brasilia Alimentos S/A), conforme as recomendac¢des do National Research Council —
NRC (2006), 350g/animal/dia, uma vez ao dia e agua ad. libitum.

Todos os animais foram vermifugados (ENDOGARD® 10-20 kg - VIRBAC, S&o
Paulo, SP) e exames fisicos foram realizados antes do inicio do experimento, para

normalizacédo dos parametros fisioldgicos.

4.2 Grupos Experimentais e Modelo de Inducéo da Intoxicacao

Os 12 céaes foram divididos em trés grupos (Gi, G, e Gz), com quatro animais por
grupo (n=4), e receberam propor¢cbes com diferentes inclusbes de sementes de C.
spectabilis na racdo; o primeiro grupo (Gi) recebeu 0,2%, o segundo (G;) 0,4% e o

terceiro (G3) 0,6% de sementes, baseados em trabalhos ja realizados em outras
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espécies e em um projeto piloto, por um periodo de 28 dias (quatro semanas). Os
grupos foram manejados da seguinte forma:
G, - Racao comercial + 0,2% de sementes de C. spectabilis (que correspondem
0,6 g de sementes), por 4 semanas;

G2 - Racao comercial + 0,4% de sementes de C. spectabilis (que correspondem
1,2 g de sementes), por 4 semanas;

Gs - Racao comercial + 0,6% de sementes de C. spectabilis (que correspondem
1,8 g de sementes), por quatro semanas.

As sementes foram trituradas, peneiradas, pesadas e embaladas
individualmente em saquinhos plasticos, obedecendo a dose estipulada por grupo e a
refeicdo do dia. No momento da alimentacéao, 350 gramas de racdo eram misturados as
sementes trituradas, para facilitar a aderéncia das mesmas aos peletes.

Diariamente os comedouros, bebedouros e canis foram inspecionados para
observar a ingestdo de alimento e agua, bem como a presenca de vémito, diarréia,
consisténcia das fezes além de detectar o excesso de pélo dentro dos canis.
Realizaram-se também exames clinicos e fisicos dos animais e, semanalmente a
pesagem destes.

Foi estabelecido o tempo zero (Tp), como controle, correspondentes aos indices
basais de cada animal antes do inicio do fornecimento de sementes de C. spectabilis,

para a realizacdo dos exames hematoldgicos, bioquimicos e histopatologicos.

4.3 Momentos de Avaliacao

Para determinacdo dos parametros normais, as amostras biologicas (sangue e
amostra de figado) foram colhidas no periodo pré-experimental, sem a inclusao das
sementes a racado, determinando o To. Para o periodo experimental, os momentos de
colheita foram: tempos 7 (T7), 14 (T14), 21 (T21) € 28 (T2s), Onde as parcelas ja estavam
recebendo diariamente diferentes dosagens de sementes de C. spectabilis.

Os dados obtidos para colheita de sangue foram em intervalos de sete dias,

semanalmente, contados a partir da inclusdo da semente a racdo fornecida aos
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animais. Para as amostras de figado (biopsia hepatica) foram estabelecidos os
momentos de colheita nos tempos Ti4 € Tzs. As amostras foram manejadas como

mostra o esquema abaixo:

4.4 Avaliacdo do quadro hematoldgico

Para a realizacdo do hemograma, amostras de sangue foram colhidas por
puncéo das veias jugular ou cefalica, em tubos devidamente identificados contendo em
seu interior o anticoagulante EDTA a 10% (acido etilenodiaminotetracético). Estes foram
homogeneizadas e processadas no Laboratorio de Apoio a Pesquisa do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV — UNESP. As contagens de eritrQcitos,
leucaocitos, plaquetas e a taxa de hemoglobina e hematocrito foram obtidos utilizando
um contador de células automatico (POCH-100lv Diff, SYSMEX - Jap&o). As contagens
diferenciais dos leucdcitos foram realizadas em esfregacos sanguineos corados com
solucéo de Rosenfeld (JAIN, 1986).

4.5 Avaliacédo do quadro bioquimico sérico

Para avaliacdo da bioquimica sérica, o sangue colhido foi acondicionado em
tubos devidamente identificados, mas sem a presenca do anticoagulante. Estes foram
mantidos a temperatura ambiente até que houvesse a retracdo do coagulo, e entdo
centrifugado para a separacdo das aliquotas de soro. A centrifugacdo ocorreu por um
periodo de 10 minutos a 3000 G, sendo acondicionadas em EPPENDORFS®,
(EPPENDORF do Brasil, Sdo Paulo, SP) e armazenadas a - 20'C para posterior
realizacdo dos exames bioquimicos.

Foram determinadas as enzimas Gama glutamiltransferase, (GGT, Metodologia
Sazasz modificado), Fosfatase alcalina, (ALP, Metodologia Bowers e Mc Comb
modificado), Alanina Aminotransferase, (ALT, Metodologia Cinética UV-IFCC), com a
utilizacdo de kits comerciais (LABTEST® - Lagoa Santa, MG), conforme as instrucdes

fornecidas pelo fabricante. As leituras das reacdes foram realizadas pelo equipamento
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de espectofotometria semi-automatico (LABQUEST® - Belo Horizonte, MG), com luz de
comprimento de onda apropriado para cada um deles.

A avaliacdo renal inclui a dosagem de uréia (Metodologia enzimético UV) e
creatinina sérica, (Método Labtest) com a utilizacdo de kits comerciais (LABTEST® -
Lagoa Santa, MG), conforme as instru¢cdes fornecidas pelo fabricante. A leitura foi
realizada pelo equipamento de espectofotometria semi-automatico (LABQUEST® - Belo
Horizonte, MG).

4.6 Avaliacao histopatolégica

As biopsias hepéticas foram realizadas em trés momentos diferentes: To, T14 €
Tog do experimento.

Foram colhidas amostras de figado através da técnica de bidpsia percutanea
com agulha cortante tipo TRU-CUT® (US BIOPSY®- Franklin,USA), calibre 18 Gauges
(G) (1,2mm x 25cm), guiado por ultra-sonografia (Figura 3), para acompanhamento das

lesbes ocasionadas pela intoxicacao experimental, através de exames histopatoldgicos.

“Patient id

Figura 3. Posicionamento da agulha tipo TRU-CUT® no figado (detalhe — seta), guiada
por ultra-sonografia, no momento do disparo, para a obtencéo do fragmento
hepatico (Fonte: arquivo pessoal).



21

Para a execucdo da técnica de bidpsia hepética percutanea, os animais foram
submetidos a um jejum prévio de 12 horas, e levados a sala de ultra-sonografia, onde
foram contidos em decubito lateral esquerdo. Uma &rea de 5 cm de largura por 10 cm
de comprimento foi tricotomizada na altura do 12° e 13" espacos intercostais,
delimitando o espaco onde foi feito a varredura para observacao dos lobos hepéticos.
Essa area depois de tricotomizada foi submetida & anti sepsia com &lcool 70%.
Localizado o lobo a ser puncionado, o animal foi anestesiado com uma dose de
PROPOFOL®, (Sandoz — Cambé, PR), na dose de 6mg/kg. Foi realizada entdo uma
pequena perfuragcdo na pele e musculatura abdominal com agulha 40x12, onde a
agulha tipo TRU-CUT® foi introduzida acoplada a uma pistola automatica, e ao
transdutor, formando um angulo de 90° com a imagem refletida (Figura 4A). Introduziu-
se a agulha no local perfurado, acionando-se o gatilho, a agulha interna avancou para o
alvo, dois centimetros, e retrocedeu rapidamente para dentro da agulha externa e assim
um fragmento de tecido ficou retido na reentrancia da agulha interna, como mostra
Figura 4B. Retirou-se a agulha lentamente do alvo e por meio de exame ultra-
sonogréfico verificou-se a éarea, para detectar possiveis focos hemorragicos locais.
Retirou-se entdo a amostra da agulha com cuidado, mergulhando-a em uma solucao de
formalina a 10%, para ser levado ao Departamento de Patologia Veterinaria onde foi

processado.



22

Figura 4. (A) Biépsia com Agulha cortante tipo TRU-CUT®- posicionamento da agulha
e do animal para colheita do fragmento. (B) Tamanho da amostra de tecido
hepatico (detalhe) retirado do animal (Fonte: arquivo pessoal).

