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INTOXICACAO EXPERIMENTAL DE EQUINOS POR SEMENTES DE
CROTALARIA spectabilis

RESUMO- Foram utilizados 04 eqiinos, sem raga definida (SRD), higidos, com idade
aproximada de 10 anos, peso entre 330 kg e 350kg. Os equinos dos tratamentos 1, 2, 3
e 4 receberam, durante 21 dias, racao com respectivamente: 0.4; 0,6; 0.8 e 1,0% de
sementes de Crotalana spectabilis. Nao houve alteracdes dos parametros clinicos e dos
niveis de creatinina nos animais intoxicados. O perfil hematolégico teve discretas
alteragoes. Os niveis de GGT tiveram uma pequena elevagao nos animais intoxicados
com 0,4%; 0,6%, e 1% de sementes de Crotalaria spectabilis na ragao e as alteragées
microscopicas hepaticas encontradas foram: infilirado inflamatorio, esteatose, necrose
celular, cariocitose e fibrose periportal. Os resultados deste experimento indicam gue
ragao contaminada com sementes de Crotalaria spectabilis, nas proporgées utilizadas,

foi tdxica para equinos.

Palavras-Chave: Crotalaria spectabilis, equinos, intoxicagao
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EXPERIMENTAL POISONING OF HORSES BY CROTALARIA spectabilis SEEDS

ABSTRACT- It used 04 horses, crossbred (SRD), healthy, aged approximately 10
years, weight between 330 kg and 350kg. Horses of group 1, 2, 3 and 4 were fed for 21
days, feed with respectively 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0% of seeds of Crofalaria spectabilis.
There were no changes in clinical parameters and the levels of creatinine in the calf.
The hematological profile was mild changes. GGT levels were slightly elevated in
animals poisoned with 0.4%, 0.6% and 1% of seeds of Crotalaria spectabilis in the diet
and microscopic liver changes were: inflammatory infiliration, steatosis, cell necrosis,
and cariocitose fibrosis. The resulis of these experiments indicate that feed

contaminated with seeds of Crotalaria spectabilis, the proportions used, was toxic to
horses.

Keywords: Crotalana spectabilis, horses, poisoning



1. INTRODUCAO

MNo Brasil, as intoxicagbes por plantas em animais de produgao, sdo conhecidas
desde que os pioneiros Espanhdéis e Portugueses infroduziram as primeiras cabegas de
gado em pastagens naturais da regido. As perdas econdmicas ocasionadas pelas
intoxicagbes por plantas podem ser definidas como diretas ou indiretas. As perdas
diretas sao causadas pelas mortes de animais, diminuigdo dos indices reprodutivos
(abortos, infertilidade, malformacbes), reducdo da produtividade nos animais
sobreviventes e outras alteragdes devidas & doengas fransitdrias, enfermidades
subclinicas com diminuicdo da produgao de leite, carne ou |4, e aumento &
susceptibilidade a outras doencgas devido & depressao imunoldgica. As perdas indiretas
incluem os custos de controlar as plantas tdxicas nas pastagens, as medidas de manejo
para evitar as intoxicagbes como a utilizacao de cercas e o pastoreio alternativo, a
reducao do valor da forragem devido ao atraso na sua utilizacéo, a reducéo do valor da
terra, a compra de gado para substituir os animais morios, e os gastos associados ao
diagnostico das intoxicagbes e ao tratamento dos animais afetados. As perdas
econdmicas causadas pelas intoxicagoes por plantas sao dificeis de se estimar por que
nao existem dados confiaveis sobre todos esses componentes, no entanto, as perdas
causadas por mortes sao faceis de determinar quando se dispéem de dados elaborados
por laboratbrios de diagnéstico, sobre a frequéncia das causas de morfes numa
determinada regiao (RIET-CORREA et al., 1993; JAMES, 1994).

Plantas do género crotalaria saoc conhecidas por "xigue-xigue", "guizo-de-
cascavel" ou "chocalho-de-cascavel”, pois os frutos, quando secos, produzem som
semelhante ao de chocalho ao serem tocados. Tambeém em fungao disso @ que a planta
recebeu o nome cientifico de Crotalaria, termo gue em latim significa chocalho. No
Brasil ja fol registrada a ocorréncia de, pelo menos, 40 espécies de crotalaria
(BARROSO, 1974; EVERIST, 1974; TOKARNIA et al., 2000). No mundo, mais de 600
espécies do género Crotalaria sao encontradas em diversas regibes sendo a maioria
toxica para animais (WILLIAMS & MOLYMEUX, 1987). As variedades toxicas mais

conhecidas sdo Crotalaria spectabilis, Crotalaria crispata, Crotalaria retusa, Crotalaria
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dura e Crotalaria globifera (BARRI & ADAM, 1981). Essas plantas sdo ricas em
alcaldides pirrolizidinicos (AP) que sao as principais toxinas derivadas de plantas que
acometem seres humanos e animais (MATTOCKS, 1986; HUXTABLE, 1990). Uma
revisao da literatura (WHO, 1988) mostra que, entre as plantas que coniém
pirrolizidinas, Crotalaria spp. causam danos em varios tecidos na maioria das espécies
animais. Algumas espeécies de crotalaria sao pneumotoxicas para equinos, bovinos,
ovinos e suinos, além de hepatotoxicas. Em suinos, sabe-se que as Crotalaria spp. sao
bastante nefrotdxicas. A Crofalaria refusa, porém, constitui excecdo; em equinos produz
somente doenca hepatica (NOBRE et al., 2004a,b).

As plantas do género crotalaria sao amplamente utilizadas como adubacao
verde, destinadas & recuperacéo de solos empobrecidos. Messe sistema, a crotalaria é
plantada e posteriormente incorporada no solo, havendo assim melhora no conteGdo de
compostos nitrogenados essenciais em outras culturas (JOLY, 1977; LORENZI, 1991).

