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RESUMO

Brachiaria spp. sdo forragens que compdem grande parte das pastagens no
Brasil, devido ao facil cultivo, boa resisténcia a seca e adaptacdo a diferentes
solos e baixo custo de manutencdo. Entretanto, a ingestdo desta graminea esta
relacionada a surtos de fotossensibilizacdo em bovinos e ovinos, ocasionando
prejuizos econdmicos significativos. Os efeitos hepatotdxicos relacionados a
ingestdo da graminea sdo: a formacdo de cristais e macréfagos espumosos
causados pelo acimulo de metabdlitos tdxicos, levando a alteragdes no sistema
biliar,ocasionando a retencdo de filoeritrina e, conseqlentemente, a
fotossensibilizagdo com as lesbes de pele. Comumente, observam-se durante a
necropsia em bovinos e ovinos, diferentes graus de ictericia e aumento de
volume do figado e coloracdo amarela acastanhada. A observacéo histoldgica, as
lesBes hepéticas sdo compostas por vacuolizacdo e tumefacdo ou necrose
individual de hepatdcitos, bilestase, proliferacdo de ductos e canaliculos biliares,
cristais birrefringentes e de macrdfagos espumosos isolados ou pequenos
agrupamentos. AlteracGes histologicas semelhantes as achadas em ruminantes
também foram descritas no figado de coelhos intoxicados naturalmente em
pastagens de B. decumbens; contudo, em repeticBes experimentais ndo foi
possivel reproduzir a lesdo hepatica. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a sensibilidade de coelhos como modelo experimental para a intoxicacéo
por B. decumbens, através da reproducdo das lesdes hepaticas causadas pela
intoxicacdo. Foram realizados dois experimentos: no primeiro, 0s animais ndo
apresentaram sinais clinicos e nem alteracdes macroscopicas e microscépicas de
intoxicagdo por B. decumbens. Os coelhos do experimento 2 também ndo
desenvolveram sinais clinicos e lesGes macroscépicas, no entanto, na histologia
foi possivel observar macr6fagos espumosos isolados ou em pequenos grupos no
figado e em linfonodos mesentéricos. Quando estes foram submetidos a técnica
de lectino-histoquimica, apresentaram alta reatividade para as lectinas SWGA,
RCA-I, WGA e GSL, ressaltando assim a importancia deste trabalho, por
demonstrar lesdes histopatolégicas por Brachiaria spp em experimentos com
coelhos, demonstrando que esta espécie animal pode ser utilizada como modelo
experimental.

Palavras-chave: Lectino-histoquimica. Fotossensibilizacdo hepatdgena. Modelo
experimental. Macréfago espumoso.



ABSTRACT

Brachiaria spp. are fodder that makes up a large part of pasture in Brazil, due to
the easy cultivation, good resistance to drought, good adaptation to different
soils and low maintenance cost. However, this grass ingestion is related to
photosensitization outbreaks, in bovine and ovine, mainly, causing significant
economic losses. The hepatotoxic effects related to the grass ingestion are: the
crystals formation and foamy macrophages caused by the accumulation of toxic
metabolites, leading to changes in the biliary system causing phylloerythrin
retention, and consequently the photosensitization with the skin lesions. In
bovine and ovine, commonly, it is observed at necropsy different degrees of
jaundice and increased liver size with brownish-yellow coloration. On
histological observation, hepatic lesions are composed of vacuolization and
swelling or individual necrosis of hepatocytes, biliary system, proliferation of
ducts and biliary canaliculis, birefringent crystals and isolated foamy
macrophages or small clusters. Histological changes, similar to findings in
ruminants, were also described in the liver of naturally intoxicated rabbits in B.
decumbens pastures, but in experimental replicates it was not possible to
reproduce the liver injury. Therefore, the objective in this present study was to
evaluate the sensitivity of rabbits as an experimental model for B. decumbens
intoxication, by reproduction of hepatic lesions caused by intoxication. Two
experiments were carried out, in the first, the animals showed no clinical signs
and no macroscopic and microscopic alterations of B. decumbens intoxication.
The rabbits of experiment 2 also did not develop clinical signs and macroscopic
lesions, however, in histology it was possible to observe foamy macrophages
isolated or small clusters in the liver and in mesenteric lymph nodes. When they
were submitted to lectin-histochemistry technique, they showed high reactivity
for the SWGA, RCA-1, WGA and GSL lectins, thus highlighting the importance
of this work, since it showed histopathological lesions by Brachiaria spp in
experiments with rabbits, demonstrating that this animal species can be used as
an experimental model.

Keywords: Lectin-histochemistry. Hepatogenic photosensitization.
Experimental model. Foamy macrophages.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Grande parte das pastagens do Brasil é composta por Brachiaria spp.,
principalmente as espécies B. decumbens e B. brizantha, consideradas
importantes como fontes de forragem para ruminantes (ASSIS et al., 2003),
devido a alta producdo de matéria seca, facil cultivo, boa resisténcia a seca, boa
adaptacdo a diferentes solos, baixo custo de manutencdo e crescimento durante a
maior parte do ano (CASTRO et al., 2011).Entretanto, anualmente s&o relatados
surtos de fotossensibilizacdo causados pela ingestdo dessas gramineas em
diversas espécies animais, especialmente em bovinos e ovinos.
Consequentemente, acarretam prejuizos econdmicos significativos, além de
diminuicdo da produtividade dos rebanhos brasileiros (TOKARNIA et al.,
2012).

Os efeitos hepatotoxicos causados pela ingestdo de B. decumbens estdo
relacionados & formacdao de cristais e lesdes celulares causadas pelo acimulo de
metabdlitos toxicos. As alteracbes no sistema biliar levam a retencdo de
filoeritrina e, consequientemente, a fotossensibilizagcdo, com lesdes de pele
(TOKARNIA et al., 2012). No entanto, ainda é desconhecida a quantidade exata
de ingestdo de Brachiaria spp. responsavel pelos casos de fotossensibilizacéo
(MENDONCA et al., 2008). Em relacdo a sensibilidade a intoxicacdo pela
planta, os ovinos, quando comparados aos bovinos, sdéo mais sensiveis (RIET-
CORREA et al, 2011; SANTOS et al., 2008). Os animais adultos séo
considerados menos sensiveis que animais jovens (ALBERNAZ et al., 2010;
BRUM et al.,, 2007). Um surto no estado do Mato Grosso do Sul com

mortalidade em coelhos e cordeiros mantidos em pastagem de B. decumbens,
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demonstram que coelhos também sdo sensiveis aos efeitos toxicos da ingestdo
de Brachiaria spp. (SOUZA et al., 2012).