No Departamento de Patologia Veterinaria da Universidade Estadual Paulista,
FCAV — UNESP, Jaboticabal, essas amostras permaneceram em formalina a 10% por
24horas, para permitir a completa fixacdo do tecido. ApoOs este periodo foi realizado
processamento das amostras para a confeccdo e coloracdo das laminas histologicas
com Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrbmio de Masson (TM), segundo a técnica

descrita por Luna (1968).

4.7 Andlise estatistica

Apoés a obtencdo dos dados, estes foram submetidos a analise de variancia de
medidas repetidas, com um fator de tratamento de trés niveis entre animais (G4, G, e
G3) e um fator de tempo com cinco niveis (To, T, T1a, T21 € Tog), COM quatro animais em
cada grupo. A comparacdo das médias foi realizada o teste de Tukey, para fatores
principais de interacdo, com um valor de interacdo de significancia p < 0,05 ou 5% de

probabilidade. Foram executadas no programa Statical Analysis System — SAS (1996).
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram o grau de toxicidade das
sementes de C. spectabilis em cades. Observou-se que os animais alimentados com
diferentes percentuais das sementes, apresentaram sinais clinicos de diversas
intensidades apresentando, portanto, variagbes de animal para animal nos diferentes
grupos. Avaliaram-se esses animais de diversas formas, peso corporal (Kg), exames

fisicos, laboratoriais e histopatolégicos.

5.1 Peso corporal médio dos animais

Notou-se que dos 12 cées presentes no experimento, ndo houve relevancia na
média do peso corporal desses animais, nas semanas do periodo experimental.

Tabela 1. Valores médios para peso corporeo (Kg) e erro padrdo médio (+ EPM), de
caes submetidos a intoxicacdo experimental, com diferentes porcentagens
de sementes de Crotalaria spectabilis (G1, G2, e G3), a intervalos semanais,
por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

GRUPO PESO Erro Padréo
(G) (Kg) Médio (EPM)
Tempos de pesagem
TO T7 T14 T21 T28
G, 19,40 19,10 19,40 19,20 18,90 +0,48
G, 9,50 9,40 9,70% 9,60 9,50 +0,53
Gs 8,20 7,80“% 8,20 8,20“% 8,40 +0,53

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, nado diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).
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Figura 5. Variacdo das médias dos pesos corporeos (Kg) dos caes intoxicados,
experimentalmente, com diferentes porcentagens de sementes de Crotalaria
spectabilis (Gi, G, e G3), aferidos semanalmente, do inicio do experimento
ao final nos diferentes tempos (To, T7, Tis, T21 € T2g). UNESP, Jaboticabal,

2010.

5.2 Exame dos animais

Ao decorrer das 4 semanas de intoxicacdo experimental, os animais

apresentaram sinais clinicos inespecificos, em diferentes graus e periodos, conforme

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Sinais clinicos apresentados pelos cées experimentalmente intoxicados,
pelas diferentes porcentagens de sementes de C. spectabilis (G1, G2 e G3),
ao longo dos 28 dias de intoxicacdo (To, T7, Tia, T21 € Tag). UNESP,
Jaboticabal, 2010.

Grupos Experimentais

Sinais Clinicos G G: Gs
Alopecia periocular + ++ ++
Secrecao ocular serosa + ++ ++
Secrecao nasal bilateral mucosa + + ++
Alopecia difusa - +++ +++
Hiperceratose nasal + - ++
Espirros + ++ ++
Tosse + ++ ++
Vomitos esporadicos + + -
Tenesmo + + +
Constipacéao ++ + +++

- ausente; + leve; ++ moderado; +++ severo

Os sinais clinicos comecaram a aparecer a partir do 10° ao 13° dia, na maioria
dos grupos, ficando mais evidentes a partir da terceira semana em todos 0s grupos.
Alguns sinais clinicos eram bastante evidentes, principalmente nos animais com maior
pigmentacdo na pele. Os sinais mais frequientes foram alopecia periocular nos animais
e alopecia difusa. Essa alopecia se intensificou ao longo das semanas com o
fornecimento em doses diarias das sementes toxicas em todos 0s animais, sendo mais
precoce e intenso no Gs. As Figuras 6, 7 e 8 ilustram os quadros de alopecia periocular

e difusa, respectivamente, de cdes nos diferentes tempos e grupos.
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Figura 6. Cao macho, SRD, aproximadamente cinco anos de idade, com alopecia
periocular, no 13° dia de intoxicagdo com sementes de C. spectabilis,
pertencente ao G, (Fonte: Arquivo pessoal).

Figura 7. Cadela SRD, aproximadamente quatro anos de idade, com alopecia
periocular mais discreta, no 9° dia de intoxicagdo com sementes de C.
spectabilis, pertencendo ao Gz (Fonte: arquivo pessoal).
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Figura 8. Cadela SRD, aproximadamente seis anos de idade, no 11° dia de intoxicacao
pelas sementes de Crotalaria spectabilis, apresentando alopecia difusa,
pertencendo ao G; (Fonte: arquivo pessoal).

Os espirros, vOmitos e tosse apareceram nos trés grupos logo na primeira
semana de inclusdo das sementes. Vomitos esporadicos ocorreram em todos 0s grupos
durante ou apos a alimentacéo.

Na segunda semana experimental, os cédes ja ndo apresentavam vOmitos e se
alimentaram até o fim do experimento. As secrecdes oculares serosas e nasais
bilaterais mucosas apareceram nos trés grupos e manifestaram-se na ultima semana do
experimento, assim como o aparecimento de hiperceratose nasal, evidenciado nos G; e

G2, no mesmo periodo (Figura 9).
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Figura 9. Cadela SRD, aproximadamente dois anos de idade, apresentando secrecéo
ocular bilateral serosa, hiperceratose nasal e secrecdo nasal mucosa, no 20°
dia de intoxicacao pelas sementes de Crotalaria spectabilis, pertencendo ao
G3 (Fonte: arquivo pessoal).

5.3 Avaliacdo hematoldgica

O perfil hematoldgico dos animais intoxicados, ndo revelou nenhuma alteragcéo. A
Tabela 3, demonstra através da Analise de Variancia o comportamento das médias dos
valores hematoldgicos, sendo as possiveis as fontes de variacdo grupos (G), animais
nos grupos A(G), tempo (T) e o tempo sobre o grupo T*G, valores significativos a 1%

(p<0,01) e a 5% (p<0,05) de probabilidade respectivamente.
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Tabela 3. Andlise de Variancia das médias dos valores hematoldgicos, tendo como fontes de variagcdo as analises
dos grupos, dos animais nos grupos, dos tempos, dos tempos pelos grupos, Coeficiente de
Determinacéo (R?) e do Coeficiente de Variagdo (CV), de cées intoxicados com diferentes porcentagens
de sementes de C. spectabilis, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Niveis  Minimos de Significancia (P)
Fontede Graus de
Variagdo Liberdade
Hem Leuc Hb Ht Eos” NB” NS Linf’ Mon”  Plag
Gzé';’o 2 0,08"  0,8™ 0,02 0,02 0,14" 0,12" 036" 017" 0,01 0,03"
A(G) 10 <.0001” <.0001" <.0001" <.0001" <.0001" 0,3"™ 0,008° <.0001° 0,83" <.0001"
Te(r%po 4 0,004" 0,001 001 00003  04™ 0,31 0,13"  0001° 089™ 0,0006"
Tempo x - \ \ . - .
Grupo 8 0,007 0,33  0,15™ 0,01 0,12" 0,04 0,04 0,0003 0,04 0,2
(G*T)
Erro (b) 40 - - - - - - - - - -
R? 0,86 0,8 0,9 0,9 0,7 0,5 0,6 0,8 0,45 0,9
cv 7.6%  21,63%  8,34% 82%  41,80% 121,2% 201%  254%  84.68% 17,29%