Em diversos paises foram descritos casos de intoxicacao por crotalaria, contendo
alcaldides pirrolizidinicos (APs), em equinos (GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al.,
1965; ARZT & MOUNT, 1999; PITT & MCKENZIE, 2002), bovinos (BARRI & ADAM,
1981; WINTER et al., 1990), suinos (PECKHAM et al, 1974; MCGRATH & DUNCAN,
1975 ; SOUZA et al., 1997 ; SOUZA et al., 1998, HATAYDE et al., 2008), aves
(NORTON & O'ROURKE, 1979; ALFONSO et al., 1993 ; HATAYDE et al., 1997a,b ;
HATAYDE et al, 1998) e caprinos (BARRI & ADAM, 1984). Crotalaria refusa e
Crotalana crispata séo responsaveis pela doenga denominada “"Kimberley horse
disease” ou “Walkabout disease” na Australia (ROSE et al., 1957a,b; GARDINER et al.,
1965).

MNos Estados Unidos da Ameérica, a Crotalaria spectabilis tem sido usada
extensivamente como adubacao verde em solos leves e se espalhou, ftornando-se
silvestre. E tida como a crotalaria mais téxica. Casos naturais de intoxicacao tém sido
descritos em equinos, bovinos, ovinos, caprinos, suinos e aves (CLARKE & CLARKE,
1967). Segundo LOREMNZI (1991), a Crotalaria spectfabilis € uma planta anual,
subarbustiva, ereta, ramificada, glabra, medindo 70 a 100 cm de altura, com reproducgéao

por sementes. Sua folhas séo simples, mucronadas no apice, glabras na face superior e



pubescentes na inferior, com 6 a 12 cm de comprimento @ 2 a 4 cm de largura,
estipulas de 5 a 7 cm de comprimento. Apresentam flores amarelas, crescem em
racemos terminais e axilares de até 30 cm de comprimento com 20 a 40 flores. A Figura
1 ilustra um exemplar de Crotalaria spectabilis.

)
. )

Figura 1. Crofalana spedtabiis.
Fonte: weaw missouniplants,com . 1390110

As vagens com sementes imaturas sao verdes, escurecem gradualmente até
tornarem-se pretas guando maduras. As sementes sdo firmes, pretas e lustrosas,
medem 4x3x2 cm e pesam 13,8 mg em média.

Segundo a Portaria n® 845 de 08 de novembro de 1976, disponivel na pagina
digital da Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina
(CIDASC), impurezas séo consideradas as do proprio produto bem como os graos ou
fragmentos de gracs gue vazarem numa peneira de crivos circulares de 5mm (cinco
milimetros) de diametro. Portanto, as sementes de crotalaria passam na peneira e sao
consideradas impurezas presentes em uma racao animal.

A crotalaria, especialmente a Crofalaria spectabilis e a Crotalaria giant striata
variedade da Crotalaria mucronata, cresce vastamenie na planicie costeira da Carolina
do Morte, como plantas nativas. A grande quantidade de humus e nitrogénio, adicionada
ao solo pela crotalaria, aumenta marcadamente a produgao de milho e soja, plantados.
Infelizmente, a crotalaria cresce espontaneamente nessas plantagbes e as suas
sementes sao inadvertidamente colhidas com o milho ou a soja, pelas praticas comuns

de colheita mecanizada. Quando esses produtos contaminados sao ingeridos,
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produzem efeitos deletérios nos animais (SMITH & OSBORNE, 1962). O seu controle é
excessivamente dificil, pols as sementes podem permanecer no solo por guatro anos ou
mais, antes de germinarem; além disso, a crotalaria, rebrota facilmente (EMMEL, 1943).

Mo periodo mais seco do ano, com o pasto seco, os animais tendem a procurar
as areas ribeirinhas de agudes e areas irrigadas a procura de pasto verde, podendo
ingerir crotalaria. Na regiao semi-arida do Brasil as estagdes do ano nao sao bem
estabelecidas, percebendo-se apenas duas estacoes, a das chuvas (janeiro a junho) e
a da esfiagem (julho a dezembro). O periodo de chuvas é bastante irregular e em
alguns anos guase ndo chove nesta regido. Mo primeiro periodo do ano a Crotalaria
refusa brota em areas de baixio, proximo a agudes e rios temporarios. Nos primeiros
meses da estagdo seca é vista na fase adulta, com sementes, sendo abundante nas
areas referidas, muitas vezes se constituindo na Unica planta verde. Nos meses de
novembro e dezembro ocome escassez da planta, nas areas imigadas e proximas a
acldes ela ainda esta presente, em diversos estagios de crescimenio (brotacéo,
floragao e sementes). Apesar das diferengas na distribuigao das chuvas e, portanio, da
disponibilidade de forragem nas duas épocas do ano, nao foi constatada distribuigao
sazonal da enfermidade. (NOBRE et al., 2004b).

MNa Australia a incidéncia parece ser sazonal, com os animais ingerindo a planta
nos meses chuvosos (janeiro, feverairo e margo) e adoecendo num periodo variavel de
3 a 6 meses apds a ingestdo. Em areas onde a incidéncia é particulammente alta, um
apreciavel nimero de casos ocorre no periodo seco, de novembro a dezembro (ROSE
et al, 1957a). Na llha de Pascoa (Chile) a intoxicagao por Crofalaria spp em equinos é
sazonal, ocorrendo & maioria dos casos no verdo (dezembro a fevereiro), periodo em
que o pasto geralmente € seco (NARLESKY, 1999; ARZT & MOUNT, 1999). Segundo
PECKHAM et al. (1974) e HOOPER & SCANLAN (1977), a ingestdo de Crotalaria sp
ocorre quando ha escassez de pastagem ou quando ha a contaminacéo de alimentos
ou racio pela planta ou pelas sementes. E importante salientar, também, que equinos
sob condigées de estresse metabdlico ou nutricional e na gravidez apresentam mais
facilmente a doenga (CURRAN et al. 1996). CRAIG et al. (1991) cbservou gue as

diferentes respostas ou resisténcia individual dos animais as pirrolizidinas podem



refletir: a detoxificagao bacteriana no ftrato gasfrintestinal; a taxa de conversao, no
figado, dos AP a pimdis tdxicos; e a capacidade anti-oxidativa individual do animal. A
quantidade de AP ingerida na alimentagac também & importante. FU et al. (2002)
relataram ainda, que a diferenga entre a susceptibilidade das espécies a toxicidade
desses alcaldides esta relacionada com o balango existente entre a formacgéo de
metabdlitos pirrdlicos toxicos e os processos de defoxificagcao gerado por hidrélise dos
metabdlitos &/'ou formacao de N-dxidos nao tdxicos.