Nos achados de necropsia em bovinos e ovinos, sdo observados
diferentes graus de ictericia, aumento de volume do figado com coloragdo
amarelo acastanhado (SANTOS et al., 2008). Ao exame microscdpico, as lesbes
hepéticas sdo compostas por vacuolizacdo e tumefacdo ou necrose individual de
hepatdcitos, bilestase, proliferacdo de ductos e canaliculos biliares, cristais
birrefringentes e presenca de macrdfagos espumosos possivelmente oriundos de
metabdlitos de saponinas esteroidais (DRIEMEIER et al., 1998). AlteracGes
histoldgicas, semelhantes aos achados em ruminantes, também foram descritas
no figado de coelhos intoxicados naturalmente em pastagens de B. decumbens
(SOUZA et al., 2012); contudo, em repeticOes experimentais ndo foi possivel
reproduzir a lesdo hepética (FACIN et al., 2016).

O diagndstico da fotossensibilizacdo é baseado nos achados
epidemioldgicos associados ao quadro clinico-patolégico apresentado pelos
animais, bem como a inspe¢do das pastagens para identificagdo da presenca e
quantidade da planta (TOKARNIA et al., 2012). Exames bioguimicos da
atividade de enzimas hepaticas, especialmente de gama glutamiltransferase
(GGT), podem auxiliar no diagnostico inicial da fotossensibilizacdo (BRUM et
al., 2007). No entanto, o exame histopatol6gico ainda é utilizado rotineiramente
no estabelecimento do diagnostico da doenca, em funcdo das lesdes
caracteristicas observadas no figado dos animais acometidos (DRIEMEIER et
al., 1998). Em associacdo com a histologia, também podem ser utilizadas
técnicas de lectino-histoquimica (DRIEMEIER et al.,, 1998). O grupo de
lectinas, especialmente a aglutinina de amendoim (PNA), atua como marcadores
especificos de residuos de hidratos de carbono do conteddo celular de
macrdéfagos espumosos em tecidos de animais mantidos em pastagens de
Brachiaria spp. (GOMAR et al., 2005).
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Algumas espécies animais sdo utilizadas para intoxicacdes
experimentais, como os ovinos (DRIEMEIER et al., 2002); a utilizagdo de
outros modelos experimentais, como 0s coelhos, confere ainda mais vantagens,
pois estes sdo de facil manejo e manutencdo, menor custo e rapido ciclo
reprodutivo (THOMPSON et al., 1983).

A elaboracdo de um modelo experimental, utilizando coelhos
intoxicados experimentalmente com B. decumbens, tem como principal
finalidade reproduzir as leses hepaticas caracteristicas manifestadas em bovinos

€ 0Vvinos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fotossensibilizacao

A fotossensibilizacdo possui como caracteristica uma exagerada
sensibilidade do animal aos raios solares, causada por um agente
fotossensibilizador, geralmente um pigmento fluorescente (TOKARNIA et al.,
2012).

Existem, basicamente, dois tipos de fotossensibilizacdo: a primaria e a
secundéria, ambas relacionadas ao agente fotossensibilizador na corrente
sanguinea. A fotossensibilizacdo primaria € causada por planta, na qual possui
um pigmento pré-formado que é absorvido pela mucosa intestinal, atravessa a
barreira hepatica e em seguida atinge a pele pela circulagdo, levando a uma
sensibilidade aos raios solares (SANTOS et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012).
Na fotossensibilizacdo secundaria ou hepatégena causada por planta, ocorre
alteracdes no parénquima hepatico ou nos ductos biliares. Essa alteragdo
interfere no mecanismo de eliminacdo do pigmento filoeritrina através da bile,
pigmento este, que é fluorescente e formado a partir da clorofila e modificado
pela acdo da microbiota existente no ramen, reticulo e omaso dos ruminantes
(SANTOS et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012). As lesdes hepéticas levam ao
acumulo desse pigmento no organismo que, via circulagdo sistémica, alcanga a
pele e ocasiona a hipersensibilidade aos raios solares no animal (SANTOS et al.,
2008;TOKARNIA et al., 2012).

Independente do tipo de fotossensibilizacdo, as lesdes de pele sdo
semelhantes, principalmente afetando as regides menos pigmentadas e
desprotegidas por pelos ou 14 (SANTOS et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012).
Dentre as plantas que causam fotossensibilizacdo secundéria, destaca-se o

género Brachiaria spp., devido a sua ampla ocupacgdo nas pastagens brasileiras,
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sendo considerada importante fonte de forragem para ruminantes (MENDONCA
et al.,, 2008; TOKARNIA et al.,, 2012). A grande maioria dos surtos de
fotossensibilizacdo é verificada em pastagens de B. decumbens (BRUM et al.,
2007; FAGLIARI et al., 1993; LEMOS et al., 1996; LEMOS; SALVADOR;
NAKAZATO,1997) e em menor propor¢cdo em B. brizantha (ALBERNAZ et al.,
2010; LEMOS et al., 1998; MUSTAFA et al., 2012).

2.2 Brachiaria sp.

As gramineas do género Brachiaria spp. foram originadas na Africa
Equatorial e distribuidas, principalmente, em areas tropicais (ASSIS et al., 2003;
SEIFFERT, 1980). Dentre as espécies desse género, destacam-se no Brasil, as
pastagens formadas por B. decumbens, B. brizantha, B. humidicola (ASSIS et
al., 2003; SEIFFERT, 1980). Na década de 70, a B. decumbens tornou-se a
graminea mais comum na regido do cerrado brasileiro, devido a introducdo de
variedade australiana da planta, que obteve excelente adaptacdo as condi¢Bes do
solo e clima do pais (NAZARIO etal., 1977; SEIFFERT, 1980).

Entretanto, a partir dessa época, foram observados surtos de
fotossensibilizacdo em bovinos e ovinos mantidos em pastagens com B.
decumbens, principalmente em pastagens compostas por sementes australianas
(DOBEREINER et al., 1976; DRIEMEIER et al., 1999; TOKARNIA,;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Acreditava-se que o0s surtos de
fotossensibilizacdo em ruminantes, decorrentes da ingestdo dessa graminea,
estavam relacionados com a presenca do fungo Pithomyces chartarum
(SCHENK; SCHENK, 1983;TOKARNIA et al.,, 2012), devido a intensa
esporulacdo deste fungo em folhas da B. decumbens, que foi isolado em cultura.
Este fungo produz a esporidesmina, substancia toxica, que provocava o “eczema

facial” em ruminantes e eqiiinos (AMARAL; NAZARIO; ANDRADE, 1976).
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Alteracdes histoldgicas, associadas a colangio hepatopatia,com presenca de
cristais em cordeiros foram induzidas ap6s administragdo oral de extratos de B.
decumbens (CRUZ et al., 2001). Sallam Adlah et al. (1992), isolaram um extrato
de sapogeninas do contetdo ruminal de ovinos intoxicados por B. decumbens.
Confirmou-se que esta forrageira pode induzir lesbes hepaticas sem o
envolvimento da esporidesmina, do fungo P. chartarum, e que as lesbes
histolégicas observadas eram semelhantes as produzidas por saponinas
esteroidais contidas em plantas como Tribulus terrestres e Panicum spp. (CRUZ
et al., 2001; LAJIS et al., 1993; SALLAM ABDULLAH et al., 1992). Segundo
Tokarnia et al. (2012), os surtos da doenca deixaram de ser associados ao P.
chartarum, em funcdo da pequena quantidade de esporos desse fungo e auséncia
de comprovagdo da sua toxigenicidade nas pastagens de braquiarias, bem como
nas diferencas epidemioldgicas e clinico-patolégicas encontradas. Portanto, hoje
é conhecido que a fotossensibilizacdo é causada pelas proprias forrageiras
(MENDONCGCA et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012).