Médias seguidas pelos valores menores que 0,05 (p<0,05) séo valores significativos a 5% de probabilidade. (*)
Médias seguidas pelos valores maiores que 0,05 (p>0,05) séo valores nédo significativos a 5% de probabilidade. (ns)
Médias seguidas pelos valores menores que 0,01 (p<0,01) séo valores significativos a 1% de probabilidade. (**)
Valores transformados a logaritmos, Leos +1, Lnb +1, Llinf +1 e Lmon +1. (*)
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Tabela 4. Valores médios da contagem de hemécias (x10%/uL) e erro padrdo médio (+
EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrao A
G) (dias) Médio géelf;:igg'au
(EPM) H
Tempos colheita amostras (T)
T T T T T
G, 7,420Aab 7,387Aab 7,75’kab 7,8261Aa 6,6228Ab +0,23 55-8,5
G, 5,90 6,33 5,67% 6,70 5,53 +0,26
Gs 6,53 7,58 6,52 6,942 7,257 +0,26

Médias seguidas pelas mesmas letras minlsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05) ao
nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05) ao nivel de 5% de probabilidade. *Valor de referéncia para contagem global de
hemécias (x10%L) em caes segundo Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

A contagem de hemacias diferenciou-se nos tempos de colheita. Em todos os
grupos, ao final dos 28 dias de intoxicagédo experimental, evidenciou-se uma tendéncia
a queda nos valores médios de hemacias. A Figura 10 demonstra através do grafico
gque no grupo G; onde a ingestdo de sementes de C. spectabilis foi a menor
porcentagem, observou-se uma queda significante no numero de heméacias do T,; para

0 Tos.

8
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Médias dos valores da contagem global de Heméacias

Figura 10. Valores médios da contagem de hemaécias (x10°%uL), de cées
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,
nos diferentes tempos (To, T+, T14, T21 € T2g) € nos diferentes grupos (G,
Gre G3)
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A Tabela 5 ilustra os valores médios para taxa de hemoglobina e erro padrédo
médio, dos cdes que foram submetidos a diferentes doses de sementes de C.
spectabilis na racao, contudo notou-se que ndo houve diferencgas significativas (p>0,05)
nos tempos de colheita e grupos. No G; houve um aumento aos 14 e aos 21 dias de
experimento, na taxa de hemoglobina. Ja no G, esse aumento foi observado no 21° dia
de experimento. A Figura 11 demonstra as alteracdes entre 0s grupos e os tempos de

colheita

Tabela 5. Valores médios para taxa de hemoglobina (g/dL) e erro padrdo médio (+
EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrdo o coranciar
(G) (dias) Médio
(EPM) (g/dL)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28

G, 16,56 16,68 17,32 18,00 15,76 +0,56 12 -18
G, 12,47 13,32 12,05°2 14,00%2 11,372 +0,63
Gs 14,35 14,40 14,25 15,15 15,4278 +0,63

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailusculas nas colunas, nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para taxa de hemoglobina (g/dL) em cdes segundo Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO 1)
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Figura 11. Valores médios da taxa de hemoglobina (g/dL), de caes experimentalmente
intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis, nos diferentes tempos
(To, T7, T14, T21€ Tog) € nos diferentes grupos (Gi, G, e Gj).

Tabela 6. Valores médios de hematocrito (%) e erro padrao médio (+ EPM), de cées
submetidos a intoxicacdo experimental, com diferentes dosagens de
sementes de Crotalaria spectabilis (G;, G, e G3), a intervalos semanais, por
um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padréo R;ﬂgndcfa*

(G) (dias) Médio %)

(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28

G1 44,44%° 50,48 5342 53,74 45,14 +1,64 37-55

G, 37,77 40,57 35,852 42,30% 34,97% +1,84

Gs 43,07"*  50,02°" 42,82 46,25 47,02 +1,84

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para taxa de hematdcrito (%) em cées segundo Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

Nota-se na Tabela 6 que 0s grupos e os tempos se diferenciaram para a variavel

hematdcrito. No G; houve diferenca quanto aos tempos de colheita, principalmente no
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To1 com relacdo aos Tp e Tag O valor de T, aumentou em relacdo ao grupo, sendo

ilustrado na Figura 12 os aumentos e as diminuigdes citadas na tabela acima.

o TN
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Figura 12. Valores médios da taxa de hematdcrito (%), de cées experimentalmente
intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis, nos diferentes tempos
(To, T7, T14, T21€ Tog) € nos diferentes grupos (Gi, G, e G3).

Tabela 7. Valores médios da contagem de leucécitos (x10%uL) e erro padréo médio (+
EPM), de cades submetidos a intoxicacdo experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrao o o a .
(G) (dias) Médio - 3
(EPM) (célsx10°uL)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G, 8,46 9,02 6,50 8,46" 7,40 +0,83 618
G, 7,27% 9,02 7,72 11,10" 8,65 +0,93
Gs 8,07 9,97 6,15 10,57 10,222 +0,93

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para contagem global de leucécitos (x10*/uL) em cades segundo Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

As médias da contagem de leucdcitos ndo se diferenciaram, entre 0os grupos e

nos diferentes tempos, pelo teste de Tukey, como demonstram a Tabela 7e a Figura 13.
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Observou-se também que nos G, e Gz, houve uma tendéncia de aumento no Ts.

12 A

—— 1

G3

0 7 14 21 28
Tempo (dias)

Médias dos valores da contagem global de Leucécitos
(2]

Figura 13. Valores médios da contagem de leucécitos (x10%pL), de caes
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,
nos diferentes tempos (To, T7, T14, T21 € T2g) € nos diferentes grupos (G,
Gz e Gy).

Nas contagens diferenciais médias dos basofilos, neutréfilos bastonetes e
neutrofilos segmentados, ndo apresentaram interacdes significativas entre grupos, nem

entre tempos de colheita (p<0,05), como seguem nas Tabelas 8 e 9 .

Tabela 8. Valores médios para contagem de neutréfilos bastonetes (x10°uL) e erro
padrao médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental,
com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G;, G2, e
G3), a intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP,
Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padréo R;i'f’érn‘i?a*
(G) (dias) Médio (célsx10°L)
(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G, 0,05 0,30" 0,23 0,10" 0,16 +0,05 0-0,5
G 0,06™ 0,05 0,042 0,02 0,04 +0,06
Gs 0,00" 0,05 0,12" 0,01 0,20" +0,06

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para contagem de neutréfilos bastonetes (x10°W/L) em cédes segundo Laboratério
de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO0 1)
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Tabela 9. Valores médios para contagem de neutréfilos segmentados (x10%uL) e erro
padrdo médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicagcdo experimental,
com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G1, G2, e
Gs), a intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP,

Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padrdgo _alorde
G) (dias) Médio  Referéncia
(EPM) (célsx10%uL)
Tempos colheita amostras (T)
To T, Tia Tn Tog
G, 4,85 7,22 4,86" 6,32 4,13 +0,60 3,6 -13,8
G, 4,25 5,06 3,75 5,00% 5,96"% +0,70
G; 4,42 4,63" 4,22" 3,23% 5,40 +0,70

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para contagem de neutréfilos segmentados (x103u/L) em cées segundo Laboratério
de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

Tabela 10. Valores médios para contagem de eosindfilos (x10%uL) e erro padrdo médio
(+ EPM), de caes submetidos a intoxicagado experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padrao _vaorde.
G) (dias) Médio  eferéncia
(EPM) (célsx10%uL)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G, 0,53 0,48 0,23 0,36 0,54 +0,15 0,12-1,8
G, 0,83 1,08" 1,19%2 1,385 0,95 +1,17
Gs 1,00 0,45 0,44 0,70" 0,46 +1,17

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras maiulsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para contagem de eosindfilos (x10°W/L) em cades segundo Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

Com relacéo aos valores médios de eosinofilos, houve uma queda em sua média
a partir do 7° dia de experimento, nos G; e Gs, sendo que no G, houve exatamente o
contrario, elevando-se o numero da média do numero de eosindfilos a partir do mesmo

periodo.
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Tabela 11. Valores médios para contagem de linfécitos (x10*w/L) e erro padrdo médio
(+ EPM), de cées submetidos a intoxicacado experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padrdgo vaorde
. P Referéncia
(G) (dias) Médio 4| 3
(EPM) (célsx10°pL)
Tempos colheita amostras (T)
To T, Tia Tx Tog
Gi 3,15% 1,29% 1,20% 1,53% 2 542 +076  072-54
Go 1,79% 2.72% 2.59% 457 1,55 +0.85
Gs 3,524 4,59"82° 1,18 6,518 4,298 1085

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). *Valor de referéncia para contagem de linfocitos (x103u/L) em cées segundo Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)

Os valores médios possuiram diferencas para a contagem de linfécitos entre os
grupos e também entre os tempos de colheita. No G3, houve uma diferenca notavel no
14° dia de colheita, onde essa média teve uma queda na média do grupo, sendo que no
21° dia de colheita houve uma elevacdo na média do numero de linfocitos como

demonstra a Figura 14.
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N

Figura 14. Valores médios para contagem de linfécitos (x103u/L), de cées
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,
nos diferentes tempos (To, T7, T14, T21 € T2g) € nos diferentes grupos (Gy,
Gre G3)
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Os valores médios para contagem de mondcitos representados na Tabela 12
apresentaram-se com seus valores médios de grupos, G, e Gs, fora dos valores de
referéncia, aumentados. Somente no G; as meédias dos valores de mondcitos
apresentam-se dentro dos valores de referéncia. O gréfico representado pela Figura 15
ilustra o comportamento das diferentes médias dos valores de mondcitos que néo se
diferenciaram estatisticamente. No Gz particularmente, os valores médios de monécitos
jA encontravam-se aumentados a partir do 1° dia de colheita, To, normalizando-se no

T14, mas voltando a aumentar no restante do periodo experimental.