No Brasil, plantas do género crotalaria vem sendo utilizada na adubacao verde
desde o inicio do século passado. GRANATO (1924) definia adubacao verde como
pratica agricola programada que consiste na incorporagao ou nao de matéria vegetal,
com a finalidade de manter ou melhorar as condigdes fisicas, quimicas e biolégicas do
solo. VITTI et al. (1979), utilizando cinco espécies de leguminosas num latossolo
vermelho-amarelo fase arenosa, verificaram aumento de C, Al, H, e CTC e diminuigao
nos teores frocaveis (K, Ca, Mg), P e pH, do solo, com a incorporacao de adubos
verdes. Por sua vez, NOGUEIRA et al (1989) constataram incrementos nos teores de
matéria organica e calcio e redugao nos teores de fosforo em solo aluvial, quando
cultivado com Crotalaria juncea como adubo verde. SKORA NETO (1993), estudando
consorciagao de lequminosas com milho, verificou redugac na infestagao da area com
plantas invasoras durante e apds a colheita, sendo este efeito variavel, conforme a
espécie e a época da consorciacao.

O principio ativo da Crotalaria spp. séo alcalbides pirrolizidinicos, dentre eles o
principal € a monocrotalina. Essas substancias sao hepaiotoxinas que afetam
preferencialmente o figado, mas podem causar lesées também, em pulmdes e outros
orgaos. Apos absorgao no trato alimentar estes alcaldides sao metabolizados no figado
e convertidos a derivados pirrdlicos altamente reativos (CHEEKE, 1998).

Os alcalbides pirrolizodinicos (APs) sao constituintes comuns de uma centena de
espécies de plantas pertencentes a diferentes familias e distribuidas em diversas
regides geograficas do mundo. Aproximadamente, 3% das plantas que florescem no
mundo contém APs considerados téxicos. Os APs sao enconfrados em mais de 20

grandes familias de plantas, entretanto, apenas trés familias - Boraginaceae,
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Compositae (Asteraceae), e Leguminosae (Fabaceae) - , contém os alcaldides
considerados mais téxicos (FU et al.,2002). WILLIAMS & MOLYMNEUX (1987),
estudando a concentragao de APs em sementes de 41 espécies de crotalaria,
verificaram que nas amostras de Crofalaria spectabilis havia maior quantidade de APs,
quando comparadas com as outras; ressalta-se que essas sementes eram provenientes
do Brasil. Os APs constituem um grande grupo de moléculas de carater basico que
contém nitrogénio em sua estrutura, normalmente formande um anel heterociclico, o
nicleo pirrolizidinico, sendo amplamente disseminados, tanto geograficamente guanio
botanicamente (McLEAN, 1970; CHEECKE & SHULL, 1985; PRAKASH et al., 1999).
Muitos desses alcaldides sao hepatotoxicos e outros séo pneumotdxicos, neurotdxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (CHEECKE, 1988; CHEECKE, 1998; PRAKASH et al.,
1999; YAN & HUXTABLE, 1995). Entretanto, postula-se que, para exercerem efeitos
toxicos, os AP necessitam ser ativados pelo sistema enzimatico citocromo P450 dos
hepatécitos, que ativam esses compostos aos chamados dehidroalcalbides ou pirrdis
(MATTOCKS, 1986). Esses composios funcionam como agenies alguilantes de
macromoléculas celulares, formando adutos que iniciam uma toxicidade aguda ou
cronica (CULVENOR et al., 1962).

A monocrotalina (MCT) € o principal AP encontrado nas plantas do género
crotalaria e, embora seja um alcaldide primariamente hepatotoxico, efeitos
pneumotdxicos, nefrotéxicos, cardiotdxicos, fetotdxicos e carcinogénicos também estao
relacionados a ele (MATTOCKS, 1986; THOMAS et al,, 1998; RIBEIRO et al., 1993;
CHEECKE, 1998; MEDEIROS et al., 2000). Equinos intoxicados com MCT, muitas
vezes, apresentam sintomatologia nervosa, o que tem sido associado a um quadro de
encefalopatia hepatica devido & impossibilidade de metabolizagao da uréia sequido de
hiperamonemia. Por outro lado, metabdlitos da MCT ja foram encontrados e dosados
em cérebros de ratos experimentalmente intoxicados, o que demonsira a capacidade
dessas moléculas de atravessar a barreira hemato-encefalica (YAN e
HUXTABLE,1995).

A monocrotalina € um alcalbide tipo refronecina, formado por uma base de

necina (retronecina) com uma dupla ligagéo entre os carbonos 1 e 2, associada a um
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acido necinico (acido monocrotalico), que além de efeito toxico apresenta tambem
atividade tumorigénica. Os acidos necinicos contém de quatro a seis aiomos de
carbono podendo ser acidos mono ou  dicarboxilicos, sendo enconfrados
principalmente, nos alcaléides pirrolizidinicos que exibem efeitos fdxicos e sao
derivados de ésteres de alcoois basicos. (TAYLOR et al., 1997; FU et al., 2002;
COPPLE et al., 2003; WANG et al., 2005). Entretanto, para exercerem sua toxicidade,
seja ela aguda ou cronica os APs necessitam de uma ativagio metabdlica, essencial
para exercerem sua genotoxicidade (YAM et al, 1995; SCHULTZE et al, 1996;
TAYLOR et al., 1997; FU et al., 2002; HANUMEGOWDA et al., 2003; COPPLE et al.,
2004; LEE et al, 2005; WANG et al.,, 2005). Tratando-se do mefabolismo da
monocrotalina especificamente, (TAYLOR et al., 1997), demonstraram que a mesma
pode sofrer diferentes processos metabodlicos no interior dos hepatécitos. FU et al
(2002) @ WANG et al (2005) consideraram gue o metabolismo da MCT esta diretamenie

relacionado a trés processos principais:

1. Hidrélise do grupo funcional éster para fonrmagéao da base refronecina e

acido monocrotalico;

2. Processo de N-oxidagao da base refronecina promovendo a formagao

de monocrotalina N-oxido (MCT N-oxido);

3. Formacgaoc de derivados dehidrocrotalina ou monocrotalina  pirrol

(MCTP) através da  hidroxilagao das posigées C-3 ou C-8 da base refronecina.