2.3 Principio toxico e patogenia

As saponinas sdo substancias derivadas do metabolismo secundario
vegetal, relacionadas ao sistema de defesa. Sdo encontradas em tecidos mais
vulneraveis ao ataque de fungos, bactérias ou insetos (WINA; MUETZEL;
BECKER, 2005).

O principio toxico presente nas Brachiarias € um componente da prépria
planta, identificado como sendo uma saponina litogénica, que causa
hepatotoxicidade, obstrucdo dos ductos biliares e fotossensibilizacdo
(ALBERNAZ et al., 2010; BRUM et al., 2007; DRIEMEIER et al., 1999;
GRAYDON; HAMID; ZAHARI, 1991; LEMOS; SALVADOR; NAKAZATO,
1997; MUSTAFA et al., 2012; PORTO et al., 2013; SALAM ABDULLAH et



15

al., 1992; SANTOS JUNIOR, 2008; WISLOFF et al., 2002). Tais saponinas
contribuem para a formacdo de cristais no sistema biliar. A hidrolise das
braquiarias, ao transitar pelo sistema digestério dos animais, resulta nas
sapogeninas eepismilagenina e episarsasapogenina, que se conjugam com 0
acido hialurénico, formando glicuronideos, que se ligam aos ions célcio e
formam sais insollveis que se depositam na forma de cristais nas células do
figado e ductos biliares e associadas a colangite e fotossensibilizagcdo
(MEAGHER et al., 1996, 2001).

BRUM et al. (2007), isolaram pela primeira vez a saponina litogénica,
protodioscina, em um surto em que sete ovinos foram acometidos e 6 animais
morreram, sendo esta a principal saponina encontrada em Brachiaria
spp.(BRUM et al., 2009; CASTRO et al., 2009; MUSTAFA et al., 2012;
SATURNINO et al., 2010). Os surtos nos ovinos ocorreram em pastagens com
2,36% de protodioscina e auséncia de manifestacdo clinica nos animais que
pastejavam areas que continham 1,63% dessa substancia (BRUM et al., 2007).

A quantidade exata de ingestdo de Brachiaria spp. responsavel pelos
casos de fotossensibilizacdo ainda é desconhecida, no entanto, pode estar
associada ao teor de saponinas esteroidais presentes nas gramineas, que parece
depender do clima, varia de acordo com a fase de desenvolvimento da graminea.
As maiores quantidades de saponina foram encontradas durante a estacdo
chuvosa (BRUM et al., 2007; MUSTAFA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013;
SANTOS JUNIOR, 2008), tendo a fase de vida da planta influéncia sobre a
quantidade de saponina na mesma, porém houve divergéncia. Santos Janior
(2008) observaram maior concentracdo de saponina durante a fase de brotacéo,
entretanto maiores concentragdes na fase de queda das sementes foram
encontradas por outros autores (BRUM et al., 2006, 2007; DRIEMEIER et al.,
1998; MUSTAFA et al., 2012; SATURNINO et al., 2010; TOKARNIA et al.,
2012).
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Os efeitos hepatotdxicos, causados pela ingestdo de B. decumbens,
possivelmente estdo relacionados a formacgdo de cristais e lesbes celulares
causadas pelo acimulo de metabdlitos toxicos (TOKARNIA et al., 2012). As
alteracdes no sistema biliar levam a retencéo de filoeritrina e 0 aparecimento das
lesBes cutdneas (MENDONCA et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012). Segundo
Driemeier (1998), provavelmente o conteGdo dos macréfagos espumosos

encontrados no figado, sejam oriundos de metabdlitos de saponinas esteroidais.

2.4 Epidemiologia

A fotossensibilizacdo decorrente da intoxicacdo por Brachiaria spp. tem
sido observada principalmente em bovinos (DRIEMEIER et al., 1998) e ovinos
(BRUM et al., 2007; MENDONCA et al., 2008). Casos da doenca, associada ao
consumo de B. humidicola, também foram descritos em equinos (BARBOSA et
al., 2006), caprinos (LEMOS et al., 1998) e bufalos (RIET-CORREA et al.,
2007).

Em bovinos, a doencga pode afetar animais de até dois anos de idade,
incluindo bezerros lactentes com 20 a 45 dias de idade, devido ao inicio da
ingestdo dessa graminea (TOKARNIA et al., 2012). Na espécie ovina, animais
jovens ou recém-desmamados apresentam maior susceptibilidade a intoxicacao,
no entanto, qualquer faixa etaria pode ser acometida (SANTOS et al., 2008;
SATURNINO et al., 2010; TOKARNIA et al., 2012). Em relacéo a sensibilidade
de intoxicacdo pela planta, os ovinos, quando comparados aos bovinos, sao
relativamente mais sensiveis (SANTOS et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012).
Souza et al. (2012) relataram que, no estado do Mato Grosso do Sul, a
ocorréncia simultanea de mortalidade em coelhos e cordeiros mantidos em uma
mesma pastagem de B. decumbens, mostra que esta espécie também é sensivel

aos efeitos toxicos da saponina.
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No Brasil, a maioria dos surtos ocorre no inicio das estacdes chuvosas,
guando as pastagens se encontram verdes, principalmente quando s&o
introduzidos animais muito sensiveis em pastos de braquidrias. Possivelmente,
em funcdo de teores mais elevados de saponinas nas pastagens nesse periodo do
ano (TOKARNIA et al., 2012).

2.5 Sinais clinicos e achados de necropsia e histopatologia

O aparecimento dos sinais clinicos é variavel, podendo estar
relacionados com a quantidade de saponinas nas pastagens, conforme a época do
ano, manejo das forrageiras e estado fisioldgico dos animais (SANTOS et al.,
2008).