Tabela 12. Valores médios para contagem de mondcitos (x10°uL) e erro padrdo médio
(+ EPM), de caes submetidos a intoxicacao experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrao AT
G) (dias) Médio ggtﬁgg'i)
(EPM) H
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G, 0,017 0,00 0,052 0,06 0,09 +0,02 0,18-1,8
G, 1,79 2,720 2,59 4,57 1,55 +0,03
Gs 3,52 4,592 1,18" 6,51 4,29" +0,03

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).*Valor de referéncia para contagem de mondcitos (x10°W/L) em cées segundo Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO 1)

]

2

8 016

c

[e]

S 0147

(9]

T 0,121 l\

1]

B /\

S 0107 \/

3

& 0087

]

0 0,06 \

o

g 0,04 G

n —— G 1
0,021

'g G2

@ 0001 G3

S r r . . r

‘g 1] 7 14 21 28

Tempo (dias)
Figura 15. Valores médios para contagem de mondcitos (x10°p/L), de cdes
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,
nos diferentes tempos (To, T7, T14, T21 € T2g) € nos diferentes grupos (G,
Gre G3)
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Tabela 13. Valores médios para contagem de plaquetas (x10°uL) e erro padrdo médio
(+ EPM), de cées submetidos a intoxicacado experimental, com diferentes
dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos
semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padréo R;aelroérniiea*
G) (dias) Medio  calsx10%uL)
(EPM) H
Tempos colheita amostras (T)
To T, Tia Tx Tog
G, 357,4" 212,6"%" 244,2"° 353,27 3144 +18,2 180 — 400
G, 187,2% 182,5% 159,52 164,72 167,0%% +20,3
G; 200,0® 204,0%® 143,7°%2 213,2“° 226,0" +20,3

Médias seguidas pelas mesmas letras minisculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).*Valor de referéncia para contagem de plaquetas (x103WL) em cées segundo Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)
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Figura 16. Valores médios para contagem de plaquetas (x10%w/L), de cées
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,
nos diferentes tempos (To, T7, T14, T21 € T2g) € nos diferentes grupos (Gy,
Gre G3)

Os valores médios do numero de plaquetas se mostraram inferiores no G,. As

diferencas ocorreram nos grupos e nos tempos de colheita, segundo demonstra a

Tabela 13. Houve uma diminui¢do no nimero médio de plaquetas nos 3 grupos, no 14’

dia de colheita, voltando a aumentar ja nos sete dias posteriores, na colheita seguinte.
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5.4 Avaliacdo do quadro bioguimico sérico

De acordo com o quadro bioquimico sérico, a Unica enzima que houve diferenca

bY

nos valores médios entre grupos e tempos de colheita foi a enzima gama
glutamiltransferase (GGT), enquanto outros exames bioquimicos apresentaram
diferencas somente entre grupos, foram as proteinas totais (PT), a enzima fosfatase
alcalina (ALP) e a enzima alanina aminotransferase (ALT). As médias dos outros dois
exames bioquimicos executados, 0os metabdlitos, creatinina e uréia ndo se diferiram
(Tabelas 15, 16, 17, 18, 19 e 20).

Tabela 14. Andlise de Variancia dos valores médios das atividades séricas dos exames
bioguimicos, fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT),
gama glutamiltransferase (GGT), creatinina, uréia e proteinas totais (PT),
tendo como fontes de variagcdo as analises: dos grupos, dos animais nos
grupos, dos tempos, dos tempos pelos grupos, Coeficiente de
Determinacéo (R? e do Coeficiente de Variacdo (CV), de cées intoxicados
com diferentes porcentagens de sementes de C. spectabilis por um periodo
de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Fonte de Graus de Niveis  Minimos de Significancia(p)
Variacao Liberdade
¢ ALP ALT GGT Creatinina Uréia PT
GE(‘if)’o 2 0,5™ 0,05"  <.0001" 0,09" 0,3™ 0,003"
A(G) 10 <.0001” <.0001" 0,98"™ <.0001” <.0001" 0,04’
Te(r%'oo 4 026™  05° <0001 0,09™ 0.4 0,5™
Tempo x N
Grupo 8 0,61™ 0,3"™ <.0001 0,73"™ 0,9™ 0,2"™
(G*T)
Erro (b) 40 - - - - - -
R? 0,96 0,7 0,9 0,7 0,7 0,7
cv 20,8% 27,2% 21,8% 14,5% 22,7% 11,44%

Médias seguidas pelos valores menores que 0,05 (p<0,05) sdo valores significativos a 5% de probabilidade. (*)
Médias seguidas pelos valores maiores que 0,05 (p>0,05) séo valores ndo significativos a 5% de probabilidade. (ns)
Médias seguidas pelos valores menores que 0,01 (p<0,01) sao valores significativos a 1% de probabilidade. (**)
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Tabela 15. Valores médios da atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase
(U/L) e erro padrdo médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacao
experimental, com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria
spectabilis (Gi1, G2, e G3), a intervalos semanais, por um periodo de 4

semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrdo Referéncia*

(G) (dias) Médio  GGT (U/L)

(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
To T, T Ty Tog

G, 7,65 7,65 7,65 7,65 7,65 +1,20 1-10

G, 30,60% 24,70% 17,20%° 15,30%° 15,30%° +1,30

Gs 7,65°%% 13,402 11,50" 7,65"%2 7,655 +1,30

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). ).*Valor de referéncia da atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase (U/L) em cdes segundo
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP,
Jaboticabal.(ANEXO1)

As meédias dos valores da enzima GGT diferenciaram-se tanto entre 0s grupos
como entre os tempos de colheita, demonstrados pela Tabela 15 e Figura 18. Os
valores meédios da enzima GGT, permaneceram acima do valor de referéncia no G,, no
1° dia de colheita, Ty, apresentando uma diminuicdo no T7;, mas ainda continuaram
aumentadas segundo os valores de referéncia do laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria do hospital veterinario Governador Laudo Natel. O Gz, ao 7° e 14° dia de
colheita foram observados aumento na média dos valores de GGT, diminuindo ao 21°

dia de colheita.

304

254

20

—— G1
154 —— G2

104

Médias dos valores da enzima GGT (U/L)

0 7 14 21 28
Tempo (dias)

Figura 17. Valores médios da atividade sérica da enzima gama glutamiltransferase
(U/L), de caes experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria
spectabilis, nos diferentes tempos (To, T7, T1s, T21 € T2g) € nos diferentes
grupos (G, G, e G3).
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Outro exame bioquimico que sofreu diferenca entre grupos foi a PT. A Tabela 16
ilustra o resultado da interac&o significativa. O valor médio da atividade sérica da PT no
G2 no 1° dia de colheita, Ty, estava aumentado, segundo seu valor de referéncia e se
manteve alta, durante todo periodo experimental. J& os G; e Gz ndo apresentaram
nenhum valor significativo no grupo (p>0,05).