Os pirrdis ou derivados de dihidropirrolizinicos sao considerados os
principais responsaveis pela toxicidade dos APs (MATTOCKS, 1968). A metabolizacao
dos APs para formar compostos pirrdlicos @ na maioria das vezes catalizada pelo
sistema P450, especificamente através das isoformas CYP3A e CYP3EE
monoxigenases (YAN et al., 1995; SCHULTZE et al., 1996; TAYLOR et al., 1997; FU et
al., 2002; COPPLE et al., 2003; COPPLE et al., 2004; LEE et al., 2005; WANG et al.,
2005). Os derivados pirrdlicos altamente reativos ligam-se rapidamente aos

componentes teciduais e, acredita-se que sejam responsaveis pelas injurias celulares
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que ocorrem (MATTOCKS, 1968 ; BURROWS, 1991). Alguns destes metabdlitos
reativos sdo suficientermente estaveis, tendo a capacidade de sair das células
hepaticas, através dos vasos sinusodides, e reagirem e causarem danos a tecidos extra-
hepaticos, como os pulmdes (MATTOCKS, 1986 ; BURROWS, 1991).

Para TAYLOR et al. (1997) os metabdliios da MCT sao acumulados e
possivelmente estabilizados pelos eritrocitos, ligando-se pela porgcac meédia do grupo
tiol, na hemoglobina (MATTOCKS & JUKES, 1990 ; BURROWS, 1991), durante o
transporte pela vasculatiura pulmonar, onde irdo promover doenga pulmonar por
mecanismo pouco caracterizado. Estes tioésteres pirrdlicos formados séo relativamente
estaveis e persistem por longos periodos na hemoglobina. Quando a hemoglobina,
contendo este tioéster, € homogeneizada em nitrato de prata etandlico, sob condigoes
acidicas, ha formagac de um diefoxi-éter que & rapidamente liberado, podendo ser
identificado por cromatografia de camada delgada, cromatografia a gas ou
cromatografia liquida de alta pressao (BURROWS, 1991). Posteriommente, a MCTP
pode ser hidmlisada, formando composio denominado 6,7 -dihidro-7-hidroxi-1-
hidroximetil-5H-pirolizina (DHP) que é soliovel em agua e mais estavel que a MCTP em
sistemas aquosos sendo, portanto, excretado na urina (MATTOCKS, 1968; SWICK,
1984; FU et al., 2002). Alem disso, esses compostos altamente reativos, podem ligar-se
covalentemente ao DNA ou as enzimas hepaticas (MATTOCKS, 1968; SWICK, 1984),
causando, concomitantemente, danos hepéticos como edema e necrose centrolobular,
megalocitose, cariomegalia, fibrose, proliferacdo de ductos biliares, veno-oclusio e
perda da fungao hepatica (CHEEKE & SHULL, 1985; SCHULTZE et al., 1996;
HANUMEGOWDA et al., 2003; WANG et al., 2005).

Geralmente, a conjugagao com a glutationa (GSH) € considerada o principal
processo de detoxificagio atravées do qual xenobidticos e outros compostos sao
eliminados. Porém, a conjugacao direta da GSH com muitos xenobidticos pode formar
produtos téxicos. Conjugados GSH podem, espontaneamente, convertergm-se em
composios toxicos ou requererem a metabolizag&o por enzimas para liberagao de
composios toxicos. Como exemplo, temos o composto GSH-DHP (V-

glutationilde hidroretronecina), resultado da conjugacéo da MCTP com a GSH, que ao
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invés de ser excretado, promove pneumotoxicidade guando administrado por via
intfravenosa ou subcutanea (HUXTABLE et al., 1990 ; TAYLOR et al., 1997).

Para COPPLE et al. (2002) a MCT produz hepatotoxicidade, pneumotoxicidade e
hiperiensaoc pulmonar cronica sendo a monocrotalina pirrol (MCTP), também
denominada dehidromonocrotalina, o metabdlito responsavel pela ftoxidez da
monocrotalina “in wive". A monocrotalina, no figado, produz necrose das células
parenguimais centro-lobulares, danos as células endoteliais das vénulas cenfrais e dos
sinusdides, congestdo e dilatagdo dos sinusdides e hemorragia. Um dos danos as
células endoteliais vasculares @ a ativagao do sistema de coagulagao. Durante a injlria
vascular, as propriedades anticoagulantes e pro-fibrinoliticas das células endoteliais sao
perdidas, e a cascata de coagulagao é iniclada através de fatores teciduais (COPPLE et
al., 2003).

Além dos danos hepaticos, a monocrotalina, ativada metabolicamente no figado
a MCTP, guando transportada acs pulmdes induz pneumoioxicidade, promovendo
edema intersticial, inflamagao, hemorragia e fibrose. Outras lesdes ai observadas
podem ser hidrotorax, edema e congesiao pulmonar, epitelizagdo alveolar e arterite
pulmonar (KAY & HEATH, 1966; McLEAN, 1970; HOOPER, 1978; YAN et al., 1995;
SCHULTZE et al,, 1996; TAYLOR et al., 1997, COPPLE et al., 2002; FU et al., 2002;
COPPLE et al., 2003; HANUMEGOWDA et al., 2003; YEE et al., 2003; COPPLE et al.,
2004; LEE et al., 2005; WANG et al., 2005). Segundo LEE et al. (2005) a indugao de
hipertensao pulmonar pela monocrotalina em ratos, deve-se ao fato da MCT aumentar
consideravelmente a concentragdo de CTGF (fator de crescimenio de tecidos
conectivos) que € uma das moléculas chaves para progressao da fibrose tecidual. “in
situ”, a expressao do CTGF encontra-se localizada nas células hipertrofiadas da
musculatura lisa das artérias e arteriolas pulmonares, assim como, em macrofagos
alveolares e pneumndcitos resultando em obliteragéo de anérias, arteriolas e fibrose do
septo alveolar.