As lesdes que ocorrem na pele sdo caracteristicas e ocorrem,
principalmente, em areas de pele despigmentada ou desprotegida de pelo ou 13, e
0 aparecimento das lesGes € muito rapido (SATURNINO et al.,, 2010;
TOKARNIA et al., 2012).0s animais com quadro clinico de fotossensibilizagdo
evitam exposicdo ao sol, apresentam apatia, apetite diminuido, inquietacdo e
emagrecimento progressivo, e geralmente, ictericia generalizada e bilirrubindria
(SANTOS et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012). De uma forma geral, as lesdes
cutdneas sdo evidenciadas apds exposicdo ao sol e sdo caracterizadas,
inicialmente, por areas dolorosas de eritema e edema da pele, podendo ocorrer
acometimento do tecido do subcutaneo. Secundariamente, ocorre espessamento
das regibes afetadas da pele, com formacdo de exsudato e crostas, seguidas de
necrose e gangrena seca com posterior desprendimento cutdneo (MENDONCA
et al., 2008; SANTOS et al., 2008; TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO,
2000; TOKARNIA et al., 2012). Ha casos hiperagudos caracterizados por rapida
depressdo, auséncia de ictericia, hiperemia das mucosas, edema facial e de

orelha e morte réapida, relatado em ovinos (SANTOS et al., 2008).
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Em animais com pelagem escura ndo ocorrem lesbes caracteristicas de
pele, entretanto manifestam edema de face, edema periocular com epifora e
conjuntivite (MUSTAFA et al., 2012;SANTOS et al., 2008).

Em ovinos, a fotodermatite pode levar a formacdo crostosas com
ulceracdo e edema nas orelhas, face e palpebras (MENDONCA et al., 2008;
SATURNINO et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Nessa espécie, a ocorréncia de
retracdo cicatricial das orelhas pode ocorrer como seqielas da
fotossensibilizacdo, popularmente denominadas “orelhas encartuchadas”
(TOKARNIA et al., 2012).

Nos achados de necropsia, alem das lesGes de pele, usualmente sdo
observados diferentes graus de ictericia, bem como figado aumentando de
volume com coloragdo amarelado acastanhado e vesicula biliar distendida com
bile espessada (MENDONCA et al., 2008; SANTOS et al., 2008; SATURNINO
et al., 2010). Em casos mais cronicos, pode haver areas de fibrose com aumento
da consisténcia hepatica (SANTOS et al., 2008). Em ovinos, o figado pode
apresentar pontos esbranquicados na capsula e na superficie de corte
(MENDONCA et al.,, 2008; SANTOS et al., 2008) e, ainda, estriagdes
circundadas por halo avermelhado nos linfonodos hepéaticos e mesentéricos
(DRIEMEIER et al., 1998). Os rins podem estar escurecidos e a urina pode
apresentar alteracdes de coloracdo, devido a deposicdo de bilirrubina (SANTOS
et al., 2008; TOKARNIA et al., 2012)

Ao exame histolégico, as principais alteracbes sdo encontradas no
figado, caracterizadas pela presenca de grande quantidade de macréfagos
espumosos entre os corddes hepaticos (DRIEMEIER et al. 1998; SANTOS et
al.,2008; SATURNINO et al.,2010; SOUZA et al., 2012; TOKARNIA et al.,
2012). Entretanto, a visualizacdo desses macrofagos ndo necessariamente esta
relacionada ao desenvolvimento de fotossensibilizag&o, apenas indicam ingestdo

de forrageiras com saponinas esteroidais (TOKARNIA et al., 2012). Em animais
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gue tiveram morte rapida, causada pela insuficiéncia hepética, essas células
podem ndo ser visualizadas (MENDONCA et al., 2008; TOKARNIA et al.,
2012).

Outras alteragBes microscopicas visualizadas no figado consistem em
vacuolizacdo e tumefacdo difusa ou necrose individual de hepatdcitos, bilestase
e fibrose periportal (DRIEMEIER et al. 1998; MENDONCA et al., 2008;
SANTOS et al., 2008; SATURNINO et al., 2010; TOKARNIA et al., 2012).
Ocasionalmente, podem ser visualizados cristais birrefringentes em ductos
biliares associados a colangite granulomatosa com presenca de células gigantes
(DRIEMEIER et al.,1998; SATURNINO et al., 2010; TOKARNIA et al., 2012).
E ainda, proliferacdo de ductos e canaliculos biliares e pericolangite
mononuclear, principalmente no espaco porta (MENDONCA et al., 2008;
SATURNINO et al.,, 2010; TOKARNIA et al., 2012). Souza et al. (2012)
observaram lesdes hepéticas similares, incluindo a presenca de macrdfagos
espumosos e cristais birrefrigentes, simultaneamente em figados ovinos criados
extensivamente em pastos de B. decumbens.

Na andlise de bioquimica sérica, sdo relatados aumento de enzimas
gama glutamiltransferase (GGT) (BRUM et al., 2007; MENDONCA et al.,
2008;SATURNINO et al, 2010) e aspartatoaminotransferase (AST)
(SATURNINO et al., 2010), bem como nos niveis de bilirrubina (BRUM et al.,
2007; MENDONCA et al., 2008) em ovinos. Aumento significativo de GGT foi
observado em estudos de intoxicacdo experimental por B. decumbens em ovinos
que apresentaram quadro clinico de fotossensibilizacdo (SATURNINO et al.,
2010). A elevagdo da atividade de GGT também foi relatada em casos
espontaneos de intoxicacdo pela planta (BRUM et al., 2007; MENDONCA et
al.,, 2008). Portanto, essa enzima pode estar intimamente relacionada a
ocorréncia de bilestase (BRUM et al.,, 2007; MENDONCA et al., 2008;
SATURNINO et al., 2010).
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2.6 Diagndstico

O diagnostico de fotossensibilizagdo causada pela ingestdo de
Brachiaria spp., é baseado nos achados epidemiol6gicos associados com o
quadro clinico-patoldgico apresentados pelos animais, bem como a inspec¢éo das
pastagens para identificacdo da presenca e quantidade da planta (TOKARNIA et
al., 2012). E importante considerar diagnosticos diferenciais com outras
patologias que cursam com quadros de fotossensibilizacdo, dentre elas a
pitomicotoxicose (TOKARNIA et al.,, 2012). Em alguns casos, pode ser
necessaria a utilizacdo de exames laboratoriais para complementar o
estabelecimento do diagndstico da doenga.

Andlises bioquimicas, juntamente com as manifestagdes clinicas
apresentadas pelos animais, podem auxiliar no diagnéstico inicial da doenca. O
exame da atividade enzimética de GGT pode auxiliar como um método de
triagem na identificacdo prévia de risco de ocorréncia de quadros clinicos de
intoxicagdo em rebanhos ovinos (SANTOS et al., 2008;SATURNINO et al.,
2010). O aumento das atividades séricas de GGT e AST, a elevacdo de
bilirrubina plasméatica em ovinos com lesdes de fotossensibilizacdo, podem ser
utilizados como ferramentas de diagnostico da doengca (ALBERNAZ et al.,
2010; BRUM et al., 2007; CASTRO et al., 2011; PORTO et al., 2013; SANTOS
et al., 2008; SATURNINO et al., 2010).