Tabela 16. Valores médios da atividade sérica de proteinas totais (g/dL) e erro padrédo
médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental, com
diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G1, G, € G3), a
intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal,

2010.
Erro
GRUPO TEMPO Padr3o Rva'of de
. P, eferéncia
(G) (dias) Médio PT(g/dL)
(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G 7,25 6,43 6,33 6,68 5,79% +0,36 58-7,9
G, 8,19 7,94%2 7,917 8,33* 8,24% +0,4
Gs 6,34 7,07 7,52 7,07" 6,63 +0,4

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, nado diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).*Valor de referéncia da atividade sérica de proteinas totais (g/dL) em cées segundo Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)
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Tabela 17. Valores médios da atividade sérica da enzima fosfatase alcalina (U/L) e erro
padrdo médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental,
com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G1, G2, e
Gs), a intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP,

Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO Padrao R;aelroérn(::iea*

(G) (dias) Médio "1 (UIL)

(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
To T, Tia Tx Tog

G, 64,70 66,30" 64,80 72,90" 79,60 +4,65 20 — 150

G, 45,60™ 43,50" 39,40 43,50 41,40% +5,20

Gs 29,00 29,00 35,20% 31,10%* 39,40%% +5,20

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, nao diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). ).*Valor de referéncia da atividade sérica da enzima fosfatase alcalina (U/L) em cées segundo
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal.
(ANEXO1)

Os valores médios da atividade sérica da enzima ALP n&o se apresentaram fora
dos valores de referéncia, mas houve diferencas dentro dos grupos como demonstra a
Tabela 17. Os G; e Gz apresentaram uma elevacdo no valor médio da enzima no 28°

dia de colheita.

Tabela 18. Valores médios da atividade sérica da enzima alanina aminotransferase
(U/L) e erro padrao médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacao
experimental, com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria
spectabilis (Gi, G2, e G3), a intervalos semanais, por um periodo de 4
semanas. UNESP, Jaboticabal, 2010.

Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrao o o a .
(G) (dias) Médio ALT (UIL)
(EPM)
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 T14 T21 T28
G, 33,50™ 35,50 37,70™ 36,60™ 32,50™ +3,40 10 - 88
G, 31,40™ 47,10 32,70™ 45,80" 39,30™ +4,40
Gs 22,20 18,30"%2 22,20 22,207%2 23,50 +4,40

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).*Valor de referéncia da atividade sérica da enzima alanina aminotransferase (U/L) em cades segundo
Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel’, UNESP, Jaboticabal.
(ANEXO1)
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Figura 18. Valores médios da atividade sérica da enzima alanina aminotransferase
(U/L), de caes experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria
spectabilis, nos diferentes tempos (To, T7, T14, T21 € T2g) € nos diferentes
grupos (G, G, e G3).

O G, apresentou um aumento no 7° e 21° dia de colheita, ndo sendo significativo

ao final do periodo experimental. Portanto, ndo houve diferencas significativas (p>0,05)

para os valores médios da atividade seérica da enzima ALT. Todos os valores das

médias estado dentro dos valores de referéncia para espécie, como demonstra Tabela

18 e Figura 18.

Tabela 19. Valores médios da atividade sérica do metabdlito creatinina (mg/dL) e erro
padrao médio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicacdo experimental,
com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G;, G, e
G3), a intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP,

Jaboticabal, 2010.

Erro

GRUPO TEMPO padrao _vaorde
@) (dias) Médio Cﬁg‘:;;” )
(EPM) 9
Tempos colheita amostras (T)
TO T7 Tl4 T21 T28
G, 1,13 1,13% 0,96 1,13 1,06 +0,06 05-1,5
G, 0,85 0,90 0,86" 1,02 0,98 +0,07
Gs 0,80" 0,83 0,75 0,86" 0,94 40,07

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05). ).*Valor de referéncia da atividade sérica do metabdlito creatinina (mg/dL) em cées segundo Laboratério
de Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal. (ANEXO1)
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Tabela 20.Valores médios da atividade sérica do metabdlito uréia (mg/dL) e erro padrédo
meédio (+ EPM), de cdes submetidos a intoxicagdo experimental, com
diferentes dosagens de sementes de Crotalaria spectabilis (G1, G2, € G3), a
intervalos semanais, por um periodo de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal,

2010.
Erro Valor de
GRUPO TEMPO Padrao Referéncia*
(G) (dias) Médio Uréia
(EPM) (mg/dL)
Tempos de colheita de amostras (T)
To T, Tia Tx Tog
G, 33,00™ 28,00™ 31,80™ 33,50™ 37,40™ +3,00 15 -65
G, 29,70™ 30,90™ 29,00™ 30,70™ 32,60™ +3,40
G; 22,20 23,20 24,40™ 28,20 25,20 +3,40

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
(p<0,05). Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% (p<0,05).*Valor de referéncia da atividade sérica do metabdlito uréia (mg/dL) em cdes segundo Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria — Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, UNESP, Jaboticabal.(ANEXO1)

Segundo os valores médios encontrados para as enzimas creatinina (Tabela 19) e uréia
(Tabela 20), ndo foram encontrados resultados significativos (p>.0,05) e os valores se

encontram dentro dos valores de referéncia para espécie.

5.5 Avaliacédo histopatolégica

Foram encontradas inumeras alteracbes microscépicas, em todos 0s grupos,

mas com intensidades diferentes que estao citadas na Tabela 21.
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Tabela 21. Descricdo dos achados histologicos de bidpsia hepéatica de cées, em
diferentes intensidades de lesfes, submetidos & intoxicacdo experimental,
com diferentes dosagens de C. spectabilis (G;, G2 e G3), a intervalos pré
experimental e experimental, (To, T14 € T2g).UNESP, Jaboticabal, 2010.

Achados histolégicos

(lesbes)

G,

G

Gs

Hepat6citos tumefeitos
(Degeneracéo Hidrépica)

++

+++

++++

Vacuolizacado de células

presentes nos sinusoides

+++

++

Necrose focal (auséncia
de nlcleos)

++

+++

Linfécitos, plasmdcitos +
macréfagos pigmento

regido Peri portal

++

++

++++

Anisocitose

++

Cariomegalia

++

++

Células de Kupffer com
nucleo de coloragdo cinza
a esverdeado

++

++

Leucdcitos em regido

perivascular

++

++

+++

Fibrose (aumento de
matriz extra celular)

++

+++

++++

Proliferacdo ductal

Deposicao de colageno

em vasos sanguineos

++

+++

++++

Presenca pigmento biliar
nos hepatdcitos e nos
sinuséides (colestase)

++

Presenca de nucléolos no
nucleo dos hepatdcitos

+++

Critério: - sem leséo, + discreto, ++ discreto a moderado, +++ moderado, ++++ moderado a severo, +++++ severo
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As lesBes que obtiveram mais destaque foram: hepatécitos tumefados devido a
degeneracdo hidrépica (Figura 19), vacuolizagdo de células presentes nos sinusdides,
sugestivo células Ito (Figura 22B), acumulo de linfécitos e plasmdcitos associados a
macrofagos contendo pigmento anfofilico em seu citoplasma presente na regido peri-
portal (Figura 20), necrose focal evidenciando auséncia de nucleo nos hepatdcitos,
anisocitose (Figura 22A), cariomegalia na tentativa de regeneracao, células de Kupffer
com nucleo de coloragéo cinza a esverdeado, sugestivo de hemossiderina (Figura 21B).
Constata-se também presenca de uma grande quantidade de leucdcitos em regiao
perivascular, aumento de matriz extracelular (regido mais clara evidenciando fibrose) e
ainda presenca de tecido conjuntivo, deposi¢cdo de colageno com aumento de vasos e
discreta proliferagéo ductal (Figura 23).

No Gs; onde os animais receberam a maior quantidade das sementes de C.
spectabilis observou a presenca de pigmentos biliares nos hepatocitos e nos
sinusoides, sugestivo colestase hepatica, em uma grande quantidade de animais
(Figura 25). Notou-se que as areas de fibrose estavam mais extensas e havia uma
grande quantidade de hemacias, evidenciando focos de hemorragia, a presenca de
nucléolos nos nucleos de hepatdcitos em grande quantidade em todos os animais, bem

evidenciados (Figura 24).
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Figura 19. Fotomicrografia de figado de cado, que sera intoxicado com sementes de
Crotalaria spectabilis (To de intoxicacdo), apresentando discretissima
tumefacdo dos hepatécitos devido a inicio de degeneracdo hidrdpica,
Hematoxilina e Eosina. Obj. 40x.