Alem dos pulmbes, outros drgdos podem também, em menor exiensao, ser
lesados por APs. Assim, tém sido verificados danos renais, como glomerulonefrite e

lestes tubulares, em animais intoxicados experimentalmente com Crotalaria sp ou por



10

seu principal alcaldide, a MCT (HAYASHI & LALICH, 1967; CARSTENS & ALLEN,
1970; FIGUEREDO et al., 1987). NOBRE et al. (1994) observou em equinos intoxicados
com plantas do género Crotalaria nefrose tubular moderada, vacuolizagao de células
tubulares e descamacgao de células epiteliais. CURRAN et al. (1996) enconirou
glomerulonefrite proliferativa e megalocitose de células do epitélio dos tobulos
proximais. NOBRE et al. (2004) encontrou lestes renais discretas nos animais
espontaneamente intoxicados com Crotalaria refusa .

O guadro clinico-patolégico apresentado pela maioria dos animais intoxicados
naturalmente e experimentalmente & consistente com o de insuficiéncia hepatica
(NOBRE et al., 2004b). A insuficiéncia hepatica ocorre quando 70% ou mais da
capacidade funcional do figado & perdida (TENNANT, 1997), o que ocorre quando ha
perda de 80% a 90% do paréngquima, podendo ser visto, tanto em hepatopatias tdxicas
agudas quanto cronicas (KELLY 1993).

Equinos com encefalopatia hepatica apresentam notavel disparidade entre a
severidade dos sinais clinicos e a sutileza das alteragdes paftolégicas no cérebro,
estando estas limitadas a presenca de astrocitos isolados, em pares ou multiplos, com
nicleos vesiculares, aumentados e claros, na substancia cinzenta, sendo referidos
como astrocitos Alzheimer tipo |l. Sao encontrados em maior numero no cortex, nacleos
basais e hipocampo, como satélites neuronais, no neuropilo ou isolados (SUMMERS et
al., 1995). A disfuncéo neuroldgica @ causada principalmente por hiperamonemia em
razédo do figado lesado nao metabolizar a aménia absorvida pelo intestino (KELLY,
1993). A amonia no sistema nervoso central @€ metabolizada pela glutamina dos
astrocitos, a qual por si prépria pode ser neurotdxica (SUMMERS et al.,1995).

Equinos intoxicados por Crotalaria refusa apresentam quadro clinico de anorexia,
atordoamento, mal estado geral, irritabilidade, bocejos, espasmos musculares,
incordenacdo, cabeca baixa, corrimento nasal bilateral, agressividade, andar a esmo e
galope sem rumo (GARDIMNER et al., 1965, NOBRE et al., 2004).

Sintomatologia semelhante foi relatada na intoxicagao de equinos por oufras
espécies de crotalaria (ARZT & MOUNT 1999, PITT & MCKENZIE, 2002). Alguns

animais demonstram sinais de dor abdominal, como escavar o solo, @ com apoio
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constante dos membros pélvicos em obstaculos e arrastar de pingas. Existem casos em
gue o animal apresenia emagrecimento progressivo por 3-4 meses e ouiros em que o
animal morre em 3-4 dias (NOBRE et al., 2004).

Os achados de necropsia sao caracteristicos de doenga hepatica cronica. O
figado encontra-se firme, aumentado de volume (GIBEBONS, 1953; GARDINER et al.,
1965; NOBRE et al., 1994; ARZT & MOUNT, 1999) e com aspecto mosqueado (ARZT &
MOUNT, 1999). Mos pulmbes as principais alteractes observadas sao edema e
congestao pulmonar com areas consolidadas no parénguima (GARDINER et al., 1965,
NOBRE et al., 1994).

Histologicamente as principais alieragtes sao observadas no figado e incluem
fibrose, hepatomegalocitose (GIBBONS et al., 1953, GARDINER et al., 1965, ARZT &
MOUNT, 1999), necrose (GARDIMER et al., 1965), vacuclizagdo de hepatocitos
(NOBRE et al., 1994), hemorragia (ARZT & MOUNT, 1999), e em alguns casos,
proliferacdo de ductos biliares (GARDINER et al., 1965, ARZT & MOUNT, 1993). As
lestes histologicas do figado, encontradas em um estudo feito por DANTAS et al.
(1999) consistem em megalocitose, caracterizada por aumento do tamanho do
citoplasma e do nucleo, no qual, geralmente, encontra-se a cromatina condensada na
periferia; fibrose difusa; e proliferagac de células epiteliais dos ductos biliares. Pode ser
observado em alguns animais nédulos regenerativos com hepatocitos aparentemente
normais. Podem observar-se também, degeneracio e necrose de hepatbcitos, extensas
areas de fibrose no parénguima com auséncia de hepatdcitos e infiltracao de células
inflamatorias.

Os pulmbes podem apresentar alveolite fibrosante difusa, com espessamento de
septos interalveolares, edema e infilirado inflamatdric mononuclear e, principalmente,
macrofagos espumosos (GARDIMNER et al., 1965, NOBRE et al., 1994).

O diagnéstico deve ser feito pelos dados epidemiolégicos, sinais clinicos e
lesdes macroscopicas, confimados mediante o estudo histoldgico das lesdes
hepaticas. Em equinos e em bovinos deve-se considerar no diagnostico o fato de que
as mortes podem ocorrer apés um periodo prolongado de tempo, apds os animais

terem deixado de ingerir a planta sem apresentarem sinais clinicos. Em ovinos, a
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doenga ocorre na forma aguda. A morte podera ocorrer a partir de 12 horas de ingestao
da planta contendo muitos frutos com sementes (DANTAS et al., 2004). Para o
diagnéstico diferencial, ficar atento as diversas doengas que causam sinais nervosos,
diarréia, emagrecimento progressivo, edemas ou ascite e fotossensibilizacao (RIET-
CORREA et al., 1993).