No entanto, 0s exames histopatoldgicos ainda sdo amplamente utilizados
no estabelecimento do diagnoéstico da doenca, em funcdo das lesdes
caracteristicas observadas no figado dos animais acometidos (DRIEMEIER et
al.,, 1998; TOKARNIA et al.,, 2012). As amostras enviadas para analise
microscépica podem ser obtidas durante a necropsia ou através de bidpsias
hepéticas, possibilitando a investigacdo da extensdo das alteragdes patologicas
(DRIEMEIER et al., 1998; TOKARNIA et al., 2012). Entretanto, as lesdes
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encontradas no figado e em linfonodos de bovinos, também podem ser
encontradas em animais sadios que ndo desenvolveram, necessariamente, quadro
clinico de fotossensibilizacdo (TOKARNIA et al., 2012).Em casos mais agudos,
a intoxicacdo pode ocorrer sem a presenca do quadro de ictericia e
dermatite(MUSTAFA et al., 2012; SANTOS et al., 2008), podendo apresentar
apatia, anorexia, emagrecimento, hiperemia de mucosa e secre¢do ocular
(SANTOS et al., 2008) além de edema na face e nas orelhas (MUSTAFA et al.,
2012).

Microscopicamente, é dificil a distingdo entre macréfagos espumosos
isolados e hepatédcitos em cortes corados com hematoxilina e eosina
(DRIEMEIER et al.,1998). Tintorialmente, esses macréfagos ndo sdo corados
pelo Acido Periddico de Schiff (PAS), e fracamente pelo Oilred (DRIEMEIER
et al.,1998). Raramente é possivel a visualizacdo de imagens negativas de
cristais no interior dessas células, possivelmente dissolvidos durantes as etapas
de processamento das amostras (DRIEMEIER et al.,1998). Também ha presenca
de cristais birrefringentes ou imagens negativas destes cristais em ductos
biliares, macr6fagos e hepatdcitos, e a ocorréncia de macréfagos com citoplasma
espumoso e nucleo periférico nos sinusoides levando a desorganizagdo dos
corddes de hepatdcitos. Outros achados incluem tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatdcitos, edema ou necrose individual de hepatdcitos, colestase, proliferacdo
de ductos biliares, infiltrado inflamatério mononuclear periportal, infiltrado
neutrofilico focal, pericolangite, células gigantes, e em alguns casos, fibrose
periportal (ALBERNAZ et al., 2010; BRUM et al., 2007; COSTA et al., 2013,;
CRUZ et al., 2000; DRIEMEIER et al., 2002; GRAYDON; HAMID; ZAHARI,
1991; LEMOS et al., 1996; MACEDO et al., 2008; MUSTAFA et al., 2012;
SANTOS et al., 2008; SATURNINO et al., 2010).

Associado ao exame histopatolégico pode ser empregada a técnica de

imuno-histoquimica, utilizando anticorpos monoclonais para macréfagos pelo
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método estreptavidina-biotina (DRIEMEIER et al., 1998). Testes imuno-
histoquimicos, utilizando anticorpo contra mondécitos (MAC 387), foram
eficientes na marcacdo de macréfagos em figado e linfonodos de bovinos
alimentados com Brachiaria spp. (GOMAR et al., 2005).

Através da técnica de lectino-histoquimica é possivel a determinacao de
residuos de hidratos de carbono especificos no interior de macréfagos
espumosos em tecidos de animais mantidos em pastagens de Brachiaria sp.
(GOMAR et al., 2005). As lectinas sdo caracterizadas por um grupo heterogéneo
de proteinas isoladas ou ligadas a carboidratos de origem vegetal ou animal.
Dentre as lectinas, destacam-se a aglutinina de Arachis hypogaea (PNA)
(GOMAR et al. 2005), a aglutinina-I de Riccinus communis (RCA-I)
(BOABAID et al., 2011), a aglutinina de Triticum vulgaris (WGA) ((BOABAID
et al., 2011), e a Succinyl-WGA (sSWGA) (MIRANDA et al., 2016), as quais
apresentam elevada afinidade pelos macrdéfagos espumosos, consideradas de
elei¢cdo como marcadores dessas células.

Uma caracterizagdo aprimorada da intoxicagdo por Brachiaria sp. nos
animais pode ser obtida em modelos experimentais (SOUZA et al., 2012).
Reproducdo experimental da fotossensibilizacdo causada por P. chartarum foi
descrita em coelhos inoculados com extrato de culturas do fungo (NAZARIO et
al., 1977). Alteraces histolégicas também foram relatadas em figado de coelhos
mantidos em pastagens de B. decumbens, semelhantes aos achados descritos nos
casos de fotossensibilizacdo em ruminantes (SOUZA et al., 2012). Portanto,
pode ser possivel a utilizacdo de coelhos como modelos experimentais na

intoxicacao por esta graminea.



23

3 CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo a fatores éticos, a reproducdo da doenga em coelhos pode
contribuir na substituicdo de ruminantes intoxicados experimentalmente pela
planta. Adicionalmente, é possivel o aprimoramento dos estudos envolvendo a
patogénese da doenca, destacando os principais determinantes envolvidos na
intoxicacdo por Brachiaria spp., bem como possivelmente estabelecer uma dose
toxica para as intoxicagdes. Dessa forma, em trabalhos futuros, pode-se
estabelecer como medida preventiva a retirada dos animais das pastagens antes
das manifestacdes clinicas da doenca, reduzindo as perdas econdmicas

decorrentes da fotossensibilizacdo causada por essa forrageira no Brasil.
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ABSTRACT: 2017.

[Experimental intoxication by Brachiaria decumbens in rabbits]

Brachiarias spp are important forage sources for ruminants, due to the easy
cultivation, good resistance to drought, good adaptation to different soils and
low maintenance cost. However, this grass ingestion is related to
photosensitization outbreaks, in bovine and ovine, mainly, causing significant
economic losses. The hepatotoxic effects related to the grass ingestion are: the
crystals formation and foamy macrophages caused by the accumulation of toxic
metabolites. The use of bovine and ovine in experiments involving the plant
presents several obstacles, both in the ethical, economic and in the animal
management. The objective in this study was to evaluate the sensitivity of
rabbits as an experimental model for B. decumbens intoxication. In the present
study two experiments were carried out. Experiment 1 used 4 rabbits that
received the fresh plant in daily doses of 10, 20, 40 and 80 g/kg body weight for
120 days. Experiment 2 used 3 rabbits receiving the fresh plant in amounts of
500 g daily per animal for 210 days. In experiment 1, the animals showed no
clinical signs and no macroscopic and microscopic changes characteristic of B.
decumbens intoxication. In the experiment 2 the animals also showed no clinical
signs and significant macroscopic alterations. In the histological analysis was

observed the presence of foamy macrophages isolated or in random clusters of
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cells in the liver and mesenteric lymph nodes. Samples of liver and mesenteric
lymph nodes of the animals from experiment 2 were submitted to the lectin-
histochemistry technique. The WGA, sSWGA and RCA lectins showed reactivity
in foamy macrophages in both organs. This is the first work of our knowledge
that demonstrates histopathological lesions by Brachiaria spp conducted
experimentally in rabbits, demonstrating its potential as an animal model in this
field of study.