Figura 20. Fotomicrografia de cao intoxicado com sementes de Crotalaria spectabilis,
(T142 de intoxicagdo) Tumefacdo difusa de hepatocitos com pobre
evidenciacdo dos sinusoides. Discreto acumulo de linfocitos e plasmocitos
associados a macréfagos, contendo pigmento anfofilico em seu citoplasma
presente na regido peri-portal (detalhe). Hematoxilina e Eosina. Obj. 40x.
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Figura 21. Fotomicrografia do figado de cao intoxicado com sementes de Crotalaria
Spectabilis (T14 de intoxicagdo) (A) Nucleo do hepatdcito apresentando
pigmento avermelhado (detalhe — seta), agregado de linfocitos nos
sinusodides (B) (T2s de intoxicacdo) células de Kupffer apresentando um
pigmento esverdeado (seta) e o padrédo dos hepatocitos é de degeneragéo
grau moderado bem tumefeitos. Hematoxilina e Eosina .Obj. 40x.
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Figura 23. Fotomicrografia do figado de cado intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T14 de intoxicacdo). Presenca de células Ito bem sutis, células
de Kupffer apresentando pigmento acastanhado, agregado de linfcitos nos
sinusodides (detalhe), vaso sanguineo apresentando aumento de matriz
extracelular (detalhe- seta) e discreta proliferacdo ductal.Hematoxilina e

Eosina. Obj. 40x.

Figura 24. Fotomicrografia do figado de cao intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T, de intoxicacéo). Area de fibrose e hemorragia ao redor de
vaso sanguineo. Tricrémio de Masson. Obj. 20x.
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Figura 25. Fotomicrografia do figado de cao intoxicado com sementes de Crotalaria
spectabilis (T,s de intoxicacdo). Degeneracdo hidrépica moderada,
presenca de pigmento biliar no hepatdcito, sugestivo colestase hepéatica
(detalhe — seta), presenca de nucléolos nos nucleos dos hepatécitos.
Hematoxilina e Eosina. Obj. 40x.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que as de sementes de Crotalaria spectabilis,
trituradas e incluidas a racado de caes no tempo de quatro semanas (28 dias), foram
toxicas para espécie estudada (G; — 0,2%, G, — 0,4% e Gz — 0,6%).

Os padrbes de alopecia (periocular e difusa) identificados nos animais deste
experimento também foi descrito em suinos por TORRES et al. (1997). Estes autores
forneceram sementes de C. spectabilis a 1% e 5%, misturadas a ragéo dos animais por
um periodo de 32 dias. EMMEL (1935) e PECKHAN et al. (1974) afirmaram que perdas
seletiva de pélos pretos sdo considerados sinal caracteristico de C. spectabilis em
suinos. MELO (2010) trabalhou com equinos, e estes também apresentaram alopecia
com prurido e apresentaram secrecdo nasal mucosa. CHEEKE (1988) citou que
provavelmente essas lesbes seriam efeito de uma fotossesibilizagdo secundaria, uma
vez que 80% do figado ou mais € destruido por esses alcaldides, ndo existindo
liberacdo da filoeritrina, um produto de decomposicdo bacteriana, pelo figado. O autor
ainda comenta o acumulo da filoeritrina nos vasos sanguineos dos animais e, quando
expostos a luz ultravioleta ou fluorescente, provoca danos oxidativos nos vasos
sanguineos e na pele causando alopecias. Os resultados encontrados por BAILEY
(1978) sugeriu no Texas, USA, quando trabalhou com diferentes rebanhos, um possivel
tratamento consistiria no controle dessas plantas sensibilizantes.

Outros sinais clinicos encontrados nos cées deste experimento foram secrecao
ocular serosa, secrecao nasal mucosa bilateral, hiperceratose nasal, espirros, tosse,
vomitos esporadicos, tenesmo e constipacdo. Com relacdo a tosse e espirros, outros
autores, a exemplo de TORRES et al. 1997, também observaram os mesmos sinais
clinicos trabalhando com outra espécie animal. MANAGER (1989) estudou criancas
intoxicadas com sementes de C. spectabilis encontrados em cereais matinais e também
encontrou sinais clinicos similares, vomitos, constipacdo e aumento de volume
abdominal. BOGHOSSIAN et al. (2007) trabalharam com bovinos intoxicados
experimentalmente e se deparou com secrecdo nasal unilateral e constipacao,

concordando com os achados encontrado neste trabalho em caes. Os sinais clinicos
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mais comuns que aparecem em outras espécies animais e ndo apareceram na espécie
canina foram decréscimo nos reflexos dos nervos cranianos, ataxia, fraqueza, prolapso
retal, depressao, ictericia, incoordenacdo e decubito. Esses sinais ndo foram
encontrados na espécie canina devido o tempo utilizado dessas sementes, sendo
outras espécies animais citadas, o tempo e as doses de administracdo da semente
foram muito maiores. Trabalhos experimentais em ratos demonstraram que altas
concentracOes de proteinas na dieta reduzem a toxicose dos alcaldides, em virtude de
gue aminoacidos como a glutationa, exercem importante papel na rota de detoxificacao
hepatica dos alcaloides pirrolizidinicos (CHEEKE, 2009).

O peso corporeo (Kg) dos animais nédo revelou diferenca significativa nas doses
estudadas ao final dos 28 dias, sendo provavel explicacdo a susceptibilidade da
espécie estudada ou até mesmo a dose administrada ser muito baixa. Fato também
observado pelos resultados encontrados por MELO (2010). Por outro lado em suinos
SOUZA (1996) e TORRES et al. (1997) verificaram perda de peso em seus animais. Em
galinhas poedeiras houve severa perda de peso observado por PEREIRA (2006) assim
como os resultados encontrados por BOGHOSSIAN et al. (2007) em bovinos.
Diferencas entre as espécies animais no que se refere a suscetibilidade a intoxicacéo
por APs sao relatadas na literatura. A resisténcia de algumas espécies € o resultado do
balanco entre as reacfes de bioativacdo, desintoxicacdo e excrecado dos alcaldides
(HOOPER, 1978). Além desses fatores, a qualidade da dieta do animal aparentemente
influéncia no processo de detoxificacdo dos APs (CHEEKE, 1994).

Os exames hematolégicos demonstraram diferencas significativas nos valores
médios da contagem de hemacias (p<0,05), com queda observada no G; em relacéao
aos tempos de colheita que tiveram tendéncia a queda ao longo do periodo
experimental, porém, por outro lado se mantiveram dentro da faixa dos valores de
referéncia para a espécie. Esse fato se deve, possivelmente, pela propria intoxicacéo
como agente sequestrante das hemacias. Outra possivel explicacdo seria o0 sequestro
dessas hemdacias pelo baco em virtude no anestésico utilizado nas biépsias hepaticas.
Ambas as explicacfes se referem para a taxa de hematoécrito. Trabalhos desenvolvidos

por NAKAGE et al. (2000) em frangos de corte mostraram que os valores de heméacias,
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hemoglobina e hematdcrito aumentaram significantemente na fase inicial do
experimento. Os valores médios da taxa de hemoglobina (g/dL) ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tempos de colheita dentro de cada grupo (p>0,05). Em
trabalhos realizado por ALFONSO et al. (1993), intoxicando frangos e gansos, o valor
medio da taxa de hemoglobina foi reduzido de forma significativa.

Os valores médios da contagem de leucdécitos,ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05). O mesmo resultado foi encontrado em suinos por Souza (1996).
MELO (2010) intoxicando equinos com sementes de C. spectabilis observou uma ligeira
leucopenia, com o passar de 21 dias, observando que somente alguns animais
retornaram aos valores normais de referéncia ao final do experimento.