A monocrotalina, no figado, produz necrose das células parenquimais centro-
lobulares, danos &as células endoteliais das vénulas cenfrais e dos sinusdides,
congestao e dilatacdo dos sinusbides e hemorragia (COPPLE et al., 2003). Nesse
contexto, a determinacéo da fungao hepatica torna-se importanie e segundo TENNANT
(1997), deve ser realizada atraves da dosagem das enzimas AST, GGT e FA, que
indicam a presencga de lesées hepaticas agudas ou cronicas, sendo gue o aumentio nos
niveis de GGT indicam lesdes muito anfigas nos ductos biliares (UNDERWOOD &
SUTTLE,2001). Em um estudo para avaliar testes bioguimicos como indicadores de
doenga hepética subclinica em equinos expostos a foxicose por AP, verificou-se que a
atividade da gama glutamiliransferase (GGT) no soro @ um feste eficiente para
caracterizar a doenga subclinica nos equinos. A elevagao dos niveis de GGT no soro
sanguineo tem um alio grau de especificidade para danos hepéticos. Em alguns casos
a GGT pode apresentar queda e refornar a valores de antes da exposicao do animal
aos AP (CRAIG et al. 1991). Esta queda foi interpretada por LESSARD et al. (1986)
como um bom indicador no progndstico. A GGT nommalmente esta limitada ao reticulo
endoplasmatico liso, onde o sistema de oxidase mista é ativo. Os AP sao ativados por
este sistema, onde causam danos e ocorre a liberagdo da GGT no soro (CURRAN et
al., 1996).

E importante citar que apesar de ser considerado um bom teste para avaliar a
lesao hepatica induzida por AP, nem todos os animais que apresentam aumento de
GGT desenvolve sinais clinicos da doenca (GILES, 1983). Segundo CRAIG et al. (1991)
@ interessante monitorar os animais sobreviventes a intoxicacao por AP com testes
enzimaticos. A fosfatase alcalina (FA), GGT e AST também foram analisadas nos
equinos com intoxicagao por Crotalaria refusa no semi-arido. Nos animais que foram

dosados houve um aumento marcante da mesma ( NOBRE et al., 2004b). A FA, apesar
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de nao ser hepato-especifica, aumenta nos casos de danos hepaticos em decorréncia
de sua liberagdo na supetficie sinusoidal dos hepatdcitos, bem como na regurgitacao
das iso-enzimas biliares nos casos de colestase. Mas toxicoses por AP ocorrem ambas
situagdes (CRAIG et al,, 1991).

Outra alternativa para diagnostico e acompanhamento da intoxicagao por C.
spectabilis pode ser realizada atraves da técnica de bidpsia hepatica percutanea com
agulha cortante tipo tru-cut®. A bidpsia hepatica pode ser fonte valiosa de informacées
guanto aos diversos paramefros relacionados a funcéo hepéatica em animais, bem como
forma auxiliar de diversas lesdes que acometem o figado (MEDEIROS et al., 2002).
Alem disso, a bidpsia hepatica permite diagnosticar lestes antes que os sinais clinicos
tornem-se aparentes, diminuindo as perdas econdmicas ou mortalidade dos animais
afetados (DRIEMEIER, 1990). Segundo CRAIG et al. (1991), quando for ocbservado
aumento nas enzimas, principalmente GGT, deve-se fazer biopsia hepatica para
verificar o grau das lesdes hepaticas.

Nao existe tratamento que possibilite a recuperagaoc dos animais com sinais
clinicos da doenga. Deve-se evitar o pastejo dos animais, principalmente equinos, nas
areas mails infestadas pela planta ou elimina-las com uso de herbicidas ou pela
eliminagac manual (RIET-CORREA et al. 1993).
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2. JUSTIFICATIVA

Varios sdo os estudos verificando a toxicidade das espécies de crotalarias para
aves e animais domésticos (WEBB, 1948; SIMPSON et al, 1963; CLARKE & CLARKE,
1967; VENDECOURT & TRUMP, 1969; JUBE & KENNEDY, 1970; SMITH et al., 1972;
STEYN, 1974; HOOPER & SCANLAN, 1977, TOKARNIA & DOBEREINER, 1982;
BURGUERA et al. 1983; ALFONSO et al, 1993; HATAYDE et al, 1997a; HATAYDE et
al, 1997b; SOUZA et al, 1997; HATAYDE et al, 1998; HATAYDE et al, 2008; SOUZA et
al, 1998), entretanto, faltam estudos experimentais que demonsirem os efeitos das
sementes de Crofalaria spectabils quando fornecidas para equinos no que tange as

alteragoes clinico-patolégicas e bioquimicas apresentadas pelos animais infoxicados.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Por meio deste ftrabalho pretende-se verificar os efeitos da intoxicacao

experimental em equinos com sementes de Crotalaria spectabilis frituradas e

misturadas a racéao.

3.2 Objetivos especificos:

a- Avaliar clinicamente os animais durante o periodo de intoxicacao e o de

tratamento:

b- Obter o perfil hematologico dos animais intoxicados por meio de hemograma e

leucograma;

- Verificar a funcao hepatica dos animais intoxicados por meio da dosagem das

enzimas hepaficas, AST, GGT e fosfatase alcalina, proteinas totais e albumina;

d- Verificar as alteragbes microscopicas hepaticas semanalmente afravées da

técnica de bidpsia hepatica transtoracica percutanea;

e- Acompanhar a fungao renal destes animais por meio da dosagem de creatinina

sérica;



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e instalagoes

Foram utilizados 04 equinos, sem raga definida (SHD), higidos, com idade
aproximada de 10 anos, peso entre 330 kg e 350kg, alojados individualmente em baias
equipadas com comedouros e bebedouros, situados em area coberta, junto ao Hospital
Veterinario Governador Laudo Matel, UNESP/ Jaboticabal.