INDEX-TERMS: Experimental model, hepatogenic photosensitization,

lectin-histochemistry, foamy macrophages.
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RESUMO - [Intoxicagdo experimental por Brachiaria decumbens em

coelhos.]

Brachiaria ssp sédo importantes fontes de forragem para ruminantes, devido ao
facil cultivo, boa resisténcia a seca, boa adaptacdo a diferentes solos e baixo
custo de manutencdo. Entretanto, a ingestdo desta graminea esté relacionada a
surtos de fotossensibilizacdo em bovinos e ovinos, principalmente,
ocasionando prejuizos econdmicos significativos. Os efeitos hepatotéxicos
relacionados a ingestdo da graminea sdo a formacdo de cristais e macréfagos
espumosos causados pelo acimulo de metabdlitos téxicos. A utilizacdo de
bovinos e ovinos em experimentos envolvendo a planta apresenta varios
empecilhos, tanto no ambito ético, econdmico e no manejo dos animais. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade de coelhos como
modelo experimental para intoxicagdo por B. decumbens. No presente estudo,
foram realizados dois experimentos. O Experimento 1 utilizou quatro coelhos
que receberam a planta fresca em doses diarias de 10, 20, 40 e 80 g/Kg de peso
vivo durante 120 dias. O Experimento 2 utilizou trés coelhos recebendo a
planta fresca em quantidades de 500 g diarias por animal com duracdo de 210
dias. No experimento 1, os animais ndo apresentaram sinais clinicos e nem
alteracGes macroscopicas e microscopicas caracteristicas de intoxicacéo por B.
decumbens. No experimento 2, 0s animais também ndo apresentaram sinais
clinicos e alteragbes macroscopicas significativas. Na analise histologica
observou-se presenca de macréfagos espumosos isolados ou em grupos
aleatdrios de células no figado e nos linfonodos mesentéricos. Amostras de
figado e linfonodos mesentéricos dos animais do experimento 2 foram
submetidas a técnica de lectino-histoquimica. As lectinas WGA, sWGA e RCA

apresentaram reatividade em macrofagos espumosos nos dois 6rgdos. Este é o
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primeiro trabalho de nosso conhecimento que demonstra lesGes
histopatologicas por Brachiaria spp conduzido de forma experimental em
coelhos, demonstrando seu potencial como modelo animal nesse campo de

estudo.

TERMOS DE INDEXACAO: Modelo experimental, fotossensibilizacdo
hepatdgena, lectino-histoquimica, macréfago espumoso.

Introducéo

Grande parte das pastagens do Brasil sdo compostas por Brachiaria spp.,
principalmente as espécies B. decumbens e B. brizantha, consideradas importantes
como fontes de forragem para ruminantes (ASSIS et al., 2003). Entretanto,
anualmente sdo relatados surtos de fotossensibilizagdo causados pela ingestao
dessas gramineas, em diversas espéecies de animais, especialmente em bovinos e
ovinos (MIRANDA et al., 2016; TOKARNIA et al., 2012), assim como em
caprinos e bufalos, sendo em eqliinos mais raro (BARBOSA et al., 2006).
Consequientemente acarretam prejuizos econdmicos significativos, além de
diminuicao da produtividade dos rebanhos brasileiros (TOKARNIA et al., 2012).

A hepatotoxicidade da Brachiaria se deve a protodioscina, uma
saponina esteroidal litogénica, que estd presente na planta (BRUM et al., 2007;
MIRANDA et al., 2016;RIET-CORREA et al., 2011), podendo causar também a
obstrugdo de ductos biliares e 0 acimulo de filoeritrina e conseqiientemente a
fotossensibilizagcdo com as lesdes de pele (BRUM et al., 2007; DRIEMEIER et
al., 1999;LEMOS; SALVADOR; NAKAZATO, 1997; MUSTAFA et al., 2012;
SANTOS JUNIOR, 2008; TOKARNIA et al, 2012). Porém, ainda é
desconhecida a quantidade exata de ingestdo de Brachiaria spp. responsavel
pelos casos de fotossensibilizacdo (MENDONCA et al., 2008).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas com um ou mais sitios de

ligacdo por subunidade que podem se unir de maneira reversivel a residuos
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especificos de carboidratos, e aglutinam células e/ou precipitam polissacarideos
ou glicoproteinas (COSTA et al., 2013). Pode-se utilizar a lectino-histoquimica
para o diagndstico da hepatotoxicidade da Brachiaria. Esta, pode detectar
algumas substancias no tecido sobre o qual ocorre a lesdo, permitindo uma
relacdo entre a sua extensao e gravidade (COSTA et al., 2013).

Algumas espécies animais sdo utilizadas para intoxicacdes
experimentais, como o0s ovinos (DRIEMEIER et al., 2002), que apresentam
algumas vantagens em relagdo aos bovinos, como menor custo de manutengéo e
mais féacil manejo (THOMPSON et al., 1983). A utilizagdo de outros modelos
experimentais, como o0s coelhos, confere ainda mais vantagens, pois estes sao de
facil manejo e manutencdo, menor custo e rapido ciclo reprodutivo
(THOMPSON et al., 1983).

O objetivo deste trabalho foi elaborar um modelo experimental, utilizando
coelhos intoxicados experimentalmente com B. decumbens e reproduziras lestes

hepaticas caracteristicamente observadas em bovinos e ovinos.

Materiais e Métodos

O experimento foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFLA sob o protocolo nimero 078/2013. Foram utilizados coelhos
machos da raca Nova Zelandia, com idade inicial de 60 dias, acondicionados em
gaiolas individuais com &gua e ragdo comercial & vontade. O acesso vegetal da
espécie Brachiaria decumbens Stapfcv Comum, foi coletada no departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (21°13°52”S e
44°58°32”W) no periodo matutino. Exsicata da espécie foi depositada no
Herbério da Universidade para consulta.

A amostra da planta foi seca a 40°C em estufa com circulagio forcada
de ar até peso e umidade constantes com monitoramento didrio em balanca,
Marca OHAUS Switzerland modelo MB 45, devidamente validada pelo



35

INMETRO. Apés peso e umidade constante por trés dias consecutivos, as
amostras foram trituradas em moinho de facas Marconi modelo em
granulometria média.