Valores médios de linfocitos apresentaram com diferencas significativas entre grupos e
tempos de colheita (p<0,05). O G3 apresentou uma linfocitose em relacdo a média dos
G, e G,. Fato esse explicado por um stress organico desses animais ho momento de
colheita. Sabe-se que a estimulacdo antigénica prolongada, que pode aparecer em
infeccbes cronicas, estimula a producéo linfocitaria e a hiperplasia linféide, provocando
um aumento de linfonodos e consequentemente uma ligeira e repentina elevacdo na
contagem de linfécitos ou uma contagem no limite superior (BUSH, 2004). ALFONSO et
al. (1993) ndo encontraram aumento em relacdo a média da contagem diferencial de
leucocitos, mas uma diminuicdo em frangos e gansos. No valor médio da contagem
diferencial de monécitos houve uma diferenca significativa entre grupos (p<0,05),
causando monocitose nos tempos dos G, e Gz. Uma possivel explicacdo seria a
monocitose fisiologica, devido ao stress, pois no Ty 0S animais ja apresentavam valores
acima aos de referéncia. A média da contagem do numero total de plaquetas, também
sofreu altera¢des significativas entre os grupos (p<0,05). O G; foi 0 grupo que manteve
as médias mais elevadas no periodo do experimento sendo o Unico a apresentar
diferenca entre os tempos de colheita Tp e T14. Os outros tempos mantiveram-se com
as médias estaveis, com uma tendéncia a diminuicao, sendo que o G; ja apresentou-se
no inicio do experimento com trombocitopenia, fato esse distendido por todos os
momentos de colheita do periodo experimental. Essa trombocitopenia pode ser

explicada pela propria toxicidade da planta ingerida pelos animais. Defeitos na funcao
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plaguetaria de cdes podem ser secundarios a doencgas hepéticas, ha casos de
trombocitopenias pela toxicidade de algumas drogas por supressao da medula 6ssea
pelo principio téxico (BUSH, 2004).

Nos exames bioquimicos, os valores médios da enzima GGT encontraram-se
elevados nos G, e Gs. O valor médio basal (To) da enzima GGT para o G, encontrou-se
elevada, sendo dificil avaliar os outros tempos. J& no G, os aumentos foram além do
valor de referéncia nos T; e T, normalizando-se ao T,s, mas ndo se diferindo
significantemente. A enzima GGT é considerada uma enzima de inducdo (THRALL,
2007) e lesBes hepaticas agudas pode levar ao aumento imediato da atividade sérica
dessa enzima pela liberacdo de fragmentos de membrana que contém GGT, lesdes no
endotéio biliar e lesdes de hepatécitos (THRALL, 2007; BUSH, 2004). No caso de
colestase ha aumento de producao e liberagdo com consequente aumento dos valores
enzimaticos e da maior solubilizagdo da GGT aderida a membrana celular (THRALL,
2007). Segundo UNDERWOOD & SUTTLE (2001) aumentos nos niveis de GGT
indicam lesdes muito antigas nos ductos biliares. MELO (2010) encontrou valores
aumentados da enzima GGT, em equinos. SOUZA (1996) trabalhando com intoxicacao
experimental de C. spectabilis em suinos e PEREIRA (2006) em poedeiras, nao
encontrou valores de GGT elevados, mas por outro lado os valores séricos da enzima
aspartato aminotransferase (AST), que em suinos é considerada a enzima de
predilecdo para danos na funcionalidade hepatica, apresentaram elevacdes
significativas. MEDEIROS et al, (1999) relataram que essas diferencas entre os valores
médios dos exames bioquimicos estdo associadas aos niveis microssomais no figado,
existindo muitas evidéncias que existe uma grande resisténcia individual quanto a
toxicidade dos alcaldides pirrolizidinicos.

J4 em animais de companhia, a enzima hepatica que se destaca por detectar
danos celulares hepaticos € a enzima ALT. Aumentos de sua atividade sérica indicam
danos em hepatdécitos, com liberacdo da enzima para circulacao, e entre os testes mais
comuns é considerado o melhor para a deteccédo hepatica em cédes. Este ndo se trata
de um teste de funcdo hepatica, ndo existindo isoenzimas especificas, pequenos

aumentos na sua atividade sérica ndo tém relevancia. O grau da lesédo pode variar de
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moderada a reversivel, suficiente para permitir a passagem da enzima através da
membrana celular, sem perda da funcionabilidade celular. O aumento da atividade
enzimatica € aproximadamente proporcional ao nimero de células lesionadas e ndo a
gravidade da lesdo (BUSH, 2004). THRALL (2007) menciona que essas enzimas de
extravasamento e inducdo de lesdo podem aumentar em varios tipos de doencas
hepaticas, a intensidade relativa desse aumento pode nos fornecer indicios de lesé@o
hepatica primaria.

No experimento realizado foi observado que as médias da atividade sérica da
enzima ALT ndo sofreram alteracdes sendo somente possivel notar o aumento de
fosfatase alcalina nos casos de colestase aguda.

A proteina total por sua vez n&o foi observado diferencas significativas entre os
tempos de colheita. O G, apresentou valor médio de PT e valor basal (Tp) acima aos
valores de referéncia para a espécie estudada, podendo ser explicado por uma possivel
alteracao de ordem fisioloégica como stress ou também a susceptibilidade desses grupo
a semente, que por servir como fonte de nitrogénio para o solo € uma fonte altamente
protéica.

As lesdes histopatolégicas encontradas no figado dos cédes no periodo
experimental desse estudo em todos os grupos foram: hepatdcitos tumefados por
degeneracdo hidropica; vacuolizacdo de células presentes nos sinusoides, sugestivo
células Ito; acumulo de linfocitos e plasmodcitos associados a macréfagos contendo
pigmento anfofilico em seu citoplasma presente na regido peri-portal; necrose focal
evidenciando auséncia de nucleo nos hepatdcitos; anisocitose; cariomegalia na
tentativa de regeneracdo; células de Kupffer com nudcleo de coloracdo cinza a
esverdeado, sugestivo de hemossiderina; presenca de uma quantidade grande de
leucocitos em regido perivascular; aumento de matriz extracelular; presenca de tecido
conjuntivo pela deposicdo de colageno nos vasos com discreta proliferacdo ductal. As
lesBes acima mencionadas nesse estudo encontradas no figado dos caes intoxicados
experimentalmente com sementes de C. spectabilis se assemelham as lesdes
encontradas por outros autores, com diferentes animais e em diferentes porcentagens
das sementes toxicas (EMMEL, 1935; BAILEY, E. M. 1978; CHEEKE & SHULL, 1985;
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MATTOCKS, 1986; CHEECKE, 1988; BURROWS, 1991; SEAWRIGTHT et al. 1991;
ALFONSO et al. 1993;CHEEKE, 1994; SOUZA, 1996; SCHULTZE et al. 1996; TAYLOR
et al. 1997; HATAYDE et al. 1997a; HATAYDE et al. 1997b; MEDEIROS et al. 1999;
HANUMEGOWDA et al. 2003; COPPLE et al. 2002; COPPLE et al. 2003; FU et al.
2002; RADOSTITS et al. 2002; WANG et al. 2005; PERREIRA, 2006; MELO 2010).

‘De acordo com FU et al. 2002 as lesdes provocadas aos hepatécitos devido a
diversas substancias téxicas podem ser reversiveis ou irreversiveis dependendo do
grau da lesdo que é causada na membrana basal das células hepéticas. Nos
hepatocitos em megalocitose, estas células dificiimente irdo morrer e a tendéncia
fisiologica normal é a substituicdo por tecido conjuntivo fibroso, o que evidencia um
processo de evolugcdo mais crénica. Porém, isso ocorrera se 0S agentes quimicos
agressores estiverem em quantidades elevadas ou existir exposicdo continua. Assim,
essas células hepaticas podem morrer em grande niumero em uma distribuicdo difusa,
levando a insuficiéncia do érgdo sem que ocorra tempo habil para formacéo de fibrose
para o processo de reparacdo. Da mesma forma, les6es que afetem as células das vias
biliares, direta ou indiretamente, podem induzir tanto a morte rapida destas células, bem
como estimular a sua proliferacdo de uma maneira desordenada na tentativa de
recuperar as suas funcdes normais, citado por CHEEKE et al. (1988). A matriz
extracelular desempenha um papel importante em lesGes hepaticas cronicas e tem sido
estuda em modelos de intoxicacdo experimental por TORRES & COELHO (2008).
CHEEKE et al. (1988) e TORRES & COELHO (2008) afirmam ser a fibrose hepatica
formada pelo evento de reparacdo do parénquima hepatico.