Os animais receberam durante a realizacéo do experimento dieta composta de
feno de capim, agua ad libitum e ragao 12% peletizada (1kg/dia). Apds um periodo de
adaptacao de 15 dias, os animais receberam sementes de Crotalaria spectabilis
trituradas e incorporadas a ragao nas seguintes proporgoes:

e Animal 1 (macho, 330kg) - 0,4%:
+ Animal 2 (fémea, 340kg) - 0,6%;
+ Animal 3 (macho, 335kg) - 0,8%:;
+ Animal 4 (macho, 350kg) - 1,0%.
O controle correspondera aos indices basais, de cada animal, antes do inicio do

fornecimento das sementes de C. spectabilis.

4.2 Acompanhamento da indugao de intoxicagao por Crotalaria spectabilis.

Os animais receberam a ragao contendo sementes trituradas de C. spectabilis
durante trés semanas. Semanalmente foram colhidas amostras de sangue e fragmentos
do figado, e, diariamenie realizados exame clinico destes animais. Apos um periodo de
trés semanas, 0s animais que manifestaram sinais clinicos de intoxicagao, ou que
apresentaram alteragoes histologicas e laboratoriais, passaram por um tratamento, com
a tentativa de reestabelecer a fungac hepatica. Para isso, foi realizada terapia de

suporte que incluiu o fornecimento de solugao oral eletrolitica e hepato-protetor.



4.3 Colheita de material biologico

4.3.1 Amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas das veias jugulares externas com agulhas
40x12. Estas amostras foram armazenadas em tubos esterilizados e siliconizados
vacutainer®, devidamente identificados contendo em seu interior o anticoagulante EDTA
(acido dietileno diamino tetracético) e sem anticoagulantes, para obtencao de sangue
total e soro respectivamente.

As amostras com anticoagulante foram homogeneizadas e prontamente
refrigeradas, enquanto o sangue sem anticoagulante foi mantido a temperatura
ambiente. Posteriormente as amostras foram conduzidas ao laboratério. As amostras
sem anticoagulante foram centrifugadas por um periodo de 15 minutos a 5000G. Apds
este processo as aliquotas de soro foram acondicionadas em tubos Eppendorfes® e
armazenadas a temperatura de — 20 °C.

As amostras contendo EDTA foram utilizadas para realizagao do hemograma e
esfregago sanguineo logo apos a coleta. Outra amostra contendo o anticoagulante foi

preparada para realizagao de microscopia eletronica de varredura.

4.3.2 Amostras de Figado

Semanalmente foram colhidos fragmentos de figado atraves da técnica de
bidpsia percutanea com agulha cortante tipo tru-cut®, para acompanhamento da
intoxicacao por Crotalaria spectabilis por meio de exames histolégicos.

Para realizacdo desta técnica, os animais foram contidos em posigao
gquadrupedal, e uma area de 20 cm de largura por 25 cm de comprimento foi delimitada
sobre 0 12° e 0 14° espacgos intercostais, na intersecio de uma linha estabelecida
desde a tuberosidade coxal até o ponto médio entre o cotovelo e a ponta da escapula
(BAHTON & MORRIS, 2000). Essa area fol submetida a limpeza, tricotomia, antissepsia

com alcool jodado e anestesia local infiltrativa empregando 5ml de cloridrato de
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lidocaina 2% sem vasoconstrictor. Utilizou-se uma pequena lamina de bisturi para
realizar a incisao da pele e introduziu-se uma agulha cortante tipo Tru-cut® 18G com
uso de pistola automatica, que perfura os musculos intercostais e alcanca o figado. A
agulha foi direcionada na posicéo do cotovelo oposto e com auxilio de ultrassonografia
foi determinado a profundidade necessaria para penetracao da agulha no parénguima
hepatico (NAVARRE & PUGH, 2005, MEDEIROS et al., 2002; SILVA et al., 1996). Foi
colhido um fragmento de aproximadamente 2 cm de comprimento e amazenado em

solugao de formol tamponado a 109 para realizagao dos exames histologicos.

4.4 Métodos analiticos
4.4.1 Amostras de sangue (soro e sangue total).

4.4.1.1 Hemograma e leucograma completos

A contagem global de leucécitos, hemacias e plaquetas, as determinagdes dos
teores de hemoglobina, hematocrito, area corpuscular media (VGM) e concentragao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram realizados em contador automatico
(Celm CGC-510.). As contagens diferenciais de glébulos brancos foram feitas com auxilio
de microscopio dptico comum, apds coloracéo pelo corante de Rosenfeld (0,97 g de
Giemsa em pd azur esosina-azul-de-metileno, Ecibra n® 0390; 0,53 g de May Griwald
eosina-azul de metileno, Ecibra n® 0747: 1000ml Metanol PA, Cinética cod. 109070).

4.4.1.2 Esfregaco sangliineo

O esfregagco de sangue foi realizado estendendo-se uma pequena gola de
sangue com EDTA, com o auxilio de um tubo de microhematocrito, sobre lamina de
vidro. Com o auxilio de uma segunda lamina que faz com a primeira um angulo de 45°
foi estendida a gota (GARCIA-NAVARRO e PACHALY, 1998).
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Realizado o esfregaco, a lamina foi corada com o corante de Wright, conforme a
técnica descrita por GARCIA-NAVARRO & PACHALY (1998).

4.4.1.3 Avaliacao das fungoes hepatica e renal

A avaliagao da funcac hepatica foi realizada semanalmente por meio da
determinacdo das enzimas hepaticas AST, GGT, FA, proteina total e albumina e, a
funcdo renal foi avaliada pela dosagem de creatinina, com a ufilizacdo de kits
comerciais, conforme as instrugdes fornecidas pelo fabricante a partir do soro

sanglineo dos animais.

4.5 Exame histolagico

4.5.1 Microscopia optica

As amostras de figado coletadas pelas biopsias percutaneas transtoracicas com
agulha cortante, e acondicionadas em formol a 10% permaneceram neste fixador por 18
horas, permitindo a completa fixagao do tecido hepatico. Apds este periodo foram
realizadas a montagem e coloragdo das laminas, com Hematoxilina- eosina (HE), para
histologia, segundo a técnica descrita por LUNA (1968).