A presenca de umidade e saponina também foram determinadas na
amostra de Brachiaria decumbens. A umidade diaria foi determinada seguindo
protocolo de aquecimento a 105°C por 10 minutos e balanca Marca OHAUS
Switzerland modelo MB 45, devidamente validada pelo INMETRO. A diferenca
entre peso inicial e final determina a quantidade relativa de agua perdida no
processo. A metodologia para identificacdo de saponina na amostra foi
determinada por Matos (1988). Aliquota de 1 g da planta seca e pulverizada foi
adicionado em tubo de ensaio contando 4 mL de &gua destilada. Os tubos de
ensaio foram aquecidos em temperatura de ebulicdo por 5 minutos. Em seguida,
0 tubo de ensaio foi mantido em temperatura ambiente e agitado vigorosamente
por 3 minutos. A presenca de espuma abundante e persistente indicou presenca
de heterdsides saponinicas. De acordo com protocolo da Sociedade Brasileira de
Farmacognosia, por¢ao de 1 g de planta seca e rasurada e colocada em vidro de
relogio com 10 cm de diametro e coberta por meio 5 mL Agar Sangue bovino
em solucgdo fisiologica com pH de 7,4 coletado com anticoagulante EDTA. O
vidro de relogio foi levado a geladeira por 1 hora e a formagdo de halo de
coloracdo amarelo ou amarronzado determina hemolise e conseqlientemente
presenca de saponinas na amostra.

A planta fresca foi coletada diariamente em um mesmo campo e
oferecida aos animais, 0 excedente ndo consumido era pesado, e entdo
descontado do valor total recebido. Foram realizados dois experimentos
distintos: no experimento 1, foram utilizados quatro coelhos, mantidos em
gaiolas individuais, recebendo as quantidades de, coelho 1, 10 g/kg, coelho 2, 20

g/kg,coelho 3, 40 g/kg e coelho 4, 80 g/kg de B. decumbens fresca. Os coelhos
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foram alimentados e acompanhados diariamente durante o periodo de 120 dias,
quando foi realizada a eutanasia e submetidos a necropsia.

No experimento 2 utilizou-se trés coelhos. Cada animal recebia 500g
diarias de B. decumbens fresca, o excedente ndo consumido era pesado e, entdo,
descontado das 500 g diarias. Este experimento teve duragdo de 210 dias,
guando foram submetidos a eutanasia e necropsiados.

Em ambos os experimentos, fragmentos de diversos 6rgdos foram
coletados e fixados em solucéo de formalina tamponada a 10%, processados de
forma rotineira para a histopatologia. Fragmentos de figado e linfonodos dos
animais referentes ao experimento 2 foram submetidos a técnica de lectino-
histoquimica. As lectinas utilizadas foram: Canavalia ensiformis agglutinin
(Con-A), Dolichos biflorus agglutinin (DBA), Glicine max agglutinin (SBA),
Arachi shypogaea agglutinin (PNA), Riccinus communis agglutinin-1 (RCA-I),
Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I), Triticum vulgaris agglutinin (WGA),
Succinyl-WGA (sWGA), Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL), Sophora
japbnica (SJA), Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-E) e

Lens culinaris ou Lens esculenta (LCA).

Resultados

A planta foi identificada como Brachiaria decumbens e exsicata, foi
depositada para confirmacao botanica e reprodutibilidade do presente trabalho. Na
determinacdo da presenca de saponina, observou-se espuma com 5 cm de altura em
tubo de ensaio com persisténcia de aproximadamente 10 minutos. Esse resultado
prediz a existéncia de grande quantidade de heterdsides saponinicas na planta
pesquisada. Apds 30 minutos, foi possivel observar halo hemolitico confirmando o
resultado dos testes anteriores sobre a presenca da saponina (Fig. 1).

No experimentol os animais ndo apresentaram sinais clinicos e nédo

foram encontradas alteragdes macroscopicas e microscéopicas caracteristicas de
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intoxicacdo por B. decumbens. A dose tdxica diaria ingerida por cada coelho foi
de 52 g/Kg no coelho 1, 78 g/Kg no coelho 2, 61 g/Kg no coelho 3 e 133 g/Kg
no coelho 4.

No experimento 2 o0s animais ndo apresentaram sinais clinicos e
alteracBes macroscopicas significativas. Na analise histologica observou-se a
presenca de macrdfagos espumosos isolados ou em grupos aleatdrios de células
(Fig. 2 e 3), tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos, necrose individual de
hepatdcitos, discreta proliferacdo de ductos biliares e de proliferagdo de tecido
conjuntivo periportal, associado a infiltrados mononucleares periportais.Em
linfonodos mesentéricos foram observados macréfagos espumosos isolados em
seios linfaticos (Fig. 4) e centros foliculares (Fig. 5). A ingestdo toxica diaria
ingerida por cada coelho foi de 203 g/Kg no coelho 5, 191 g/Kg no coelho 2, e
192 g/Kg no coelho 7.

As amostras de figado e linfonodo mesentérico dos animais do Experimento
2submetidas a técnica de lectina-histoquimica estdo resumidas no Quadro 1. As
lectinas SWGA (Fig. 6), RCA-l (Fig. 7), WGA (Fig. 8), GSL apresentaram
reatividade e especificidade para macréfagos espumosos presentes no figado de
coelhos intoxicados por Brachiaria decumbens. As lectinas Con-A, PNA e PHA-L
apresentaram moderada reatividade e especificidade em macrdfagos espumosos no
figado. Os macréfagos espumosos observados em linfonodos mesentéricos
apresentaram leve reatividade e especificidade para as lectinas SWGA (Fig. 9),
RCA-I (Fig. 10), WGA (Fig. 11), Con-A, PNA, PHA-L e PHA-E.

Discusséo
O Experimento 1 demonstrou que doses toxicas diarias de até 133
g/Kg de peso por até 120 dias ndo sdo suficientes para provocar lesdes
hepéticas de intoxicacdo por Brachiaria decumbens em coelhos, resultados

que concordam com outro estudo que utilizou coelhos como modelo
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experimental para a doenca e também demonstrou que doses e tempos
menores também ndo provocaram sinais clinicos ou lesées (FACCIN et al.,
2016). O Experimento 2 demonstrou que doses tdxicas diarias de 190 g/Kg
de peso durante 210 dias é suficiente para desenvolver les6es hepéaticas de
intoxicacdo por B. decumbens.