A principal fonte de excesso de colageno na cirrose sdo as células Ito que
residem no espaco de Disse. Embora funcionem normalmente como células
armazenadoras de vitamina A e lipidios, as células Ito sdo ativadas durante o
desenvolvimento da fibrose e transformam-se em células semelhantes a
miofibroblastos. Esta transformacdo aumenta a resisténcia vascular dentro do
parénquima hepatico, pois a contracdo tbnica destas células constringe os canais
vasculares sinusoidais. Através do processo de lesdo e fibrose hepéaticas, os

hepatocitos remanescentes sdo estimulados a se regenerar e se proliferam como
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nddulos esféricos dentro dos limites dos septos fibrosos (nédulos regenerativos). O
resultado final é um figado fibrotico nodular onde as células parenquimatosas estao
circundadas por intensa formacdo de tecido conjuntivo estando incapacitadas de
comunicacdo com outros hepatdcitos e com as vias biliares préximas, tornando esta
nova formacéao celular inutil do ponto de vista fisiol6gico (TORRES & COELHO, 2008).

Outros 6rgdos como pulmdes, rins, pancreas, trato gastrintestinal, medula 6ssea

e cérebro ndo foram avaliados em cées, mas sendo citados em outros trabalhos
(SEAWRIGTHT et al. 1991; FU et al. 2002; FLETCHER et al. 2009).
CHEECKE (1988) relatou que a toxicidade dos alcaléides pirrolizidinicos causados no
figado dos animais sdo na maioria das vezes irreversiveis, metabolizados nas células
parenquimais, nos hepatdécitos, especialmente pela zona trés, regido centro lobular,
onde foram encontradas a maioria das lesdes na espécie canina.

Evidenciaram-se nos achados histopatologicos nos caes a presenca de
pigmentos biliares nos hepatoécitos e nos sinusoides, sugerindo colestase hepatica e a
presenca de nucléolos nos nucleos de hepatocitos, fato esse ndo encontrado em outras
espécies citadas anteriormente.

Ressalta-se ao final deste estudo a necessidade de pesquisas sobre a espécie
animal em questdo, com novos exames e novas concentragfes, por se tratar de um
assunto com pouco, nenhum, trabalho realizado pela comunidade cientifica e, por

consequéncia, na literatura.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos durante o periodo experimental podemos
concluir que:

e Os caes apresentaram em maior ocorréncia o0s sinais clinicos alopecia periocular
e difusa;

e No quadro hematoldgico néo foi verificado diferenca entre grupos e tempos de
colheita, nas diferentes doses;

e Nos exames bioguimicos ndo houve comprometimento hepatico e renal;

e Podemos afirmar que as lesdes histoldgicas encontradas no figado, sao
compativeis com intoxicacao, indicando ser o principal meio de diagnostico em
cées intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis.

e Cées sao intoxicados pela ingestdo das sementes de Crotalaria spectabilis,
trituradas e adicionadas a racao, nas dosagens de 0,2%, 0,4% e 0,6% em 28

dias.
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Anexo 1. Valores de referéncia para exames hematoldgicos e bioquimicos, de acordo com Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel”. Jaboticabal — 2010.

VALORES DE REFERENCIA

ESPECIE PARAMETROS ERITROLEUCOMETRICOS E PLAQUETARIOS
HE LE HB HT CONTAGEM DIFERENCIAL % PLAQUETAS.
X10%/uL x10%uL g/dL % BAS. EOS. BAST. SEG. LINF. MON. x10%/uL
CANINA 55-8,5 6-18 12-18 37-55 00-01 2-10 0-3 60 - 77 13-30 3-10 180 - 400
FELINA 55-10 8-25 8-14 24 - 45 0-1 2-12 0-3 35-75 20-55 1-4 200 - 600
BOVINA 5,0-10 4-12 8-14 24 - 48 0-2 2-20 0-2 15-45 45-75 2-7 200 - 600
EQUINA 7,0-13 7-14 10- 18 32-55 0-3 05-11 0-2 30-65 25-70 1-7 200 - 600
OVINA 8,0-16 4-12 8-16 24 -50 0-3 1-10 0-2 10- 50 40- 75 1-6 200 - 700
CAPRINA 12-20 6-16 8-14 24 - 48 0-2 3-8 0-2 30-48 50-70 1-4 200 - 800
SUINA 5,0 - 8,0 11-12 10- 16 32 - 50 0-2 0,5-11 0- 28 - 47 39 - 62 2-10 200 - 800
VGM HGM CHGM RETIC. FORMULA LEUCOCITARIA ABSOLUTA (X103/uL)
fL pg gldL % BAS. EOS. SEG. BAST. LINF. MON.
CANINA 60 - 77 19-23 31-34 01-15 0-0 0,12-1,8 3,6-13,8 0-0,5 0,72-5,4 0,18-1,8
FELINA 39-55 13-17 31-35 01-1,8 0-0 0,16-30 28-17,5 0-0,7 1,6-13,7 0,08-1,0
BOVINA 40 - 60 14-18 26 - 34 - 0-02 0,08-2,4 06-54 0-0.2 1,8-9,0 0,08-0,8
EQUINA 37-52 15-19 31-35 - 0-03 0,03-1,5 21-90 0-0.2 1,75-9,8 0,03-0,9
OVINA 23-48 09-13 29-35 - 0-03 0,04-1,2 04-6,0 0-0.2 16-9,0 0,04-0,7
CAPRINA 10- 37 05- 08 30-35 - 0-03 0,18-1,3 18-76 0-03 30-11,2 0,06 - 0,6
SUINA 50 - 68 16 - 22 30-34 0,1-1,6 0-04 005-24 30-103 0-08 4,3-13,6 0,22-2,2
PARAMETROS BIOQUIMICOS
UREIA CREA SODIO POTAS. PT ALB. COLEST FIBR. BIL. D. BIL.T AST LIPASE
mg/dL mg/dL mmol/L mmol/L g/dL g/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L
CANINA 15- 65 05-1,5 146 - 156 38-51 58-7.9 26-4,0 125-270 125-300 0,06-0,12 01-05 10- 88 27 - 750
FELINA 32-75 08-2,0 151 - 161 35-51 6,1-8,8 26-43 90 - 205 100-400 0,05-0,50 01-05 10- 88 25 - 750
BOVINA 12 - 65 08-14 138 - 148 38-51 6,3-8,9 28-38 80 - 180 200-500 0,04-0,40 0,0-0,50 78 -132 -
EQUINA 21-54 09-1,8 136 - 143 26-49 56-8,0 30-4,0 75 - 150 200 - 400 0,0-0,40 10-2,0 226 - 366 -
OVINA 17-43 1,0-2,7 139 - 152 39-54 6,0-7,9 24-30 50 - 140 100 - 500 0,0-0,27 01-05 98 - 278 -
CAPRINA 21-60 09-1,8 135 - 154 46-98 6.4-7,8 20-44 50 - 140 100 - 500 0,0-0,27 00-0,1 98 - 278 -
SUINA 17 - 65 1,0-3,0 135-150 7,8-106 7,4-8)9 2,0-3,9 36 - 154 200 - 400 0,0 - 0,30 0,0-0,1 9-113 -
GGT CALCIO FOSF. MAG. ALT GLIC. CK LDH F.ALC. AMIL. TRIGL. CLORO
U/L mg/dL mg/dL mg/dL U/L mg/dL U/L U/L U/L U/L mg/dL mEq/L
CANINA 1-10 8,6-11,2 22-55 18-24 10- 88 60 - 110 20 - 200 50 - 495 20 - 150 300 - 2000 27 -115 105 - 115
FELINA 1-10 8,0-10,7 18-64 15-25 10- 88 70 - 150 50 - 450 75 - 490 10- 80 500 - 1800 20 - 150 117 - 123
BOVINA 11-24 9,7-12,4 56-6,5 1,8-23 14-38 45-75 66 - 120 08 - 302 90 - 170 126 - 250 - 97 - 111
EQUINA 4-13 11,0- 13,6 31-56 22-28 34-113 75-115 86 - 140 162 - 412 143 - 395 35-100 - 99 - 109
OVINA - 10,0 - 13,0 50-73 22-28 60 - 84 50 - 80 - 60 - 111 68 - 387 - 35-100 98 — 115
CAPRINA - 10,0 - 13,0 55-6,5 28-3,6 60 - 84 50 - 80 - 60 - 111 68 - 387 - 35-100 98 — 115
SUINA - 8,0-12,0 5,3-9,6 2,7-3,7 32-84 65 - 95 - 96 - 160 26 - 362 - - 98 — 115
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Baixar livros de Artes
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Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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