4.6 Procedimento pos — experimento

Ao final de cada bidpsia de figado, as feridas incisionais cutaneas realizadas no
local da puncéo foram tratadas com pomada antibidtica e repelente ao redor. Todos os
animais foram fratados com protetor hepatico (1 aplicagao intramuscular 1 vez ao dia
durante 5 dias) ao final de 21 dias de experimenio.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagao clinica dos animais durante o periodo de intoxicacgao

Os quatro animais submetidos a experimentacao nao tiveram alteracoes
importantes no exame fisico. A Tabela 1 mostra as médias dos valores absolutos da
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, tfempo de preenchimento capilar (TPC),
temperatura (T2C) e avaliagdo da moiilidade, mucosas e hidratagao dos animais

submetidos ao experimento durante os 21 dias.

Tabela 1. Média dos valores absolutos de frequéncia cardiaca (F.C.), frequéncia respiratéria (F.R.),
tempo de preenchimento capilar (TPC), temperatura (T2C) e avaliagdo da motilidade, mucosas e
hidratagao dos animais 01, 02, 03 e 04 que foram submetidos & intoxicagao por Grotalaria spectabilis
durante 21 dias.

Valores
Animal F.C.[bpm) F.R.imvm) TPC{s) T=C) Motilidade Mucosas Hidratacao
1 40 23 2 37,5 ++ Roseas ++
2 41 18 2 37,6 +4+ Roseas ++
3 49 18 2 37,9 +4+ Roseas ++
4 43 15 2 37,6 +4+ Roseas ++

As Figuras 2 e 3 mostram a variagdo dos valores absolutos de frequéncia
cardiaca e respiratdria dos animais submetidos & intoxicacao durante os 21 dias de

experimento.
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Figura 2. Varacao dos valoras absolutos da fraguencia cardiaca

dos animais 1,23 o 4 Iintedcados por samantas da Crotalania
spactabilis.
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Figura 2. Variaghe dos valores absolutos da frequéncia respiratina
dos animais 1,23 & 4 intodcades por sementes de Crotaana

spactabilis.

Nao foram observadas mudancas de comportamento e nenhuma anormalidade
neurolégica. O peso dos animais naoc sofreu modificagao ao final dos 21 dias de
experimento. Entretanto, REED & BAYLY (2000) relata que os sinais mais
frequentemente notados s&o perda de peso com semanas a meses de duragédo e
anormalidades comportamentais.

O animal 3 apresentou epistdio de febre que durou apenas um dia, como mostra

a Figura 4.
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Figura 4. Varacao dos valoras absolutos da tamparatura dos
animais 1,23 o 4 intoxicados por samentes da Crofalaria
spectabiis . Notar o pico fabil do animal 3 no 102 dia,

O animal 3 também apresentou apatia no 11° dia que se acentuou no dia

seguinte. No 13° dia, tinha sialorréia e fezes amolecidas. Estes sinais persistiram por



mais trés dias quando o animal voliou a ficar mais alerta, sem salivacao e as fezes
voltaram a consisténcia normal, fatos que concordam com os achados de REED &
BAYLY (2000). Na ultima semana de experimento, o animal passou a ter corrimento
nasal unilateral (narina esquerda) levemente mucosa, como mostra a Figura 5, também
observado por NOBRE et al. (2004) em equinos intoxicados com C. retusa .

Figura 5. Comimanto nasal (sata) do animal 3 observade na Olima semana de
axpariments. Notar a consistdncia mucosa.

Com excecao do animal 1, todos os outros animais tiveram alteracao de pele,
localizadas na regiao da face dos mesmos, caracterizada por areas de alopecias,
diferente dos achados de RIET-CORREA citado na pesquisa de OLIVEIRA (2008) onde
encontrou respostas de fotossenssibilizagcao, como mostra a Figura 6.
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Figura 6: EqCino com fotossansibilizago (Cortasia do professor Franklin
Riet-Correa ac trabalho da OLIVEIRA (2008) )

O inicio destas les6es ocorreu com 11 dias no animal 2, 12 dias no animal 3 e
10 dias no animal 4. O animal 3, além da alopecia apresentou prurido, como mostram
as Figuras 7, 8, 9 e 10. O animal cogava o focinho na porta da baia e nos mourées
quando era solto no piquete. Observou-se que o prurido se intensificava quando era
exposto ao sol. As lesées de pele deste animal foram as mais acentuadas entre os
animais que tiveram lesao de pele.

Figura 7. Animal 3 intoxicado por Crotalana spcetabilis com
alopacia na ragiao do focinho. As satas mostram paquenas &reas
da alopadia na ragidc maxilar.



Figura 8. Animal 3 intoxicado por Crotalaria spcetahilis com alopacia
na ragiao do focnho. A sata mostra lesao devide ao pruride.

Figura 9. Animal 3 intoxicado por Crotalaria spcetabilis com alopeda no lado esquardo da ragiao do
focinho. As satas mostram lesaeo davido aoc prurido.
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Figura 10. Animal 3 intoxicado por Crotalaria spcetabilis com alopacia no
lado direite da ragiao do focinhe. A sata mestra lesao davido ao prurido.

No exame clinico com o uso de ultrassonografia, os animais apresentaram
aumento de volume hepatico duas semanas apos o inicio da intoxicagao, com excegao
do animal 2 que apresentou aumento de volume hepatico uma semana apoés o inicio do
experimento, e esse aumento de volume manteve-se até o final da intoxicagao.

5.2. Hemograma e Leucograma

O perfil hematolégico dos animais intoxicados analisado por meio do hemograma
e leucograma revelou alteragdes que nao modificaram visivelmente o estado higido dos
animais. As Tabelas 2 e 3 mostram as médias dos valores absolutos dos elementos que
compéem o hemograma e o leucograma dos animais submetidos ao experimento
durante os 21 dias.