As lesBes encontradas no figado e linfonodos dos coelhos do
Experimento 2 sdo semelhantes as lesdes descritas em casos de intoxicacao
por B. decumbens em ovinos (LEMOS et al.,, 1996) e bovinos
(DRIEMEIER et al., 1998). A lesdo mais caracteristica de intoxica¢do por
Brachiaria spp. € a presenca de cristais birrefringentes em ductos biliares e
macréfagos (RIET-CORREA et al., 2011) e a presenca de macrofagos
espumosos isolados ou em grupos aleatérios no figado (DRIEMEIER et al.,
1998; LEMOS et al., 1996;RIET-CORREA et al.,, 2010).A presenca de
macrofagos espumosos no figado, tanto de forma isolada ou em grupos
aleatérios foi o achado mais consistente de intoxicacdo por B. decumbens
nos coelhos do Experimento 2, contudo,em nenhum animal foi visualizada
a presenca de cristais birrefringentes em ductos biliares e macrofagos, o
que também é descrito em outros casos de intoxicagdo por B. decumbens
(MIRANDA et al.,, 2016; RIET-CORREA et al., 2010).A presenca de
macrdfagos espumosos em linfonodos mesentéricos é descrita em casos de
intoxicacdo em diferentes espécies de ruminantes, tanto em seios linfaticos
(DRIEMEIER et al., 1998; RIET-CORREA et al., 2010) como em centros
foliculares (BOABAID et al., 2011; MIRANDA et al., 2016).

A marcacdo de lectina-histoquimica apresentada pelos coelhos
intoxicados por B. decumbens apresentou padrdo semelhante as marcacdes
em outras espécies. A marcacdo acentuada em macréfagos espumosos no
figado foi vista principalmente nas lectinas RCA-1, WGA, sWGA e GSL, o

que também foi observado em ovinos (BOABAID et al., 2011) e bubalinos
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(MIRANDA et al.,, 2016). Marcacbes moderadas foram observadas nas
lectinas Con-A, PNA e PHA-L, que também foi observado em bubalinos
(MIRANDA et al., 2016) e, em ovinos, foram observadas de forma
acentuada (BOABAID et al., 2011;COSTA et al., 2013). Enquanto que em
macrofagos espumosos em linfonodos as lectinas Con-A, PNA, WGA,
SWGA, PHA-L e PHA-E apresentaram marcacdo leve em coelhos,
enquanto que em ovinos e bubalinos apresentaram marca¢tes moderadas a
acentuadas (BOABAID et al., 2011; MIRANDA et al., 2016).

Existe na literatura apenas uma descricdo de lesdes hepaticas
contendo macrofagos espumosos, mas ocorreu em um surto de intoxicacéo
natural por B. decumbens, em coelhos mantidos em pastagem (SOUZA et
al., 2012). O presente estudo experimental, aliado a dados de outro estudo
semelhante (FACCIN et al., 2016), demonstram que coelhos apresentam
uma maior resisténcia a intoxicacdo pela B. decumbens, visto que doses de
até 130 g/Kg durante um periodo de ingestdo de até 120 dias ndo
desenvolveram lesdes em figado ou linfonodo. Apesar das lesGes terem
sido observadas em animais que ingeriram doses em torno de 1909/KG
durante um periodo de 210 dias, ainda ndo foi possivel estabelecer a dose
toxica e periodo minimo necessarios para se observar as lesées hepéticas da
intoxicacao.

A observacgdo do desenvolvimento de lesdes em figado e linfonodos
de coelhos traz grandes avancos, tanto no ambito ético como econémico,
onde serd possivel a substituicdo de bovino e ovinos no estudo da
intoxicacdo pela B. decumbens. Adicionalmente, é possivel o
aprimoramento dos estudos envolvendo a patogénese da doenca,
destacando os principais determinantes envolvidos na intoxicacdo pela

planta.
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Conclusao
Os resultados demonstram que é possivel a utilizagdo de coelhos como
modelos experimentais para estudos de intoxicagdo experimental por B.
decumbens, pois foi possivel reproduzir as lesGes hepaticas com a presenca de
macrdfagos espumosos e também em linfonodos idénticos as lesdes encontradas

em bovinos e ovinos.



Quadro 1 - Avaliacao lectino-histoquimica do figado e linfonodo mesentérico de coelhos intoxicados experimentalmente
com Brachiaria decumbens.

Ducto  Contetdo do Superficie do  Intima Tecido

Macrofagos  Hepatdcitos biliar  ducto biliar  ducto biliar  do vaso conjuntivo Linfonodo
Con-A =+ ++ ++ - - ++ - Macrofago +

DBA - - + - - - - -

SBA + + - - - - - -

PNA ++ - + + - - - Macréfago +
RCA-I ++/+++ + ++ +++ + +++ - Macréfago +
UEA-I - - ++ ++ - - - -
WGA [ +++ - - + - + ++ Macréfago +
SWGA +++ - - - - - - Macré6fago +

GSL ++/+++ - + - - - - -

SJIA - - - - - - - -

PSA - - - - - + + -
PHA-L +H++ - + - - - - Macrofago +
PHA-E + - - - - - - Macro6fago +

LCA - - - - - - - -

“+++ Lesdo acentuada, ++ lesdo moderada, ++ lesdo leve, - lesdo ausente

v
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Figura 1 — Extrato de Brachiaria decumbens. Dez minutos apos agitacdo
vigorosa e permanéncia da espuma. Indicativo de saponina.
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Figura 2 — Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,

Figado. Observam-se numerosos macrofagos espumosos isolados ou
em grupos (setas). HE, Obj. 10x.
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Figura 3 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Figado. Observam-se numerosos macrofagos espumosos isolados ou

em grupos (setas). HE, Obj. 40x.
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Figura 4 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,

Linfonodo Mesentérico. Observam-se macrofagos espumosos
isolados em seios linfaticos (setas). HE, Obj. 40x.

Figura 5 - Coelho intoxicado expermetaimente por Brachiaria decumbens,
Linfonodo Mesentérico. Observam-se macréfagos espumosos
isolados em centros foliculares (seta). HE, Obj. 40x.
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Figura 6 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,

Figado. Acentuada marcacéao para Succinyl-WGA (SWGA) em grupos
de macréfagos espumosos (seta). Lectina-histoquimica, Obj. 40x.
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Figura 7 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Figado. Acentuada marcacdo para Riccinus communis (RCA-I) em
macréfagos espumosos isolados (setas). Lectina-histoquimica, Obj.
40x.
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Figura 8 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Figado. Acentuada marcagdo para Triticum vulgaris (WGA) em grupos
de macrofagos espumosos (seta). Lectina-histoquimica, Obj. 40x.

Figura 9 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Linfonodo Mesentérico. Marcacdo leve para Succinyl-WGA
(SWGA) em macréfagos espumosos isolados em foliculos linféides
(setas). Lectina-histoquimica, Obj. 40x.
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Figura 10 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Linfonodo Mesentérico. Marcacdo leve para Riccinus communis
(RCA-I) em macrofagos espumosos isolados em foliculos linfoides
(seta). Lectina-histoquimica, Obj. 40x.
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Figura 11 - Coelho intoxicado experimentalmente por Brachiaria decumbens,
Linfonodo  Mesentérico. Marcacdo leve para  Triticum
vulgaris(WGA) em macréfagos espumosos isolados em foliculos
linfoides (seta). Lectina-histoquimica, Obj. 40x.
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